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Einleitung 1

1 Einleitung

Krebserkrankungen gehoren zu den todlichsten Krankheiten weltweit; nach den Herz- und
Kreislauferkrankungen stellen sie die zweithdufigste Todesursache in den westlichen
Industrielandern dar.['8l Die Diagnostik spielt als Grundlage einer erfolgreichen Pravention und
effizienten Behandlung von Krebserkrankungen eine Schliisselrolle. Die Prognose bei Erkrankung
ist mit dem Stadium des Tumors bei der Erstdiagnose verkniipft. Haufig werden
Krebserkrankungen erst spat diagnostiziert und damit spéat therapiert; zu einem Zeitpunkt an dem
Krebszellen schon in andere Gewebe eingedrungen sind und dort Metastasen gebildet haben.*!
Zum Zeitpunkt der klinischen Vorstellung haben mehr als 60% der Patienten mit Lungen-, Brust-,
Kolon-, Prostata- und Ovarialkrebs bereits versteckte oder offene Metastasen; in diesem Stadium
sind therapeutische Ansatze in ihrer Effektivitat limitiert.*! Eine Detektion im Friihstadium der
Erkrankung erlaubt hingegen eine frithzeitige Auswahl geeigneter Behandlungsvarianten

verbunden mit erhéhten Erfolgsaussichten.*-8]

Eines der leistungsstarksten Werkzeuge, welches heutzutage klinische Anwendung in der
medizinischen Diagnostik findet ist die Magnetresonanztomographie (MRT), welche eine nicht-
invasive anatomische Bildgebung mit hoher zeitlicher und raumlicher Auflosung erlaubt.[679-12]
Dieses Verfahren basiert auf Messung der Protonenrelaxation in einem starken statischen, externen
Magnetfeld nach Anregung durch einen Radiofrequenzpuls.'?! Die MRT-Aufnahmen reflektieren
die Unterschiede in der Protonendichte sowie in den longitudinalen und transversalen
Relaxationszeiten (T1 und T2 (12*)) der betrachteten Gewebe, da die Signalintensitat als Funktion
dieser intrinsischen Parameter variiert.[%!2-14] Der Einfluss der verschiedenen gewebsspezifischen
Parameter und damit der Kontrast zwischen verschiedenen Gewebearten kann durch
unterschiedliche Bildgebungssequenzen und Variationen der Sequenzparameter eingestellt
werden.'>1¢l Haufig zeigen gesunde und pathologische Gewebe jedoch nur geringe Unterschiede
in der Protonendichte sowie der Relaxationszeiten.! Damit sind diagnostische Aussagen auf
Grund der erhaltenen Bilder auch bei Wahl optimierter Bildgebungssequenzen haufig nicht
eindeutig. Der Bildkontrast und damit die diagnostische Differenzierung kann durch die Gabe von
Kontrastmitteln erhoht werden; diese finden bei etwa 30% aller klinischen Magnetresonanz-

Anwendungen Einsatz.”l Kontrastmittel beeinflussen durch Veranderung des lokalen



2 Einleitung

Magnetfeldes die Relaxationsmechanismen umgebender Protonen.!’?l Die Veranderungen werden
durch ihre inhdrenten magnetischen Eigenschaften bedingt. Sogenannte positive Kontrastmittel
verkiirzen die intrinsischen longitudinalen Relaxationszeiten und verursachen eine Zunahme der
Signalintensitat, wahrend negative Kontrastmittel den transversalen Relaxationsprozess
beschleunigen und eine Signalabnahme zur Folge haben.[®12 Dies dufiert sich in einem dunkleren
Bild.

Als negative Kontrastmittel finden seit den spaten 1980er Eisenoxid-Nanopartikel Anwendung in
der medizinischen Bildgebung.[121317.18] Nanopartikel sind Intermediate zwischen dem atomaren
bzw. molekularen Bereich und dem makroskopischen Festkorper.'”) Partikel im
Nanometermaf$stab (1-100 nm) zeichnen sich durch einzigartige physikalische und chemische
Eigenschaften aus, die in ausgedehnten Festkorperstrukturen nicht beobachtet werden und welche
anders als die spezifischen intrinsischen Materialeigenschaften der Festkorper eine
Grofienabhangigkeit zeigen.[619201 Eine solche Eigenschaft ist der Superparamagnetismus, der
auftritt, wenn die thermische Energie eine freie Ausrichtung des magnetischen Gesamtmoments
ermoglichen kann.56211 Superparamagnetische Partikel weisen in Abwesenheit eines externen
Magnetfeldes keine permanente Magnetisierung auf; demzufolge aggregieren sie auch nicht
aufgrund magnetischer Interaktionen.l®1819 In Anwesenheit eines externen Feldes zeigen sie jedoch
ein grofles magnetisches Moment, welches mikroskopische Feldinhomogenititen erzeugen
kann.[*! Eisenoxid ist ein sehr gut untersuchtes Material fiir biomedizinische Anwendungen und
alle vermarkteten nanopartikuldren Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie basieren
auf superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln.!'¥221 Diese kombinieren die Vorteile ihres
einzigartigen magnetischen Verhaltens mit hoher Biokompatibilitat bedingt durch Biodegradier-
barkeit und Verwertung des freigesetzten Eisens analog zum endogen Eisen im physiologischen
Eisenstoffwechsel 815182123241 Dije auf Eisenoxid-Nanopartikel basierenden Kontrastmittel in
klinischer Anwendung bestehen aus polydispersen aggregierten Eisenoxid-Kernen beschichtet mit
Dextran oder Carboxydextran.®1218 ]hre Anwendung basiert auf ihrer schnellen Aufnahme durch
phagozytierende Zellen des Mononukldren Phagozyten Systems (MPS); hauptsachlich der Leber
und Milz.’12181 Dje Darstellung von Makrophagen ist daher die erste und immer noch wichtigste
Anwendung dieser Kontrastmittel, vor allem fiir die Visualisierung von entartetem
Lebergewebe.?*! Im Gegensatz zum gesunden Leberparenchym liegt in ldsierten Regionen wie

primdren Lebertumoren oder Leber-Metastasen ein Mangel an ortsansdssigen spezialisierten
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Makrophagen, den sogenannten Kupffer-Zellen, vor.*121824 Dijese Gewebeabnormalitdt bedingt
eine reduzierte Aufnahme des Kontrastmittels und damit eine starke Kontrastierung zwischen
gesundem und pathologischem Gewebe.

Um eine Darstellung maligner Tumore, die nicht in der Leber oder Milz lokalisiert sind, zu
erreichen, muss zundchst das Design lang-zirkulierender Nanopartikel erfolgen, die aufgrund
ihrer Grofle sowie Oberflacheneigenschaften einer sofortigen unspezifischen Phagozytose
entgehen. Eine Verringerung der Grofle sowie eine dichte Beschichtung mit neutralen hydrophilen
Polymeren, wie Polyethylenglykol (PEG), fithren dabei zu einer reduzierten unspezifischen
Proteinadsorption aus dem Blutplasma.l5912192528] Spezielle Plasmaproteine, die sogenannten
Opsonine, fordern die Erkennung korperfremder Materialien durch die Phagozyten des
MPS.[6122628] Dje Beeinflussung der Verteilung der Nanopartikel im Organismus iiber ihre Grofle
sowie Beschichtung wird als passive Strategie bezeichnet. Die passive Aufnahme lang-
zirkulierender Partikel in Tumorgewebe wird in der Literatur auf Besonderheiten des

Gefafssystems des Tumors zuriickgefiihrt.[*571227.29-31]

Um Krebszellen mit hoher Sperzifitdit und Affinitit zu markieren und damit pathologische
Gewebsveranderungen in nicht-invasiver Weise in frithen Entwicklungsstadien prazise zu
detektieren, miissen aktive Markierungsstrategien eingesetzt werden. Das Design von
zielgerichteten Kontrastmitteln zur Fritherkennung molekularer Abnormalitdaten beinhaltet das
Anbringen ausgewahlter bioaktiver Erkennungsmolekiile, wie zum Beispiel Antikorper, Proteine,
Zucker oder kleine organische Molekiile, an die Oberfliche lang-zirkulierender Nanopartikel;
durch die Biomolekiile konnen auf der Oberfliche von Krebszellen hoch exprimierte Rezeptoren
gezielt angesteuert und spezifisch mit hoher Affinitat gebunden werden.[*68912192132-34] Ein von
verschiedenen klinischen Tumorentitdten stark {iberexprimiertes Oberflachenprotein ist das
tumorassoziierte Antigen EpCAM (epitheliale Zellddhesionsmolekiil, epithelial cell adhesion
molecule). Dieses transmembrane 38kDa-Glykoprotein wird in variablem, aber geringem Level in
gesundem Epithelgewebe exprimiert, wahrend unter anderem fiir Brust-, Pankreas-, Kolon-,
Prostata- und Lungenkrebs eine hochregulierte Expression bestatigt wurde.[?-4]

Die molekulare Bildgebung, welche eine frithzeitige Erkennung molekularer Abnormalitdten auf
Basis spezifischer Erkennungsprozesse ermoglichen kann, verbunden mit der Moglichkeit einer

biochemischen Charakterisierung der Tumore, bildet die Grundlage fiir die Entwicklung einer
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zielgerichteten, personalisierten Therapie und gehort damit zu den wichtigsten aktuellen Ansétzen

zur Bekdmpfung von Tumorerkrankungen. [4844]

1.1  Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung lang-zirkulierender Eisenoxid-
Nanopartikel, die nach Modifizierung ihrer Oberflache mit dem monoklonalen anti-EpCAM
Antikorper MOC31 eine spezifische Antikorper-vermittelte Bindung an EpCAM hoch
exprimierende Zelllinien zeigen.

Um gezielten Zugang zu grofieneinheitlichen Nanopartikeln mit genau einstellbaren,
anwendungsbezogenen Eigenschaften zu erhalten, sollten diese in organometallischen
Hochtemperatursynthesen hergestellt werden. Die aufgrund der Synthesebedingungen
hydrophobe Oberflaiche der Nanopartikel sollte anschliefend mit mafigeschneiderten
Polyethylenglykol-Liganden modifiziert werden, um Nanopartikel mit hoher kolloidaler Stabilitat
unter physiologischen Bedingungen, sowie einer reduzierten unspezifischen Proteinadsorption
und damit einer langen Bluthalbwertszeit zu erhalten. Die Polymerhiille sollte weiterhin eine
terminale funktionelle Gruppe aufweisen, die die kovalente Anbindung von zielfithrenden
Biomolekiilen ermdglicht. Im Rahmen der Aktivierungsreagenz-vermittelten Kopplung des
Antikorpers an die PEGylierten Nanopartikel sollte in in vitro Zellexperimenten untersucht
werden, ob nach Konjugation des Antikorpers eine spezifische Bindung der Nanopartikel an
EpCAM realisiert werden kann. Weiterhin sollte der Einfluss verschiedener Syntheseparameter

auf die Bindungsfahigkeit der Biokonjugate an EpCAM untersucht werden.
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2 Theoretische Grundlagen

Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel gehoren zu den am intensivsten untersuchten
Nanomaterialien.?!! Das grofle Interesse ist begriindet in ihren attraktiven Eigenschaften fiir
Anwendungen im Bereich der Materialwissenschaften und in der medizinischen Diagnostik sowie
der Therapie.l0891920231 Zu den Merkmalen, welche nanopartikuldres Eisenoxid attraktiv fiir
biomedizinische Anwendungen machen, gehdren vor allem die besonderen magnetischen
Eigenschaften und die hohe Biokompatibilitit. Daneben weisen Nanopartikel, deren Grofie
vergleichbar ist mit der vieler biologischer Funktionseinheiten, wie zum Beispiel Proteine
(5-50 nm)!®, einen hohen Oberflachenanteil auf. Durch die grofie spezifische Oberflache kann eine
hohe lokale Dichte therapeutischer Einheiten als auch von ausgewdhlten zielfiihrenden
Biomolekiilen erreicht werden. Diese multifunktionalen Nanopartikel bieten die Moglichkeit fiir
eine vielseitige biomedizinische Anwendung.”?1221 Bjokonjugierte Eisenoxid-Nanopartikel
konnen eine spezifische in vitro Detektion veranderter Zielzellen mit hoher Sensitivitat in der
Labor-Diagnostik ermdglichen.[*”] Ein besonders wichtiges Einsatzfeld dieser Konjugate ware die
nicht-invasive bildgebende magnetresonanztomographische in vivo Diagnostik: Durch die
selektive Anlieferung und spezifische Anbindung an Zielstrukturen auf der Oberfliche maligner
Zellen konnten diagnostische Befunde mit hoher Auflosung in einem frithen Entwicklungsstadium
der Erkrankungen erhalten werden. In der klinischen Anwendung sind diese spezifischen,
zielgerichteten Kontrastmittel fiir die molekulare Bildgebung jedoch noch nicht angekommen.

Im therapeutischen Bereich konnen superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel selbst direkt
als Thermotherapeutikum in der magnetischen Warmebehandlung von soliden Tumoren
eingesetzt werden. Die magnetisch induzierte Hyperthermie ist ein Therapieverfahren bei dem die
- durch das Anlegen eines alternierenden Feldes - durch superparamagnetische Nanopartikel
erzeugte Warme genutzt wird, um selektiv die Geweberegion aufzuheizen in der sich die
Nanopartikel befinden.[6819202345] Ein Anstieg der Temperatur im Tumorgewebe auf 40-42 °C kann
die malignen Zellen fiir eine begleitende Chemo- oder Strahlentherapie sensibilisieren oder sogar
Apoptose des Tumorgewebes auslosen.®1%2 In klinischer Anwendung befindet sich ein
Verfahren, das von dem Berliner Unternehmen MagForce fiir die Glioblastoma-Behandlung
entwickelt wurde. Das Glioblastoma ist der haufigste Hirntumor bei Erwachsenen.[*?! Bislang wird

das Verfahren, bei dem Aminosilan-beschichtete 15 nm grofie Eisenoxid-Nanopartikel direkt in
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solide Gehirntumore injiziert werden und dort fiir die Thermotherapie des Tumors verwendet
werden konnen, in Kombination mit konventionellen Therapiekonzepten eingesetzt.[?2%] Fiir eine
auf systemische Injektion beruhende gezielte Behandlung verborgener, und damit nicht durch eine
direkte intratumorale Applikation zuganglicher Tumore, miissten die Nanopartikel wiederum mit
zielgerichteten Biomolekiilen konjugiert werden. Daneben konnte die Oberflache solcher
Biokonjugate weiterhin mit therapeutischen Einheiten modifiziert werden. Der Vorteil des
Einsatzes bioaktiver und damit ortspezifischer nanopartikuldarer Wirkstofftransporter gegeniiber
klassischer therapeutischer Molekiile liegt in der erreichbaren hohen lokalen Konzentration
verbunden mit der hohen Spezifitit und der daraus resultierenden signifikant verringerten
systemischen Toxizitat.45?31331  Eine Kombination aus Hyperthermie wund gezieltem
Wirkstofftransport konnte daneben eine elektromagnetisch gesteuerte Wirkstofffreisetzung
ermoglichen:?*471 Zum Beispiel durch Verwendung thermosensitiver Linker, iiber welche die
nanopartikuldre Plattform mit dem therapeutischen Agens verbunden ist.[4]

Der besondere Vorteil superparamagnetische Nanopartikel liegt weiterhin in der Moglichkeit der
Kombination von Diagnostik und Therapie.[61219201 Solche sogenannten theranostischen
Nanoagenzien konnten die Darstellung und Verfolgung der Therapieeffizienz in Echtzeit
ermoglichen.53!

Die Diagnostik spielt als Grundlage einer erfolgreichen Pravention sowie effizienten Therapie von
Krankheiten eine entscheidende Rolle. Das zentrale Ziel der medizinischen Anwendung
superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel stellt damit zundchst die magnetresonanz-

tomographische Fritherkennung maligner Zellen dar.

21  Eisenoxid-Nanopartikel fiir die molekulare MRT-Bildgebung zur

Tumordiagnostik

Um Eisenoxid-Nanopartikel im Rahmen der molekularen Bildgebung zur friihzeitigen
Tumordiagnostik mittels MRT einsetzen zu konnen, miissen diese verschiedenen Anforderungen
geniigen. Die intravends applizierten Nanopartikel miissen eine hohe kolloidale Stabilitdt unter
physiologischen Bedingungen sowie eine hohe Biorepulsivitat aufweisen und ausreichend lange
in dem Gefédfisystem zirkulieren. Eine lange Bluthalbwertszeit und damit eine hohe

Bioverfiigbarkeit kann das Erreichen des Tumorgewebes iiber den Blutstrom in hoher
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Konzentration ermoglichen. Daher wird zundchst die Abhéngigkeit der Bioverteilung von
verschiedenen Eigenschaften wie Grofie und Oberflachenchemie der Nanopartikel beschrieben
(2.1.1). Daneben wird, in Hinblick auf die Moglichkeit einer passiven Anreicherung lang-
zirkulierender Nanopartikel im Tumorgewebe, auf die Tumorentstehung und die damit
verbundenen Besonderheiten, wie zum Beispiel das tumorassoziierte Gefafssystem, eingegangen
(2.1.2). Aktive, spezifische Markierungsstrategien konnten unter anderem den passiven Transport
verstarken. Die lang-zirkulierenden Nanopartikel miissen hierfiir eine stabile Bindung an
geeignete zielfithrende Biomolekiile, wie zum Beispiel Antikorper, aufweisen. Die ausgewdahlten
Biomolekiile miissen mit hoher Spezifitit und Affinitat an komplementare Zielstrukturen binden,
die spezifisch oder in erhohtem Level auf der Oberflache von Tumorzellen exprimiert werden.
Abschlieffend werden die Vorteile des aktiven Ansatzes unter Verwendung biokonjugierter
Nanopartikel vorgestellt (2.1.3). In diesem Rahmen werden exemplarisch einige auf der Oberflache
von Tumorzellen iiberexprimierte Rezeptoren genannt; insbesondere wird dabei das

tumorassoziierte Oberflachenprotein EpCAM als Zielstruktur vorgestellt.

2.1.1 Bluthalbwertszeit und Bioverteilung in Abhidngigkeit verschiedener Eigenschaften der

Nanopartikel

Die Blutzirkulationszeit und damit die Bioverteilung und Bioverfiigbarkeit von Nanopartikeln
wird mafigeblich durch die Interaktion der Partikel mit ihrer biologischen Umgebung, wie zum
Beispiel Proteinen und Zellen, bestimmt und ist von verschiedenen Faktoren abhdngig; unter
anderem von der Grofie (hydrodynamische Durchmesser), der Ladung und der Oberflachen-

chemie der Partike].[1249]

Nanopartikel weisen Grofien auf, die im Bereich biologischer Funktionseinheiten liegen; Proteine
stellen mit einer Grof3e von etwa 5-50 nm die Grofien-aquivalenten biologischen Gegenstiicke zu
Nanopartikeln dar.[6?! Nanopartikel sind damit deutlich kleiner als Erythrozyten, welche im
Durchmesser etwa 7 um aufweisen, und konnen leicht das Kapillarbett durchqueren.!’®! Das
Kapillarbett ist ein Netzwerk aus Kapillargefafien; diese sind die kleinste Einheit des Gefdfisystems
und verbinden das arterielle und venodse Gefafssystem.! Im Bereich der Kapillaren findet der

Austausch zwischen dem Blut und dem interstitiellen Gewebe statt.l!l Die Grofse der Nanopartikel
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hat einen signifikanten Einfluss auf die Route und Rate der Entfernung aus dem Blutstrom. Der
Transfer der Nanopartikel aus dem vaskuldren System in das Interstitium der Gewebe ist abhéangig
von der GrofSe der Poren der Kapillargefafie und damit von der Permeabilitdt der Kapillaren. Die
Endothelzellen, welche die Innenseite der GefafSswiande auskleiden, bestimmen anhand der
Zellzwischenrdume die Permeabilitdt. Weiterhin bestimmt die Struktur der Basalmembran die
Durchlassigkeit. Es werden drei Endothelarten unterschieden: Das kontinuierliche, das fenestrierte
und das diskontinuierliche Endothel.152I Bei den meisten Geweben, wie zum Beispiel dem der
Lunge, ist das Endothel kontinuierlich und gekennzeichnet durch sogenannte tight junction:2851-531
Dichte Zell-Zell-Kontakte mit einem Abstand kleiner als 2 nm.?! Das kontinuierliche Endothel
verhindert den Austritt der meisten Nanopartikel aus dem Gefafisystem durch
Zellzwischenraume.! Eine besondere Form des kontinuierlichen Endothels stellt das Endothel
der Hirnkapillaren dar: Hirnendothelzellen stehen {iiber sehr enge Zell-Zell-Verbindungen
miteinander in Kontakt, die den parazellularen Transport von Molekiilen verhindern (Blut-Hirn-
Schranke, blood-brain barrier BBB).12851521 Das fenestrierte Endothel kommt unter anderem in der
Bauspeicheldriise und der Niere vor.5%2 Dieses Endothel weist ~ 60 nm grofse Fenestrationen auf,
die Basalmembran ist jedoch kontinuierlich.b!l Unterhalb einer Gréfie von ~ 6 nm werden
Nanopartikel schnell durch Ausscheidung tiber die Niere aus dem Korper entfernt.*5 Mit
zunehmender Grofle verschiebt sich der Entfernungsmechanismus der Nanopartikel aus dem
Blutstrom von der reinen Filtrations-basierten, renalen Eliminierung zu einer vor allem
Phagozytose-basierten Eliminierung durch das Mononukledre Phagozyten System (MPS) in
verschiedenen Organen - wie der Milz oder Leber, deren Kapillaren ein diskontinuierliches
Endothel mit Poren von etwa 100 nm (diese Liicken beziehen auch die Basalmembran mit einl>ll)
aufweisen32%3I - oder direkt im Blutfluss.*"l Das MPS ist zusammengesetzt aus Vorldauferzellen aus
dem Knochenmark (Monoblasten, Promonozyten), sowie aus phagozytierenden Zellen:
Monozyten und Makrophagen, wie etwa den Leber-ansassigen Kupffer-Zellen.! Eine veraltete
Bezeichnung fiir den Begriff des MPS, die in vielen alteren Arbeiten verwendet wird, ist der Begriff
des RES (retikuloendotheliales System).5”) Der Begriff des MPS wird in dieser Arbeit synonym fiir
die veraltete Bezeichnung verwendet. Klinisch als MRT-Kontrastmittel eingesetzte spharische
Eisenoxid-Nanopartikel in einer Grofsenordnung von > 50 nm weisen in Folge der schnellen,
unspezifischen Phagozytose durch das MPS der Leber und Milz kurze Bluthalbwertszeiten auf.

Resovist® ist ein Beispiel fiir ein konventionelles, klinisches Kontrastmittel, welches schnell im MPS
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der Leber und Milz akkumuliert und vor allem Einsatz findet zur Bildgebung der Leber und zur
Detektion und Visualisierung von primaren Lebertumoren, bei denen die Anzahl an Kupffer-
Zellen und damit die Aufnahme der Nanopartikel in die Leber reduziert ist.[>12182458] Aufgrund der
Synthese in wassriger Losung durch Co-Prazipitation bei Raumtemperatur weisen die
Carboxydextran-beschichteten Eisenoxid-Nanopartikel (Kerngrofse im Mittel etwa 4 nm©®18]) zum
Teil grofie Aggregate und dadurch eine breite Teilchengrofienverteilung auf.[*1218 Der mittlere
hydrodynamische Durchmesser liegt bei ~ 60 nm.[85 Aggregation beeinflusst die zelluldre
Antwort und aggregierte Partikel werden schnell durch das MPS entfernt.2#1 Kleinere
Nanopartikel (< 50 nm) mit vergleichbarer Dextran-Oberflachenbeschichtung weisen eine
reduzierte sofortige Aufnahme durch das MPS auf, verbleiben dadurch langer in der
Blutzirkulation und gelangen aus den Blutgefdfien in das Interstitium.*1824! Anschlieffend werden
sie durch die Lymphatische Drainage entfernt, in die Lymphknoten transportiert und dort durch
Makrophagen aufgenommen.®824 Analog zu Leberldsionen fithren maligne Zellen in den Knoten
zu einer reduzierten Aufnahme der Partikel. Harisinghani et al. konnten in einer Studie unter
Verwendung von Combidex® die erfolgreiche nicht invasive Detektion von Lymphknoten-
Metastasen in Patienten mit Prostata-Krebs zeigen.® Combidex® besteht aus Dextran-
beschichteten Eisenoxid-Nanopartikeln mit einem mittleren Durchmesser von 20-40 nm!#58! Durch
die Reduzierung der Grofie kann die Zirkulationszeit verlangert und die Bioverteilung verbreitert
werden. Dennoch wird der Grofiteil dieser Nanopartikel immer noch schnell durch das MPS
erkannt und aus dem Blutkreislauf entfernt.

Die schnelle Aufnahme intravends applizierter Nanopartikel durch das MPS ist vor allem
verbunden mit einer unspezifischen Anlagerung von bestimmten Plasmaproteinen auf der
Oberflache der Nanopartikel. Nach Kontakt mit biologischen Systemen, wie zum Bespiel dem Blut,
werden die Nanopartikel unmittelbar mit einer mehr oder weniger stark assoziierten
Proteinschicht, der sogenannten Proteinkorona, bedeckt.>12%! Die initiale Zusammensetzung der
Korona wird bestimmt durch die Konzentration der tiber 3700 Proteine im Plasma sowie der
Bindungsaffinitdt der Proteine zur Partikeloberflache.l®)) Proteine, die im Blutkreislauf in hoher
Konzentration vorliegen, wie zum Beispiel Albumin, konnen initial die Nanopartikeloberflache
bedecken.[*%1 Weisen diese Proteine aber eine geringe Affinitat zur Oberflache der Nanopartikel
auf unterliegen sie einem Austausch mit geringer konzentrierten Proteinen hoherer

Bindungsaffinitit.[*%%l Proteine, die mit hoher Affinitat binden und langsam desorbieren, bilden



10 Theoretische Grundlagen

die sogenannte harte Korona, wiahrend schwach gebundene Proteine, die einem permanenten
Austausch mit anderen Proteinen unterliegen, die sogenannte weiche Korona bilden.>¢!l Eine
populédre Hypothese ist dabei, dass die Proteine der harten Korona direkt mit der Oberflache der
Nanopartikel interagieren und die der weichen eine zweite, dynamische Proteinschicht via
Protein-Protein-Wechselwirkungen bilden.[562]

Es wurden bisher tiber 100 verschiedene Proteine identifiziert, die an die Oberfliche von
Nanopartikeln adsorbieren.®® Die Proteine, die am stdrksten an die nicht-passivierte Oberflache
von Eisenoxid-Nanopartikeln als auch an die Oberfldche von polymeren Nanopartikeln binden,
sind Albumin, Immunglobuline, Komponenten des Komplementsystems, Fibrinogen und
Apolipoproteine.[*

Die Adsorption von Proteinen auf der Nanopartikeloberfldche kann dazu fiihren, dass die Proteine
konformative Anderungen eingehen, die zum Beispiel mit der Freisetzung neuer Epitope
verbunden sind, welche eine Autoimmunantwort induzieren konnen.3#! Adsorbierte native oder
entfaltete Proteine konnen zu einer Agglomeration der Nanopartikel fithren und infolge eine
unspezifische Aufnahme durch das MPS induzieren; daneben schirmen sie die Oberflache der
Partikel ab und bestimmen so auch die Wechselwirkung mit Geweben und Zellen und damit ihr
biologisches Verhalten.>455611 Die Markierung der Partikeloberflache mit speziellen Proteinen,
den Opsoninen, spielt dabei eine entscheidende Rolle fiir die Zirkulationszeit und damit
Bioverteilung. Opsonine (z.B. Immunoglobuline und Komplementfaktoren) besitzen eine
Signalfunktion fiir Makrophagen und beschleunigen so die Aufnahme der Partikel - in diesem Fall
eine Rezeptor-vermittelte Phagozytose - durch das MPS.562%% Eine Reduzierung der
unspezifischen Opsoninadsorption und damit eine reduzierte Makrophagenerkennung sind somit
entscheidend fiir eine lange Bluthalbwertszeit der Nanopartikel.

Das Ausmaf$ der Interaktionen der Nanopartikel mit Proteinen sowie auch die Art der Proteine,
welche auf der Oberfldache binden, hangen von verschiedenen Faktoren ab: Unter anderem von der
Grofie, der Ladung sowie der Oberflachenchemie der Partikel.[54955606364]

Die Grofie hat einen bedeutenden Einfluss auf die unspezifische Proteinadsorption und
infolgedessen auch auf die Phagozytose: Mit zunehmender Grofie und damit Oberfliche nimmt
die Oberflaichenbedeckung mit Plasmaproteinen zu.[®06>66] Untersuchungen zum Einfluss der
Oberflacheneigenschaften haben gezeigt, dass anionische oder kationische Oberflichenladungen

via elektrostatischer Interaktionen zu einer erhchten Proteinadsorption im Vergleich zu einer
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neutralen Oberflachenbeschichtung fithren.[>4954%564671 Mit zunehmender Ladungsdichte nimmt
dabei die Bedeckungsdichte zu.l®®! Zusitzlich fiihrt eine geladene Oberfliche verstirkt zu
konformativen Anderungen der adsorbierten Proteine.® Neben ionischen begiinstigen auch
hydrophobe Wechselwirkungen die Adsorption von Proteinen: Hydrophobe Nanopartikel weisen
eine starkere Bedeckung mit Proteinen auf als hydrophile und werden schnell von Proteinen
beschichtet, die fiir die Detektion missgefalteter Proteine und Proteinaggregate bestimmt sind; vor
allem Immunoglobuline und Apolipoproteine.?**! Daneben tendieren hydrophobe Partikel zu
einer schnellen Agglomeration in physiologischer Umgebung und werden so friih (Halbwertszeit
von Sekunden bis Minuten) und unspezifisch durch das MPS entfernt.[*) Ebenso wie geladene
begiinstigen hydrophobe Oberflichen bei Proteinadsorption die Anderung der Konformation der
adsorbierten Proteine. 5570

Um gegen Proteinadsorption moglichst inerte Oberfldchen zu erzeugen, miissen sich diese somit

durch elektrostatische Neutralitdt und Hydrophilie auszeichnen.

2.1.1.1 Polyethylenglykol als proteinresistente Oberflichenbeschichtung

Oberflachen, die eine hohe Proteinresistenz aufweisen sind von Bedeutung fiir viele medizinische
und technische Anwendungen, bei denen es zu einem Kontakt mit Blut oder anderen Protein-
enthaltenen Losungen kommt: Kiinstliche Implantate, medizinische Utensilien, Kontaktlinsen,
Immunassays und als Beispiel fiir technische Systeme die AufSenhiille von Schiffen.”’-741 Die nicht
spezifische Adsorption von Proteinen auf der Oberflache 16st die Ablagerung von Zellen, Bakterien
und anderen Mikroorganismen aus, die zum Bespiel im Falle eines Implantats zu Entziindungen
und damit zu AbstofSlungsreaktionen durch den Korper fiithren konnen.”>7! Die Bildung einer
Schicht organischen Materials, die sogenannte Biofilmbildung, kann durch den Einsatz
proteinresistenter Polymere unterdriickt werden."7 Vor allem im Bereich der Medizin und
Pharmazie ist Polyethylenglykol (PEG) der Goldstandard unter den Polymeren mit
proteinabweisenden Eigenschaften.”*! Das synthetische Polymer des Ethylenoxids weist die
allgemeinen Formel HO(CH2CH20)n-H auf; n gibt die Anzahl der Ethylenglykol-Einheiten und
damit den Polymerisationsgrad wieder.”¥ Das von der Food and Drug Administration (FDA) fiir
viele Anwendungen zugelassene Polymer bietet eine Reihe vorteilhafter Eigenschaften, die zu

einem breiten Anwendungsspektrum zum Beispiel im Bereich von Kosmetika, Lebensmitteln
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beispielsweise als Zusatz, wie etwa PEG-Sorbitanester E432-E436, und Pharmazeutika
fiihren.?674761 PEG weist eine hervorragende Wasserloslichkeit auf:(262774771 Selbst bei einem
Molekulargewicht von 35000 g/mol konnen noch homogene 50%ige Losungen bei
Raumtemperatur hergestellt werden.”#l Die hohe Wasserloslichkeit ist auf den Abstand der sich
wiederholenden Sauerstoffatome in der Polymerkette zuriickzufiihren, der die Ausbildung eines
ausgedehnten Wasserstoffbriicken-Netzwerks zwischen den PEG-Ketten und Wasser erlaubt und
damit die Ausbildung einer ausgepragten, sehr effektiven Hydrathiille.”¥l Daneben weist es eine
extrem geringe Toxizitat, die sich invers proportional zur Polymerlange verhélt und vor allem bei
oraler Einnahme auftritt, sowie eine geringe Immunogenitat auf.(267476771 Weiterhin ist PEG in vivo
stabil und wird intakt in Abhéngigkeit des Molekulargewichts renal oder iiber die Faeces
(>20 kDa) aus dem Korper ausgeschieden.”l

Im Bereich der Pharmazie ist die Wirkstoff-PEGylierung etabliert um die Pharmakokinetik vor
allem von Protein- und Peptid-basierten Medikamenten durch Erh6hung des Molekulargewichts,
Reduzierung der Immunogenitit oder durch Abschirmung proteolytischer Enzyme zu
verbessern.[22747678] Hier wird allerdings kurz die PEGylierung liposomaler Transportsysteme am
Beispiel der liposomalen Formulierung des Chemotherapeutikums Doxorubicin genannt.
PEGyliertes liposomales Doxorubicin (Doxil®) ist das weltweit erste zugelassene Nanomedikament
(Durchmesser: 100 nm{71).551 1995 wurde es von der FDA fiir die Behandlung des Kaposi-Sarkoms,
1999 fiir die Ovarial- und 2003 fiir die Brustkrebsbehandlung zugelassen.68081 Klassische
Liposome zeigen infolge unspezifischer Proteinadsorption eine schnelle Aufnahme durch das MPS
und koénnen zu einer Aktivierung des Komplementsystems mit moglichen pseudoallergischen
Reaktionen fiihren."6821 Im Vergleich zu den klassischen Liposomen zeigen die PEGylierten
Gegenstiicke eine reduzierte Aufnahme durch das MPS und infolge eine erhohte Bluthalbwertszeit
und damit eine Verschiebung der Verteilung zu Gunsten des pathologischen
Gewebes 5313374768285 Dje PEGylierung von liposomalen Doxorubicin fiithrt zu einer 8-fach
langeren Bluthalbwertszeit im Vergleich zu der rein liposomalen Formulierung.”®! Die
Beschichtung mit PEG fiihrt zu einer verringerten Adsorption von Proteinen und folglich auch von
Opsoninen und somit zu einer reduzierten Aufnahme durch das MPS.337682848] Djeses Konzept ist
auch auf anorganische Nanomaterialien {ibertragbar: Die Beschichtung mit Polyethylenglykol

fiihrt, wie in Abbildung 2.1 gezeigt, analog zu einer reduzierten unspezifischen Opsonin-
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adsorption, hieraus folgt die verringerte Erkennung und Aufnahme durch das MPS und damit

eine verlangerte Bluthalbwertszeit.[%2627,648]

(1) 2)

X I Y

Adsorption von
NP Opsonin-Proteinen Makrophagenerkennung Anreicherung in der Leber

(1) (2) (3)
B . .
Yo
» O]

PEGylierte NP reduzierte Opsonierung lang-zirkulierende NP

Abbildung 2.1: Unterdriickung der Adsorption von Opsoninen auf der Nanopartikeloberfliche durch PEGylierung.
Polyethylenglykol beschichtete Nanopartikel (PEGylierte NP) (B) weisen im Vergleich zu ihren nicht-PEGylierten
Gegenstiicken (NP) (A) eine reduzierte Anlagerung von Opsonin-Proteinen auf (2). Die Unterdriickung der Opsonierung
fiihrt zu einer reduzierten Erkennung und Aufnahme durch phagozytierende Zellen des MPS, beispielsweise den in der
Leber ansassigen Kupffer-Zellen, und damit zu einer lingeren Zirkulationszeit im Blutkreislauf (3 und 4). Abbildung
nachl

PEGylierte Nanopartikel weisen eine ProteinabstofSungsfahigkeit auf, die einmalig auf dem Gebiet
der Oberflachenbeschichtung ist.?”! Fiir den Mechanismus der Proteinresistenz Polyethylenglykol-
beschichteter Oberflachen gibt es kein einheitliches Modell; es wurden verschiedene Theorien
aufgestellt.2771737787-891  Ein Modell, welches den proteinabweisenden Charakter einer
Polyethylenglykol-Beschichtung beschreibt, geht von einem sterischen Abstofsungseffekt aus, der
bei Anndherung von Proteinen an die Oberflache auftritt.’18] Die sterische AbstofSung hat eine
elastische (aufgrund der Konformationsentropie der PEG-Ketten) und osmotische (aufgrund der
hydratisierten PEG-Ketten) Komponente und ist verbunden mit einer positiven freien Energie, die
assoziiert ist mit der Kompression der flexiblen PEG-Ketten (Abnahme der Entropie) und der
begleitenden Dehydratisierung (Zunahme der Enthalpie) der stark hydratisierten PEG-Hiille.[#
Beide Effekte hangen von der Kettenldange ab: Bei gegebener Oberflachendichte des
Polyethylenglykols ist die Proteinresistenz umso ausgepragter je langer die Polymerketten sind.
Die sterische Repulsion ist kleiner fiir kurzkettige PEG-Molekiile, da diese eine eingeschranktere
konformative Freiheit (geringere Entropie) aufweisen und weiterhin die Hydratisierungsenergie

pro Kette reduziert ist (geringerer Hydrationsgrad).!®!
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Weiterhin werden durch die dichte Beschichtung anorganischer Nanopartikel mit
Polyethylenglykol Oberflichenladungen abgeschirmt und die PEGylierung verleiht den Partikeln
Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen und Hydrophilie.?”? Die stark hydratisierte
ungeladene PEG-Hiille verringert oder verhindert hydrophobe, elektrostatische oder andere nicht-
kovalente Wechselwirkungen, die eine unspezifische Adsorption begiinstigen."

Die sterische AbstofSung und die gleichzeitige Abwesenheit starker attraktiver Wechselwirkungen
zwischen PEG-beschichteten Oberflichen und Proteinen scheinen die wichtigsten Beitrage zum
proteinabweisenden Charakter zu leisten."]

Der Effizienz der Proteinresistenz durch PEGylierung hangt dabei unabhangig von der Theorie
des Mechanismus von zwei Faktoren ab: Der Kettenlinge und der Bedeckungsdichte. Hohe
Oberflachendichten und langkettige PEG-Molekiile sollten zu einer optimalen Proteinresistenz
fithren. Von grofierer Bedeutung fiir eine effektive ProteinabstofSung als die Polymerkettenldange
ist jedoch eine hohe Bedeckungsdichte auf der Oberflache der Nanopartikel, die mit zunehmender

Polymergrofe allerdings schwerer zu erreichen ist.[2771]

Durch eine dichte Bedeckung der Nanopartikeloberfliche mit Polyethylenglykol kann die
Proteinadsorption und damit auch Opsonierung verringert werden; ebenso konnen unspezifische
Interaktionen mit Zellen, wie zum Beispiel Makrophagen, durch die PEGylierung reduziert
werden. Beides fiihrt zu einer verringerten Aufnahme der Nanopartikel durch das MPS und damit
verbunden zu einer langsameren Eliminierung aus dem Blutkreislauf. Eine verldngerte
Bluthalbwertszeit und infolge hohe Bioverfiigbarkeit erlaubt eine breitere Bioverteilung und somit

die Markierung und Visualisierung von pathologischem Gewebe.

2.1.2 Passive Anreicherung lang-zirkulierender Nanopartikel im Tumorgewebe

Intravends applizierte Nanopartikel, welche aufgrund ihrer Grofie sowie ihren Oberflachen-
eigenschaften einer sofortigen Aufnahme durch das MPS entgehen, konnen iiber das Gefafssystem
in den Tumor gelangen und sich verstarkt im Tumorinterstitium anreichern. 1986 wurden in zwei
unabhdngigen Studien von Gerlowski et al.®!l und Matsumara et al.®?l Mechanismen fiir den
selektiven Transport von Makromolekiilen aus dem vaskuldren System in Tumore identifiziert.(3%

Das Endothel der den Tumor versorgenden BlutgefifSe ist stark fenestriert und fiihrt zu einer
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erhohten Permeabilitit der vaskuldren Struktur von Tumorgewebe im Vergleich zu nicht-
entartetem Gewebe.[61230323347] Dag gleichzeitige Fehlen einer effizienten lymphatischen Drainage
filhrt zu einem erschwerten Abtransport der in das Tumorinterstitium ausgetretenen
Makromolekiile.'2%0321 Zusammen fiihren beide Phanomene zu dem sogenannten EPR-Effekt
(verstarkte Permeabilitat und Retention, enhanced permeability and retention EPR).123032331 Dieses
Modell zur Erklarung einer erhohten passiven Anreicherungstendenz in Tumorgewebe wurde
auch auf Nanopartikel {ibertragen.[#6-912262730323347I Nanopartikuldre organische Wirkstoffformu-
lierung wie Doxil®, die sich verstarkt aufgrund des EPR-Effekts unspezifisch in Tumorgewebe
anreichern sollen, wurden erstmals Mitte der 1990er Jahre vermarktet.?3l Diese passive
Anreicherung im interstitiellen Raum des Tumors ist von grofsem Nutzen und Bedeutung sowohl
fiir eine vertraglichere Behandlung mit einer reduzierten systemischen Toxizitait als auch fiir die
Diagnose von Tumoren.>®l Im Folgenden wird auf weitere Besonderheiten des Tumor-
gefafisystems sowie die daraus resultierende tumorspezifische Mikroumgebung eingegangen. In
diesem Zusammenhang werden kurz die Moglichkeiten und Grenzen einer EPR-basierten
Nanomedizin sowohl im Bereich Diagnostik als auch im Bereich Wirkstofftransport - auch in
Hinblick auf eine kontrollierte, ortsspezifische Wirkstofffreisetzung - aufgezeigt. Abschliefsend
werden der EPR-Effekt und seine Ursachen kurz genauer erldutert, sowie eine alternative
Erklarungsmoglichkeit fiir die beobachtete erhohte Anreicherungstendenz von PEGylierten
Nanopartikeln im Tumorgewebe vorgestellt.

Die Besonderheiten des Tumorgefafisystems sowie die tumorspezifische Mikroumgebung kénnen
durch die Tumorentstehung erklart werden. Tumorerkrankungen sind genetische Erkrankungen:
Tumorzellen kdnnen entstehen wenn sich bestimmte Abschnitte des Genoms verandern und diese
Entartungen nicht mehr repariert werden.®**!l Genetische Veranderungen konnen zum Beispiel
durch Einwirkung verschiedener Kanzerogene, wie ionisierende und UV-Strahlung, aber auch
chemische Agenzien hervorgerufen werden.”® Die Transformation normaler Zellen in
Tumorzellen verlauft dabei in einem mehrstufigen Prozess iiber prakanzerdse Zellen.[! Bei
normalen Zellen liegt ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Zellteilung und Zelltod vor und
die Zellmenge verandert sich kaum. Im Gegensatz dazu zeichnen sich Tumorzellen unabhangig
von den unterschiedlichen auslésenden Faktoren durch ein Ungleichgewicht zwischen
Zellproliferation und Zelltod aus.™ Dies fiihrt zu einem schnellen, invasiven, unkoordinierten

Wachstum der Tumorzellen. Die Versorgung der malignen Zellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff
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erfolgt zundchst durch Diffusion aus umliegenden Gefdfien.*”l Aufgrund des schnell
voranschreitenden, expansiven Tumorwachstums kann der hohe Nahr- und Sauerstoffbedarf ab
einer bestimmten Tumorgrofie nicht durch Diffusionsvorgénge abgedeckt werden.”] Es kommt
im Tumorgewebe zur Ausbildung hypoxischer Gebiete. Der Begriff Hypoxie bezeichnet die
Unterversorgung mit Sauerstoff. Durch die Hypoxie des Tumorgewebes wird iiber mehrere
Schritte die massive Expression zahlreicher pro-angiogener Faktoren aktiviert.[®®! Diese Faktoren
fiihren zur Auslosung des komplexen Prozesses der Angiogenese, welche die Ausbildung neuer
Blutgefdafse von einem bereits vorliegenden Kapillarbett aus beschreibt.[6%! Einer der fiir die
Tumorangiogenese bedeutendsten angiogenen Mediatoren ist der Wachstumsfaktor VEGF
(vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor, vascular endothelial growth factor).l46%1 Parallel zu der
Hypoxie-induzierten verstarkten Ausschiittung angiogener Stimulatoren erfolgt eine verringerte
Expression angiogener Inhibitoren, wie zum Beispiel Thrombospondin.®®*! In Tumoren ist damit
das Gleichgewicht zwischen den pro- und anti-angiogenen Faktoren, welches in gesundem
Gewebe den Prozess der Angiogenese kontrolliert, gestort.[#6%-1011 Dieses Ungleichgewicht
zwischen den angiogenen Faktoren scheint die erheblichen Unterschiede zwischen neu gebildeten
Tumorgefaflen und den Gefdfien im Normalgewebe zu bedingen.2) Abbildung 2.2 zeigt deutlich
die Unterschiede von normalen und tumorassoziierten Gefdffen: Das angiogenetische
Gefafsinetzwerk des Tumors zeichnet sich durch eine heterogene, unstrukturierte Architektur aus.
Zu den charakteristischen Abnormalititen des Tumorgefafinetzwerks gehoren die grofien,
unregelmafiigen intervaskuldren Abstande.>1%2l Durch die in gesundem Gewebe vorliegen
geringen Abstande wird die Sauerstoffdiffusiongrenze (< 70 um[®l) nicht tiberschritten und die
Sauerstoffversorgung jeder einzelnen Zelle wird durch Diffusion aus den umliegenden Kapillaren
gewahrleistet. An dieser Stelle sei angemerkt, dass der Sauerstoffbedarf in Tumoren aufgrund des
schnellen Wachstums bis zu einem Faktor von fiinf gesteigert sein kann.['* Die Heterogenitit in
der raumlichen Verteilung der TumorblutgefifSe fiihrt dazu, dass in Abhdngigkeit der Lage der
Tumorzellen zum Geféafssystem eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff als auch mit vielen
anderen Nahrstoffen, aufgrund der mit zunehmendem Abstand verlangerten Diffusionsstrecke,
nicht mehr gewaihrleistet werden kann.®1%1 Dies fiihrt zu einer starken Heterogenitat der
Tumormikroumgebung mit Auftreten von Hypoxie als auch Tumorzellnekrosen vor allem im
zentralen Tumorbereich. Hypoxische Bereiche treten auf, wenn die Abstinde vom Gefafssystem

100-200 um iiberschreiten.['%l Zellen in dieser Entfernung zum Gefidf3system zeigen sich resistent
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gegeniiber Radiotherapeutika.l'®! Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Hypoxie in
Tumoren und der Resistenz gegen radiotherapeutische Behandlungen wurde erstmals 1988
aufgezeigt. Der Grund hierfiir liegt in der Abhangigkeit der Effizienz der Radiotherapie von
der lokalen Sauerstoffkonzentration. Gleichzeitig kann der Sauerstoffmangel auch zu einer
Erhohung der Sensitivitdt gegeniiber anderen Therapieformen fiihren: Es ist bekannt, dass eine
Hypoxie als auch eine Unterversorgung mit Nahrstoffen Zellen sensitiver gegeniiber Hitze
machen.l! Damit bietet die magnetisch induzierte Hyperthermie die Mdglichkeit hypoxische

Tumore effizient zu behandeln.

Abbildung 2.2: Multiphotonenmikroskopische Aufnahme von Gefiflen in normalem, nicht-entartetem Gewebe sowie
von Tumorgefiflen. Das Gefafisystem im Normalgewebe zeigt eine geordnete, homogene Struktur (links). Im Gegensatz
dazu liegt in Tumorgeweben eine chaotische, heterogene Gefdflarchitektur mit unregelmégig verteilter Gefaiversorgung
und irregulédreren vaskuldren Durchmessern vor (rechts). Die Langenskala entspricht 100 um. Abbildung entnommen
aus[lDZ]

In hypoxischen Regionen des Tumorgewebes erfolgt eine Umschaltung von einem aeroben zu
einem anaeroben Metabolismus.!'%4-1061 Der anaerobe Stoffwechselvorgang eines Mols Glukose
fithrt zur Bildung von 2 mol Milchsdure, welche bei physiologischem pH-Wert in Lactat unter
Freisetzung von einem Proton dissoziiert, sowie 2 mol Adenosintriphosphat (ATP).[1%1 Die ATP-
Gewinnung ist im Vergleich zu dem aeroben Stoffwechsel gering: Bei diesem werden 38 mol ATP
aus einem Mol Glukose erhalten.”! ATP ist ein Hauptenergiespeicher innerhalb von Zellen. In
energiearmen Umgebungen findet daher eine verstarkte ATP-Hydrolyse statt.1% Sowohl die
Milchsdureproduktion als auch die ATP-Hydrolyse tragen zu der in vielen Tumoren gefundenen
sauren Mikroumgebung bei.l'">1%l Unter Beriicksichtigung der Stochiometrie des gesamten
Glukosestoffwechsels liefert die ATP-Hydrolyse den Hauptbeitrag von beiden.[!%] Der mittlere
pH-Wert in Tumoren liegt bei ~ 7, mit erheblichen Unterschieden zwischen verschieden
Tumorregionen (~ 5.8-7.6), in Normalgewebe bei ~ 7.5.1%1 Mit zunehmender Entfernung von den

versorgenden Blutgefafsen nimmt der Sauerstoffgehalt sowie der pH-Wert ab, allerdings mit einer
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fehlenden raumlichen Korrelation zwischen beiden Parametern:01021051 Bei einer Entfernung
zwischen 100 um und 170 um von den Gefafien erreicht der pH-Wert ein Plateau, welches aus
einer fehlenden Glukoseverfiigbarkeit und damit eingeschrankten Glykolyse und infolge
reduzierten Freisetzung von Protonen resultieren konnte.l'”l Als Konsequenz der Hypoxie kann
die Konzentration verschiedener Enzyme in Abhdngigkeit der Entfernung zu den Blutgefifien
ebenfalls variieren.*"!

Im Rahmen des EPR-basierten, nanopartikuldren Wirkstofftransports konnte die besondere
Mikroumgebung von Tumorzellen fiir eine kontrollierte zum Beispiel pH-sensitive oder durch
ortsspezifische Enzyme aktivierte Wirkstofffreisetzung genutzt werden. Eine effektive, lokalisierte
Freisetzung in saurer Tumorumgebung konnte beispielsweise durch Immobilisierung der
therapeutischen Molekiile {iber eine pH-sensitive Hydrazon-Bindung an den nanopartikuldren
Transporter erreicht werden.[% Der Nanopartikel-basierte und damit erhohte Wirkstofftransport
in das Tumorgewebe und die kontrollierte Wirkstofffreisetzung konnten eine
Wirkstoffkonzentration in der Tumorregion im hohen therapeutischen Bereich und im restlichen
Korper unter der Toxizitatsschwelle ermdoglichen, da der Wirkstoff das Tumorgewebe in hoher
Konzentration ohne vorherige Metabolisierung erreichen konnte.

Eine homogene Verteilung der Nanopartikel im Tumorgewebe unterliegt allerdings einer Reihe
von tumorcharakteristischen Barrieren, die vor allem aus strukturellen und physiologischen
Abnormalitaten der Tumorgefdfie resultieren: Der unregelmaflig verteilte Gefafsverlauf des
angiogenetischen vaskuldren Netzwerks zusammen mit einem raumlich sowie zeitlich irreguldren
Blutfluss, erschweren eine gleichmaflige Verteilung der Nanopartikel im Tumorgewebe iiber das
Gefafisystem. Die heterogene Blutflussrate wird einerseits hervorgerufen durch eine
Hyperpermeabilitat-induzierte Flussstauung andererseits durch eine Stauung durch Kompression
der Geféfle, vor allem durch die schnell proliferierenden Tumorzellen.[30100-10210% Der irregulédre
Blutfluss kann zudem zu einem voriibergehenden Auftreten von Hypoxie und damit verbunden
zu einer Abnahme des pH-Werts in Regionen mit einer hohen Blutgefafidichte fiihren.[1%101 Das
konvektive Eindringen der Nanopartikel in den perivaskuldren Raum nach Austritt aus dem
Gefafisystem kann durch den erh6hten interstitiellen Fliissigkeitsdruck (interstitial fluid pressur IFP)
erschwert werden.511% In Tumoren liegt der IFP in einem Bereich von 10-40 mmHg und im
Vergleich dazu in Normalgewebe bei etwa 0 mmHg.5! Der hohe IFP in Tumoren resultiert

vermutlich aus der erhShten Permeabilitidt der Tumorgefdfie sowie dem Fehlen eines funktionie-
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renden Lymphsystems.[301001021101111 Auf die Ursachen fiir diese beiden tumorcharakteristischen
Abnormalitaten wird spater kurz genauer eingegangen.

Eine Verteilung im gesamten Tumorgewebe ist vor allem fiir einen effektiven nanomedizinischen
Wirkstofftransport und damit eine effiziente Therapie entscheidend. Um den eingeschrankten
Transport der Nanopartikel zu iiberwinden und damit die Effizienz und den Erfolg von vor allem
therapeutischen aber auch diagnostischen Ansdtzen zu erhohen, muss eine Normalisierung der
tumorcharakteristischen, physiologischen Abnormalititen erfolgen. Eine Strategie konnte die
Kombination der Nanomedizin mit einer vaskuldren Normalisierung darstellen. Die vaskuldre
Normalisierung fiihrt zu einer Verkleinerung der Gefdfsporen und infolge zu einer Verringerung
des IFPs.[30100110-1121 - AJs Beispiel sei eine antiangiogene Therapie mit VEGF-Inhibitoren
genannt.[5,100,110]

Im Folgenden werden der EPR-Effekt und seine Ursachen kurz genauer erlautert. Die Hypoxie-
induzierte Uberproduktion des Wachstumsfaktors VEGF scheint neben der Aktivierung der
Angiogenese auch mafigeblich fiir die zahlreichen endothelialen Liicken der Auskleidung der
Tumorgefafle und damit fiir die Permeabilitatserhchung dieser Blutgefdfle verantwortlich zu
sein.l'’® Durch diese grofieren Endothelliicken konnen Nanopartikel leichter in das Tumorgewebe
gelangen als durch reguldre Endothelien in Normalgewebe. Wie unter 2.1.1 beschrieben, hdngt die
Moglichkeit der Extravasation der Nanopartikel aus dem Gefafssystem in das Interstitium von den
Abstanden der Endothelzellen, welche die Innenseite der GefafSwande auskleiden, ab. Hieraus
resultiert einer der Vorteile nanopartikuldarer Wirkstoffformulierungen gegeniiber molekularen
Wirkstoffen: Kleine molekulare Medikamente konnen bereits durch tight junctions, welche
charakteristisch fiir das Endothel der meisten Gewebe sind, austreten.s! Nanopartikuldre
Formulierungen des Medikaments konnen diese engen Endothellticken hingegen nicht passieren.
Dies fithrt zu einem reduzierten Verteilungsvolumen, zu einer verbesserten Dosis-Wirkstoff-
Effizienz und einer reduzierten systemischen Toxizitdt. Die Grofie der endothelialen Liicken der
Tumorgefaflwande hangen vom Ort des Tumors und seiner Mikroumgebung ab.#30114 Die
Ausschlussgrofie (cut-off size) der Poren kann daher in einem Groéfsenbereich von 100-800 nm
liegen.[11#115] Diese Grofle gibt nur das grofite Partikel an, das aus dem Blutfluss durch die
Gefafswande in das Gewebe dringen kann.[*l Die vaskuldre Porengrofse innerhalb eines Tumors
kann stark variieren und die meisten Poren sind deutlich kleiner als die Ausschlussgrofie.*! Die

Heterogenitédt der Permeabilitdat der vaskuldren Struktur von Tumorgewebe muss daher bei dem
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Design EPR-basierter Nanomedizin beachtet werden.’®) Da die vaskuldre Permeabilitit mit
zunehmender Partikelgrofle abnimmt sind kleinere Partikel effektiver.['1%11% Daneben fiihrt eine
zunehmende Partikelgrofie zu einer reduzierten Zirkulationszeit, kleinere Partikel koénnen
dagegen ldanger in den Blutgefdflen zirkulieren und das Zielgewebe in hoherer Konzentration
erreichen. Abbildung 2.3 zeigt den passiven Transport lang-zirkulierender Nanopartikel in das

Tumorgewebe durch Liicken im Endothel der Tumorblutgefafse.
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Abbildung 2.3: Passive Anreicherungsstrategie lang-zirkulierender Nanopartikel in Tumorgewebe. Grofie Partikel und
Agglomerate werden schnell durch phagozytierende Zellen des MPS erkannt und aus dem Blutgefdfisystem entfernt.
Kleinere Partikel weisen infolge der reduzierten sofortigen Aufnahme durch das MPS eine ldngere Blutzirkulationszeit
auf. Die Abstande der Endothelzellen der Tumorblutgefifie sind im Vergleich zu denen der Blutgefafie von gesundem

Gewebe grofier und konnen den Transfer der lang-zirkulierenden Nanopartikel aus dem vaskuldren System in den
interstitiellen Raum des Tumors ermoglichen. Abbildung nach!*?!

Neben der Grofie beeinflusst unter anderem auch die Oberflachenladung der Partikel die
vaskuldre Permeabilitat: Kationische Nanopartikel weisen im Vergleich zu neutralen und
anionischen eine schnellere Eindring- sowie auch die hochste Akkumulationsrate auf."'7-11% Die
Ursache hierfiir konnte in den attraktiven elektrostatischen Wechselwirkungen mit der negativ
geladenen Glykokalix der vaskuldren Endothelzellen liegen.[!'”120] Neutrale und anionische
Partikel konnen sich hingegen effizienter im interstitiellen Raum des Tumors verteilen;
wahrscheinlich infolge der Minimierung der Interaktion mit geladenen Komponenten der
extrazelluldaren Matrix, welche vor allem aus einem Netzwerk aus Kollagenfasern und anderen
Molekiilen, wie etwa Hyaluronsaure, besteht.[30118121]

Die in das Interstitium des Tumors ausgetretenen Partikel reichern sich in diesem aufgrund der
eingeschrankten lymphatischen Drainage verstirkt an. Die Ursache fiir das dysfunktionale

lymphatische System in Tumorgewebe liegt in der Kompression der intratumoralen Lymphgefafe
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als Konsequenz von mechanischem Stress (mechanical stress, solid stress), der vor allem durch die
schnelle Proliferation der Tumorzellen erzeugt wird.[30.102109122]

Im Rahmen der Diplomarbeit der Verfasserin!!?’l wurde in Tiermodellstudien (SCID-Maduse (Sever
Combined Immundeficiency SCID) mit insgesamt sechs verschiedenen humanen Tumorentitdten) der
Einfluss tumorcharakteristischer Besonderheiten auf die Akkumulation neutraler, PEGylierter
Eisenoxid-Nanopartikel (Kerndurchmesser: 13 nm, hydrodynamischer Durchmesser: ~ 29 nm) im
Tumorgewebe untersucht. Ebenfalls wurde damit begonnen zu untersuchen, durch welche Zellen
in der Tumormikroumgebung die Partikel aufgenommen werden. In der Mikroumgebung der
meisten Tumore finden sich neben den eigentlichen Tumorzellen auch nicht-maligne Zellen wie
etwa Fibroblasten und Zellen, die sich aus hdmatopoetischen (blutzellbildenden) Stammzellen
entwickeln, wie zum Beispiel Makrophagen.[>12#125l Im Rahmen der Diplomarbeit konnte gezeigt
werden, dass fiir die betrachteten Systeme kein Zusammenhang zwischen passiver Partikel-
akkumulation und Permeabilitdt der Tumorgeféafie besteht. Hingegen korreliert eine hohe Dichte
CD45 positiver Zellen mit einem hohen Ausmafs im Tumorgewebe angereicherter Partikel. CD45
ist ein membranstandiges Protein, das auf den meisten Zellen hamatopoetischen Ursprungs, wie
etwa Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, exprimiert wird. Allerdings erfolgt die
Aufnahme der Partikel nicht nur durch CD45 positive Zellen, sondern auch andere
tumorassoziierte Zellen, deren Identitdt im Rahmen der Diplomarbeit aus zeitlichen Griinden nicht

genauer bestimmt werden konnte.

Nanopartikel, die einer sofortigen Aufnahme durch das MPS entgehen, konnen sich passiv im
Tumorgewebe anreichern. In vielen Fillen ist allerdings eine langere Aufenthaltszeit sowie auch
Internalisierung der Partikel durch maligne Zielzellen erforderlich.>12301 Die Moglichkeit einer
passiven Anreicherung ist weiterhin nicht fiir jede Tumorart gegeben.®! Auch im Rahmen der
Diplomarbeit der Verfasserin'?! wurde fiir die betrachteten Tumorentitdten, mit Ausnahme einer
Tumorentitat, eine vernachladssigbar geringe passive Partikelakkumulation gefunden. Dies sind
einige der Hindernisse, die alleine durch das Design lang-zirkulierender Partikel nicht
iiberwunden werden konnen.

Um die Anreicherung im Tumorgewebe zu verbessern, sowie um Tumorzellen mit hoher Spezifitat
und Affinitat markieren zu konnen und evtl. in diesem Rahmen auch eine effiziente Aufnahme der

Partikel in diese Zielzellen zu bewirken, werden aktive Markierungsstrategien benétigt.
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2.1.3 Aktive Anreicherung lang-zirkulierender Nanopartikel im Tumorgewebe

Aktive Markierungsstrategien unter Verwendung von Konjugaten lang-zirkulierender
Nanopartikel mit ausgewahlten bioaktiven Erkennungsmolekiilen, die spezifisch und mit hoher
Affinitit an komplementdre Zielstrukturen auf der Zelloberflache binden, konnen ein hohes
Potential fiir Anwendungen in der Diagnostik sowie Therapie bieten. Im Folgenden sind einige
Moglichkeiten genannt, die der Einsatz von Biokonjugaten bietet. Neben einer direkten
Anbindung an Tumorzellen kann durch Wahl geeigneter zielfiihrender Liganden auch das
angiogenetische Tumorgefafisystem mit hoher Spezifitit und Affinitit markiert werden.[*12¢] Das
Anzielen der Endothelzellen der neu gebildeten Blutgefifle ist vor allem von Interesse fiir eine
Therapie unter Einsatz von Angiogenese-Hemmern, welche die Ausbildung neuer Blutgefifie und
damit die Versorgung des Tumors mit Sauerstoff und Nahrstoffen inhibieren konnen.[*33 Im
Vergleich zum ausschliefilich passiven Transport kann eine aktive Zielfithrung basierend auf
spezifischen, biologischen Erkennungsprozessen eine verstdarkte Anreicherung der Nanopartikel
im Tumorgewebe ermoglichen.l'23032 Die durch die Eisenoxid-Nanopartikel induzierte
Veranderung der Protonenrelaxation und damit die Signalanderung im MRT ist direkt abhangig
von der Konzentration der angereicherten Partikel: Je hoher die Konzentration, desto starker ist
der Gewebekontrast und damit die diagnostische Aussagekraft. Die erhohte Akkumulation in der
Zielregion konnte daher das Potential bieten, Tumore in einem frithen Stadium ihrer Entwicklung
zu detektieren.*1724 Eine friihzeitige Diagnose ist ein entscheidender Faktor fiir den
Therapieerfolg, da die Prognose der Erkrankung mit dem Stadium der Erstdiagnostik verkniipft
ist.l8171 Biokonjugierte Nanopartikel, die spezifisch Oberflichenmarker auf Tumorzellen
erkennen, konnten zukiinftig auch die Moglichkeit bieten transformierte Zellen einzeln zu
adressieren und somit bereits die Entwicklung der Tumorzellen friihzeitig, prézise zu
detektieren.*¢8l Die direkte Visualisierung zelltypischer Biomarker konnte ebenso Informationen
iiber das Muster und Ausmafs einer metastatischen Verteilung maligner Zellpopulationen
ermoglichen.l!

Die Auswahl geeigneter zielfithrender Biomolekiile ist verbunden mit der Kenntnisse iiber die
Existenz von Erkennungspartnern, die auf der Oberflache der Zielzellen in erhéhtem Level, in
mutierter Form oder spezifisch exprimiert werden. Diese Erkennungspartner konnen eine

Unterscheidung der Zielzellen von gesunden Zellen ermdglichen. Zur spezifischen Erkennung
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geeigneter Zielgruppen konnen verschiedene biologische Komponenten wie etwa Proteine (vor
allem Antikorper), Nukleinsduren (DNA, RNA), Peptide (zum Beispiel das Tripeptid RGD
(Arginin-Glycin-Asparaginsaure)), Vitamine (hauptsachlich Folsdure) und Kohlenhydrate
(insbesondere Polysaccharide) Anwendung finden.[57933126,127]

Nanopartikel weisen eine grofie spezifische Oberflache auf. Der Anteil der Oberflachenatome
nimmt invers proportional zum Durchmesser zu: Bei 40 nm grofien Partikeln sind etwa 3% der
Atome Oberflachenatome, bei 5 nm grofien Partikeln etwa 25%.081 Die grofie spezifische
Oberflache der Nanopartikel bietet die Moglichkeit eine hohe lokale Ligandendichte zu
erreichen.#”3 Dabei konnen mehrere, moglicherweise auch verschiedene Biomolekiile an die
Oberflaiche angebunden werden und so multivalente Interaktionen ermoglicht sowie
Multifunktionalitédt erzeugt werden.l?!l Nanopartikel, an welche mehrere - auch gleiche - bioaktive
Liganden angebracht sind, konnen multifunktional sein. Neben dem gezielten Ansteuern und
spezifischen Binden von komplementdren Zielstrukturen und damit dem Ermoglichen einer
sensitiven Detektion auf Basis intrinsischer Eigenschaften der anorganischen Nanopartikel,
konnten die Biomolekiile auch gleichzeitig eine therapeutische Funktion austiben; wie etwa durch
Rezeptorblockierung und der damit verbundenen Hemmung von Signalwegen oder in Form einer
Antikorper-vermittelten Immuntherapie.”1?! Eine hohe Beladungsdichte der Nanopartikel mit
Biomolekiilen erlaubt die simultane Bindung mehrerer Zelloberflichenmarker. Durch diesen
multivalenten Bindungseffekt kann eine erhoéhte Bindungsaffinitdat sowie gleichzeitig auch eine
Erhohung der Selektivitat erreicht werden.[122131331301 Dje Bindungsstirke multivalenter,
biokonjugierter Nanopartikel (Aviditat) kann die Affinitdt freier Liganden tibersteigen.1301311 Der
Einsatz multivalent bindender Nanopartikel kann somit die Effizienz der Markierung der
Zielstrukturen erhohen.3 Allerdings gibt es Anzeichen dafiir, dass eine hohe Bindungsaffinitit in
soliden Tumoren aufgrund der sogenannten ,Bindungsstellen-Barriere” (,,binding-site-barrier”) zu
einer reduzierten Verteilung im Tumorgewebe fithren kann.312¢ Die , Bindungsstellen-Barriere”
beschreibt den Effekt, dass Biomolekiile stark an die erste, nach Austritt aus dem Gefafssystem
erreichbare, komplementare Bindungsstelle binden.*%12¢l Eine hohe Affinitit zu der Zielstruktur
kann weiterhin zu einer vermehrten Bindung an gesunde Zellen fiithren, wenn der Biomarker nicht
spezifisch, sondern im Vergleich zu gesunden Zellen nur in erhdhtem Level auf der Oberflache

maligner Zielzellen exprimiert wird.*!! Mit zunehmender Bindungsstirke des zielfiihrenden
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Biomolekiils kann das Ausmafd der aktiven Markierung von Zellen mit geringer Dichte des
Oberflachenmarkers steigen.

Die Konjugation der Biomolekiile an die Nanopartikel kann durch nicht-kovalente oder direkte
kovalente Bindung mittels Methoden der Kopplungschemie erfolgen. In Abbildung 2.4 ist eine

Auswahl verschiedener Strategien zur Biofunktionalisierung von Nanopartikeln dargestellt.
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Abbildung 2.4: Strategien zur Inmobilisierung von Biomolekiilen auf der Oberfliche von Nanopartikeln. Biomolekiile
konnen iiber dative Bindungen (A), elektrostatische Wechselwirkungen (B), spezifische Affinitdtswechselwirkungen, wie
etwa zwischen dem tetrameren Glykoprotein Avidin (gelb) und dem Vitamin Biotin (griin) (C und D (sind beide

Reaktionspartner biotinyliert erfolgt die Konjugation iiber Avidin als Briickenmolekiil)), oder durch direkte kovalente
Bindungen (E) an die Nanopartikel gebunden werden. Abbildung nach/?4132

Nicht-kovalente Techniken fiir die Biokonjugation nutzen zum Beispiel dative Bindungen,
elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkungen sowie spezifische Affinitatswechsel-
wirkungen. Durch Ausbildung einer dativen (koordinativen) Bindung kann eine direkte
Koordination der biologischen Komponente an die native Oberfliche der anorganischen
Nanopartikel erfolgen.l?!l Die Biomolekiile miissen hierfiir eine metallkoordinierende Gruppe
aufweisen, die eine hohe Affinitdt zur Nanopartikeloberflache besitzt. Als Beispiel sei die hohe
Affinitat von Thiolen zu Gold (Thiol-Gold-Bindungsstarke: ~ 126 kJ/mol[133134) genannt:[1221.27,133134]
Proteine, welche die Aminosaure Cystein enthalten, konnen zum Beispiel direkt an die Oberflache
von Goldnanopartikeln binden; vorausgesetzt die Thiol-Gruppe des Cysteins ist fiir eine
koordinative Bindung zuganglich. Die Bindungsstarke der im Vergleich zu einer direkten
kovalenten Bindung schwachen dativen Bindung und damit die Stabilitat der Biokonjugate kann
durch multidentate Koordination unter Einsatz von Liganden mit einem Polythiol-Motiv erhcht

werden.?127 Ein Nachteil der direkten Koordination ist die mogliche Denaturierung der
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Biomolekiile bei direktem Kontakt mit der nativen, ungeschiitzten Oberfliche und einem damit
verbundenen Verlust der spezifischen, biologischen Aktivitat.[3]

Anstelle eine Bindung durch direkte Interaktion mit der nativen Partikeloberflache einzugehen,
kann das Biomolekiil auch an eine passivierende Schicht auf der Nanopartikeloberfliche, zum
Beispiel eine Polymerhiille, binden. Neben elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen
kann als nicht-kovalentes Verfahren eine spezifische Affinititswechselwirkung zur
Immobilisierung genutzt werden. Hoch affine Bindungen basierend auf spezifischen
Erkennungsreaktionen sind im Gegensatz zu elektrostatischen und hydrophoben Interaktionen
nicht sensitiv gegeniiber Umgebungsbedingungen wie etwa pH-Wert und Salzgehalt.[5] Der
Avidin-Biotin-Komplex stellt mit einer Assoziationskonstante von 10> M! eine der starksten nicht-
kovalenten Interaktionen dar.?1?1 Avidin ist ein tetrameres Glykoprotein, jede Untereinheit kann
ein Biotin-Molekiil (Vitamin B7) binden.?!l Die vier Bindungsstellen konnen wie in Abbildung 2.4
gezeigt die Anbindung mehrerer biotinylierter Biomolekiile an Avidin-funktionalisierte
polymerumhdillte Nanopartikel oder an die ebenfalls biotinylierte Polymerhiille iiber Avidin als
Briickenmolekiil ermoglichen.?l' Ein Problem des Avidin-Biotin-Systems stellt die mogliche
Quervernetzung und Aggregation der Nanopartikel dar.?!l Die Funktionalisierung der
Nanopartikel sowie der zielfithrenden Biomolekiile mit Biotin oder Avidin kann durch kovalente
Anbindungen erfolgen. Eine kovalente Bindung kann auch ohne den mehrstufigen Ansatz {iber
einen Biotin-Avidin-Komplex direkt zwischen dem Biomolekiil und der Polymerhiille erzeugt
werden. In Hinblick auf die Reproduzierbarkeit und Stabilitat der Biokonjugate ist eine direkte
kovalente Bindung gegentiber einer nicht-kovalenten zu bevorzugen.[3513¢ Als Beispiel sei die
Stabilitat gegen kompetitive Verdrangung durch Komponenten des Blutserums, welche fiir nicht-
kovalent gebundene Antikorper beobachtet wird, genannt.' Die kovalente Bindung zur
Herstellung stabiler Nanopartikel-Biokonjugate erfolgt iiber funktionelle Gruppen am distalen
Ende der Polymerhiille und kopplungsfahigen Gruppen des Biomolekiils. Fiir die meisten
terminalen Funktionen wie etwa Thiol-, Amin-, Carboxyl- oder Hydroxylgruppen erfolgt vor der
Biofunktionalisierung eine Aktivierung unter Einsatz eines geeigneten Aktivierungsreagenz.[13]
Fir Carboxylgruppen ist das Protokoll der sogenannten EDC-Kopplung (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid EDC) fiir die kovalente Anbindung an Amin-funktionalisierte
Biomolekiile etabliert; Hydroxylgruppen konnen nach Aktivierung mit Bromcyan ebenfalls

kovalent mit Aminen verkniipft werden.”121%] Natiirliche Liganden verfiigen meistens {iber
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mehrere funktionelle Gruppen iiber welche eine kovalente Bindung erfolgen kann.[?271 Als Folge
kann die Bindungsfahigkeit an die komplementare Zielstruktur verringert werden oder unter
Umstanden komplett verloren gehen. Trotz vorbestimmter Affinitit des Biomolekiils zum
angezielten Oberflichenmarker kann die Bindungsaktivitat durch kovalente oder auch nicht-
kovalente Konjugation zum Beispiel durch sterische Hinderung beeinflusst werden.'!

Die Auswahl geeigneter, zielfithrender Biomolekiile erfolgt aufgrund der Kenntnis von
Oberflachenmarker, welche Tumorzellen von gesunden Zellen unterscheiden. Wirklich
tumorspezifische Biomarker stehen nicht oder nur in extrem geringer Konzentration zur
Verfiigung.®? Als Zielstrukturen dienen daher meistens sogenannte tumorassoziierte Biomarker,
welche nicht spezifisch, aber im Vergleich zu normalen Zellen in deutlich erhhtem Level, in
Tumorzellen exprimiert werden. An das Zielmolekiill werden verschiedene Anforderungen
gestellt: Idealerweise sollte es homogen und verstirkt (im Idealfall ausschliefSlich) auf der
Oberflache der Zielzellen exprimiert werden, es sollte in vivo zuganglich sein und es sollte keine
Sekretion in den Blutkreislauf erfolgen.[2%]

Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren sowie fiir Vitamine werden oft in schnell wachsenden
Tumorgeweben iiberexprimiert; die Uberexpression von Nahrstoffrezeptoren dient der
Aufrechterhaltung des erhohten Metabolismus.33l Beispiele sind zellmembranassoziierte
Rezeptoren fiir den Wachstumsfaktor EGF (Epidermale Wachstumsfaktor, epidermal growth factor)
sowie fiir das Vitamin Folsdure. Der EGF-Rezeptor (auch bekannt als ERBBil'?!) kann die
Proliferation der Tumorzellen fordern und ist zum Beispiel im Osophaguskarzinom
(Speiserohrenkrebs), sowie unter anderem in Lungen-, Brust-, Zungen-, Hals-, Nacken, Pankreas-
und Kolorektalkrebs hochreguliert.[533124129157] Tjganden mit einer Bindungsfahigkeit an diesen
Rezeptor sind der Epidermale Wachstumsfaktor EGF sowie der Transformierende
Wachstumsfaktor TGF (transforming growth factor). Als Zielsteuerungsmotiv kann auch ein gegen
den EGF-Rezeptor (EGFR) gerichteter Antikorper eingesetzt werden.[?197137-131 Ein Beispiel fiir
einen anti-EGFR Antikorper, der auch bereits Anwendung in der Tumorimmuntherapie zur
Ausschaltung der tiberexprimierten EGFR-Funktion findet, ist Cetuximab (Erbitux®): Ein chimarer
monoklonaler anti-EGFR Antikorper vom Typ IgGl1, der 2004 durch die FDA zur Behandlung von
Kolorektalkarzinomen zugelassen wurde.”12l Die Wirkweise beruht auf der Rezeptorblockierung
und der damit verbundenen Hemmung der onkogenen Signalkaskade, die das

Tumorzellwachstum und das Zelliiberleben reguliert.1?”! Tumore weisen eine stark gesteigerte
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Proliferationsrate auf. Um den damit verbundenen, hohen Bedarf an Folsdure zu decken wird der
Folsdurerezeptor in vielen Tumorgeweben hochreguliert. Uber diesen Rezeptor erfolgt die
Internalisierung des Vitamins in die Zellen. Eine Uberexpression des Folsiurerezeptors wurde bei
einer Vielzahl humaner Tumorentitidten, unter anderem Ovarial-, Gebarmutterhals-, Brust-,
Nieren- und Lungenkrebs, gefunden.*%! Folsdure ist als zielfithrender Ligand geeignet, da sie
stabil sowie im Allgemeinen nicht immunogen ist.*)1 Neben der Funktion von Folsdure als
Tumormarker, konnte weiterhin eine Rezeptor-vermittelte, erhohte Aufnahme Folsdure-
gebundener Nanopartikel in Tumorzellen gezeigt werden.?1140.141l Djese effiziente Internalisierung
ist von besonderem Interesse fiir einen gezielten Wirkstofftransport in Tumorzellen, wenn der
Wirkstoff im Inneren der Zelle freigesetzt werden soll. Eine weitere Zielstruktur auf der Oberflache
von Tumorzellen deren Expression mit der Stoffwechselrate korreliert ist der Transferrinrezeptor
(Tfr). Dieser Rezeptor ist fiir die Aufnahme des Eisen-transportierenden Transferrins
verantwortlich und stellt somit die Versorgung der Zellen mit Eisen sicher, weiterhin reguliert er
auch das Zellwachstum.[¥? Eisen ist ein wichtiger Cofaktor der Ribonukleotid-Reduktase, welche
in die DNA-Synthese sich schnell teilender Zellen involviert ist.142 Der erhohte Eisenbedarf schnell
proliferierender Tumorzellen kann somit zu der in verschiedenen Tumorentititen gefundenen
Uberexpression dieses Rezeptors fiihren. Eine verstirkte Expression des Transferrinrezeptors
wurde unter anderem fiir Pankreas-, Lungen-, Blasen- und Kolorektalkrebs bestitigt.**! Die
Funktionalisierung von Nanopartikeln mit Transferrin kann ebenso wie die Konjugation mit Folat
zu einer rezeptormediierten Aufnahme in die Tumorzellen fithren.['13143] Transferrinrezeptoren
befinden sich allerdings nicht nur auf der Zelloberflache: Durch proteolytische Abspaltung der
extrazellularen Doméne des Rezeptors von der Zellmembran findet sich das abgespaltene
Fragment, der sogenannte 16sliche Transferrinrezeptor, in meist geringen Mengen auch im
Blutkreislauf; wobei eine konstante Beziehung zwischen dem membranassoziierten Tfr-Gehalt
und der Konzentration des 16slichen Rezeptors im Serum besteht.[#!] Eine Herausforderung bei
der Markierung von Tumorzellen durch das Ansteuern von Oberflaichenmarkern, deren
Expression mit der Stoffwechselrate korreliert, konnte in dem Umstand liegen, dass diese
Rezeptoren unter anderem auch von proliferierenden gesunden Zellen, wie etwa Epithel- und
Endothelzellen, starker exprimiert werden.[3%142]

Neben einer direkten Markierung der Tumorzellen kann auch das angiogenetische

Tumorgefafisystem mit hoher Affinitdt und Spezifitdt markiert werden. Dies erfolgt vor allem im
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Rahmen vaskuldrer Therapien. Im Folgenden wird daher kurz auf endotheliale Tumormarker
eingegangen. Zu bekannten Tumorendothelmarkern gehdren unter anderem zelluldre
Oberflachenrezeptoren fiir Wachstumsfaktoren wie VEGF aber auch Integrine wie etwa ot(33.14)
Integrine sind Zelladhasionsproteine und sind damit in eine Reihe von Prozessen, wie etwa Zell-
Zell- oder auch Zell-Matrix-Wechselwirkungen, aber auch in die Signaliibertragung und damit in
die Zellproliferation sowie auch Differenzierung involviert.¢ Das avf3-Membranprotein wird nur
auf proliferierenden Endothelzellen und damit in wachsenden oder in neu gebildeten Blutgefafsen
(Neovaskulatur) stark tiberexprimiert, in ruhenden Endothelzellen etablierter Blutgefafie wird es
hingegen kaum exprimiert.[) Ein Ligand dieses Tumorendothelmarkers ist beispielsweise das
Tripeptid RGD.[73314¢6] Eine Modifizierung mit dem RGD-Peptid als Zielsteuerungsmotiv kann
neben der Bindung an das ovfs-Integrin eine Rezeptor-vermittelte zelluldire Aufnahme
induzieren.[?l Ein gegen das avfs-Integrin gerichteter zielfiihrender Ligand, welcher gleichzeitig
auch Anwendung in der gezielten, antiangiogenen Therapie finden konnte, ist der monoklonale,
humanisierte IgG1-Antikorper Etaracizumab (Abegrin™).1291471 In in vitro sowie in vivo Studien
konnte gezeigt werden, dass eine Blockierung des Integrins durch Bindung des Antikorpers zu
einer reduzierten Proliferation fithrt.[147]

Da in dieser Arbeit das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil EpCAM als Zielstruktur dient, wird

dieser Tumorzellmarker im folgenden Abschnitt ndher beschrieben.

2.1.3.1 Das tumorassoziierte epitheliale Zelladhisionsmolekiil EpCAM

Das epitheliale Zelladhdsionmolekiil EpCAM ist ein transmembranes Glykoprotein.5%! Da es von
verschiedenen Forschungsgruppen unabhingig entdeckt wurde, existieren eine Reihe von
Synonymen wie zum Beispiel MOC31, 17-1A, CD326, MK-1 - diese Bezeichnungen sind assoziiert
mit der Spezifitat monoklonaler Antikorper fiir das Oberfldchenantigen; die Benennung erfolgt
nach dem Antikorper® - EGP-2 (epitheliale Glykoprotein-2, epithelial glycoprotein-2) und ESA
(epitheliales Oberflachenantigen, epithelial surface antigen).3% 1979 wurde EpCAM mit Hilfe des
monoklonalen Antikorpers 17-1A zum ersten Mal durch die Gruppe von Koprowski als
Kolonkarzinom-spezifisches Antigen beschrieben. 4243148 Urspriinglich wurde EpCAM aufgrund
des hohen Expressionslevels in schnell proliferierenden Tumoren epithelialen Ursprungs als

Karzinommarker identifiziert.®®! EpCAM kommt aber nicht ausschliefSlich auf der Oberflache
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maligner Zellen vor, sondern wird in variablem, aber geringem Level auch in normalem
Epithelgewebe exprimiert und gehort somit zu den sogenannten tumorassoziierten Antigenen.*!
Unter den bekannten Zelloberflachenmarken ist EpCAM eines der am hédufigsten und intensivsten
exprimierten, tumorassoziierten Antigene.!

Anders als die meisten anderen Zelladhdsionsmolekiile (cell adhesion molecule CAM), welche ein
breites Expressionmuster in normalem Gewebe aufweisen und sich auf nahezu allen Zellen finden,
ist die Expression von EpCAM in gesunden Individuen vor allem auf Epithelzellen beschrankt.*l
Das epitheliale Zelladhdsionmolekiil wird in nahezu allen adulten Epithelgewebe exprimiert mit
Ausnahme des Plattenepithels sowie einiger Epithelzelltypen, wie zum Beispiel Hepatozyten
(Leberepithelzellen).l40141 Neben der Expression in einer Reihe humaner Epithelgewebe wird
EpCAM auch auf Vorldaufer- und Stammzellen exprimiert:6411 2008 wurde EpCAM als Marker fiir
humane embryonale Stammzellen identifiziert.*!l] Im Verlauf der Entwicklung verlieren allerdings
viele Zellen ihre EpCAM-Expression: Hepatozyten sind zum Bespiel wahrend der
Embryonalentwicklung (Embryogenese) EpCAM-positiv, in der adulten Leber zeigt sich hingegen
keine EpCAM-Expression.[4!]

Eine gesteigerte bzw. de novo EpCAM-Expression wurde fiir verschiedene Tumorentitdten
epithelialen Ursprungs nachgewiesen. EpCAM wird unter anderem tiiberexprimiert in Brust-,
Pankreas-, Kolon-, Prostata- und Lungenkrebs.3>37-411501 Wihrend normale Leberepithelzellen
EpCAM nicht exprimieren, konnte fiir hepatozelluldare Karzinome eine de novo EpCAM-Expression
nachgewiesen werden.!'*l Ebenso zeigen zum Beispiel einige Plattenepithelkarzinome eine de novo
Expression.[15-153 Uber den molekularen Mechanismus, der das Muster und das Ausmafl der
EpCAM-Expression bestimmt, ist bisher wenig bekannt.%!

Tumorzellen epithelialen Ursprung weisen im Gegensatz zu normalen Epithelzellen eine
hochregulierte Oberfldchenexpression von EpCAM auf; ein weiterer Unterschied liegt in dem
Ausmaf der Glykosylierung des transmembranen Glykoproteins. Bedingt durch die differentielle
N-Glykosylierung weist EpCAM ein heterogenes Molekulargewicht von 35-42 kDa auf.['>4
EpCAM ist in gesunden Epithelgewebe meist schwach glykosyliert, in Tumorgewebe liegt es
hingegen hyperglykosyliert vor.l'® Unterschiedliche Funktionen sowie unterschiedliche
Gewebeaffinititen der verschiedenen glykosylierten Formen sind bisher noch nicht
beschrieben.!'* Die Unterschiede in der Glykosylierungsform von EpCAM in autologen gesunden

sowie malignen Gewebe konnten unter Verwendung von Antikorpern, welche spezifisch
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hyperglykosylierte EpCAM-Molekiile erkennen, evtl. genutzt werden, um die Oberflache von
Tumorzellen mit hoher Spezifitdt zu markieren.['* Ein weiterer Unterschied zwischen gesunden
Epithelien und Karzinomen liegt in der Lokalisation des epithelialen Zelladhadsionsmolekiils: In
normalem Epithelgewebe wird EpCAM an der basolateralen Membran exprimiert, des Weiteren
interagiert EpCAM auf normalen Zellen mit anderen Proteinpartnern, wie dem ,, tight-junction”-
Protein Claudin-7, CD9 sowie CD44.%41 Die vorrangige Lokalisation im interzelluldren Raum,
sowie die Komplexbildung bedingen eine geringe Zuginglichkeit fiir anti-EpCAM
Antikorper.?%42l In Tumorzellen wird EpCAM hingegen homogen {iiber die Zelloberflache
exprimiert.l) Weiterhin kann die Uberexpression des Zelladhésionsmolekiils dazu fiihren, dass
EpCAM nicht ausschlieflich in komplexierter Form vorliegt, so dass infolge der Zugang fiir gegen
EpCAM-gerichtete Antikorper gewahrleistet wird.[411

Neben der in vivo Zuganglichkeit konnte weiterhin demonstriert werden, dass EpCAM nicht im
Serum detektierbar ist und somit keine signifikante Sekretion in den Blutkreislauf erfolgt.[371I
Sekretierte Antigene konnten Antikorper im Blutkreislauf binden und so in Abhdngigkeit der

sekretierten Antigenmenge die Bindung des Antikorpers an den Zieltumor verhindern.[1?



Ergebnisse und Diskussion 31

3 Ergebnisse und Diskussion

Aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitdt und ihres superparamagnetischen Verhaltens, sowie
aufgrund ihrer geringen Grofie und der damit verbundenen grofien spezifischen Oberflédche,
bieten FEisenoxid-Nanopartikel ein grofles Potential fiir verschiedene biomedizinische
Anwendungen sowohl in der Diagnostik als auch in der Therapie.[6%121921-2326]

Die grofie Oberflaiche der Nanopartikel bietet die Moglichkeit der Anbindung diagnostischer,
therapeutischer oder biologisch aktiver, zielfithrender ~Komponenten.[%123231  Diese
multifunktionalen Nanopartikel bieten Potential fiir Verbesserungen in der biomedizinischen
Wissenschaft. Die Zukunft im Bereich der Eisenoxid-Nanopartikel unterstiitzten magnettomo-
graphischen Diagnostik von Tumorerkrankungen liegt in der Anwendung spezifischer
Kontrastmittel fiir die Visualisierung krankheitsspezifischer Biomarker auf dem molekularen
Level zur Erhéhung der Fritherkennungsrate. Wie in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt
bestehen nanopartikuladre Eisenoxid-Kontrastmittel fiir die molekulare MRT-Bildgebung aus drei
Komponenten.’l Der superparamagnetische Eisenoxid-Kern beeinflusst den Relaxationsprozess
umgebender Protonen durch Erzeugung von mikroskopischen Feldinhomogenitdten im Bereich
der Akkumulation und ermdoglicht die Kontrastierung und damit die Detektion nach Anreicherung
im Zielgewebe. Die Oberflache der anorganischen Nanopartikel wird mit einer passivierenden
hydrophilen Schicht modifiziert um eine hohe Biokompatibilitdt, eine hohe kolloidale Stabilitat
unter physiologischen Bedingungen sowie eine hohe Biorepulsivitdt (biorepulsiv bedeutet
resistent gegen beispielsweise unspezifische Proteinadsorption) und infolge eine lange
Zirkulationszeit im kardiovaskuldren System zu erreichen. Die Beschichtung verfiigt {iber
funktionelle Gruppen, welche auf der Oberflache prasentiert werden und nachfolgend kovalent an
kopplungsfahige Gruppen eines Biomolekiils gebunden werden konnen. Diese bioaktive
Komponente erlaubt die spezifische Anbindung an komplementdre, krankheitsspezifische
Zelloberflachenmarker.

Die Konjugation von superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln mit einem zielspezifischen
Biomolekiil erzeugt ein Produkt, in welchem das einzigartige magnetische Verhalten des
nanopartikuldren, anorganischen Kerns mit den spezifischen Erkennungsfahigkeiten der
bioaktiven Komponente kombiniert werden.”121921127] Dijese Konstrukte sind in der Lage die

Nanopartikel zielgerichtet und selektiv zu Tumorzellen zu fiihren und spezifisch mit hoher
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Affinitat an diese zu binden. Sie bieten ebenso die Mdoglichkeit fiir einen héchst empfindlichen

Nachweis maligner Zellen.

Eisenoxid-Nanopartikel biologisch aktives Erkennungsmolekiil

!

hydrophile, biokompatible Hiille mit
funktioneller Endgruppe fiir Biokonjugation

Abbildung 3.1: Multifunktionale Eisenoxid-Nanopartikel fiir die molekulare Bildgebung mittels MRT. Nanopartikel
fiir die molekulare MRT-Bildgebung sind aus drei Komponenten aufgebaut: Dem superparamagnetischen, anorganischen
Kern, der eine Signalverdanderung im Bereich der Partikelakkumulation induziert, und damit die Moglichkeit zur
Detektion gewihrleistet. Einer wasserldslichen Hiille, die den anorganischen Nanopartikeln Stabilitat und Kompatibilitat
in biologischer Umgebung sowie eine lange Zirkulationszeit im Blutkreislauf verleiht und welche weiterhin eine reaktive
funktionelle Gruppe am distalen Ende aufweist, {iber welche ein Biomolekiil kovalent gebunden werden kann. Das
Biomolekiil stellt die Anbindung an maligne Zielzellen auf Basis eines spezifischen Erkennungsprozesses, wie zum
Beispiel zwischen Antikérper und Antigen, sicher. Abbildung nach®

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die kovalente Anbindung eines anti-EpCAM Antikorpers an
Polyethylenglykol-stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel.

Die Ergebnisse sind in zwei Abschnitte gegliedert. Im ersten Abschnitt (3.1) wird auf die Synthese
und die anschlieffende Oberflaichenmodifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel mit mafigeschnei-
derten Polyethylenglykol-Liganden eingegangen: Es wird die umfassende Charakterisierung der
Polyethylenglykol-Liganden und der Nanopartikel vor sowie insbesondere nach der
Oberflachenmodifikation dargestellt. Im zweiten Abschnitt (3.2) werden die Ergebnisse der
Aktivierungsreagenz-vermittelten Kopplung der PEG-stabilisierten Nanopartikel an den

monoklonalen anti-EpCAM Antikorper MOC31 diskutiert.

31  Synthese wund hydrophile Oberflichenmodifizierung der Eisenoxid-
Nanopartikel

Konventionelle negative Kontrastmittel bestehen aus polydispersen aggregierten Eisenoxid-
Kernen geringer Kristallinitit, mit einer stabilisierenden Beschichtung aus Dextran oder
Carboxydextran. Die breite Teilchengrofienverteilung sowie der hohe Aggregationsgrad

resultieren aus den Synthesebedingungen. Die Herstellung erfolgt durch Co-Prézipitation einer
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wissrigen Losung von Fe(Il)- und Fe(Ill)-Salzen bei Raumtemperatur in Gegenwart eines
Stabilisators und bedingt eine schwierig zu kontrollierende Grofie sowie Grofienverteilung. 12181
Die Grofie hat einen entscheidenden Einfluss auf die magnetischen und damit kontrastgebenden
Eigenschaften der Nanopartikel. Auf diesen Punkt wird kurz im Rahmen der Untersuchung der
kontrastgebenden Eigenschaften der in der vorliegenden Arbeit synthetisieren Eisenoxid-
Nanopartikel eingegangen (3.1.3.1). Weiterhin zeigen auch die Blutzirkulationszeit und infolge die
Bioverteilung und der Wirkungsort eine starke Grofsenabhangigkeit (2.1.1, 2.1.2). Eine hohe
Monodispersitat und damit eine enge Grofienverteilung stellen somit eine Grundvoraussetzung
fiir eine gezielte Anwendung der Nanopartikel dar. Die intrinsischen Materialeigenschaften, wie
die chemische Zusammensetzung und die Kiristallinitdit, als auch die extrinsischen
Materialeigenschaften, wie die Morphologie, die Grofsenverteilung und der Aggregationsgrad (im
Idealfall wird eine Aggregation vollstandig verhindert), und somit die Giite der spateren Funktion
werden im Syntheseverlauf gepragt. Der gezielte Zugang zu monodispersen Nanopartikeln mit
genau einstellbaren, reproduzierbaren Eigenschaften erfordert prézise Synthesestrategien:
Qualitativ hochwertige Nanopartikel konnen mittels Hochtemperatursynthesen in hoch-
siedenden, chemisch inerten Losungsmitteln in Gegenwart von hochmolekularen, organischen
Stabilisatoren dargestellt werden.[61217156-1601 Aufgrund der Synthesebedingungen weisen die
Partikel eine stabilisierende, hydrophobe Oberflachenbeschichtung auf. Anders als die auf dem
Markt befindlichen, durch wassrige Synthese hergestellten eisenbasierten Nanopartikel sind sie
damit nicht geeignet fiir direkte biologische Anwendungen. Hydrophobe Partikel aggregieren
unter physiologischen Bedingungen und werden daher schnell und unspezifisch durch das MPS
erkannt.241  Weiterhin weisen hydrophobe Partikel einen hohen Bedeckungsgrad mit
Plasmaproteinen auf; wobei hydrophobe Oberflachen gleichzeitig verstarkt zu konformativen
Anderungen der adsorbierten Proteine fiihren.223569701 Der nidchste Schritt fiir eine
biomedizinische Anwendung stellt daher die Oberflichenmodifizierung der Partikel dar. Diese
ermoglicht kolloidale Stabilitat unter physiologischen Bedingungen und eine Verbesserung der
pharmakokinetischen Eigenschaften. Im Falle von Nanopartikeln wird auch von einer
,Partikokinetik” gesprochen.l'®ll Zudem kann durch anschliefende Konjugation von biologischen
Erkennungsmolekiilen Funktionalitat erreicht werden. In dieser Arbeit erfolgte der Phasentransfer

durch Austausch der nativen hydrophoben Stabilisatoren gegen hydrophile, biokompatible
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Liganden. Als stabilisierendes Polymer hat sich PEG aufgrund einer Reihe giinstiger Eigenschaften

fiir medizinische und biologische Anwendungen bewéhrt (2.1.1.1).

3.1.1 Hochtemperatursynthese und Charakterisierung der Eisenoxid-Nanopartikel

Um eine hohe Qualitdt der Nanopartikel zu gewahrleisten wurden diese durch organometallische
Hochtemperatursynthesen unter Verwendung von Olsdure als Stabilisator hergestellt. Die
qualitative Beschreibung der Bedingungen, unter denen grofieneinheitliche Partikel erhalten
werden, kann durch das Modell von LaMer und Dinegar!'®? erfolgen: Die Theorie von Nukleation
und Wachstum wurde 1950 fiir den Bildungsprozess von monodispersen Schwefel-Hydrosolen
aufgestellt und ist heute etabliert zur Beschreibung vieler Reaktionen bei denen monodisperse
Kolloide, einschliefSlich kolloidaler Nanopartikel, entstehen. Nach diesem Modell erfolgen

Keimbildung und Wachstumsprozess in drei Phasen (Abb. 3.2).

Keimwachstum

Konzentration

Zeit

Abbildung 3.2: Modell von LaMer und Dinegar zur Beschreibung von Keimbildung und Wachstum. Der
Bildungsprozess von Kolloiden kann in eine Nukleations- (II) und eine Wachstumsphase (III) eingeteilt werden. Die
Theorie von Nukleation und Wachstum ist der Grundstein um monodisperse Nanopartikel zu erhalten: Es gilt der
Zusammenhang von hoher Monodispersitit und schneller, getrennt von der Wachstumsphase stattfindender
Keimbildung. Abbildung nach!>!

In Phase I erfolgt die Bildung der aktiven Monomereinheit. Bei dieser wird davon ausgegangen,
dass es sich unabhingig von der Natur des verwendeten Eisenprecursor um ein Intermediat
handelt, welches durch thermische Zersetzung eines Eisenoleat-Komplexes erhalten wird.[157163]
Der Komplex wird in situ aus initialem Eisenprecursor und Olsaure-Stabilisator gebildet.'”163] Die
Konzentration an Monomer C steigt linear bis zum Erreichen des sogenannten kritischen

Grenzwertes der Ubersittigung Cmin an. Ist die kritische Konzentration an Monomer {iberschritten
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entstehen Kristallisationskeime. Die spontane Bildung dieser Keime erfolgt in Phase II und fiihrt
zu einer allmahlichen Aufhebung der Ubersattigung. Sinkt die Monomerkonzentration in Folge
des endothermen Nukleationsprozesses unter Cmin werden keine weiteren Keime mehr gebildet.
Im weiteren Verlauf kommt es durch Anlagerung von freiem, im Verlauf der Nukleation nicht
verbrauchtem Monomer an die Nukleationskeime zu einem exothermen Wachstum der gebildeten
Keimzentren (Phase III).

Um eine enge Groflenverteilung zu erhalten, ist eine effektive Trennung von Nukleation und
Kristallwachstum erforderlich, weiterhin muss die Nukleation kurz gehalten werden, gefolgt von
einer langsamen, kontrollierten Wachstumsphase.[¢192-164 Synthesen von Eisenoxid-Nanopartikeln
sind vor allem Aufheizsynthesen, bei denen alle Reaktanden vorgelegt und das Gemisch
kontrolliert aufgeheizt wird. Eine parallel zum Wachstum erfolgende, langsame Bildung von
Nukleationskeimen bedingt eine breite Teilchengrofienverteilung; frith entstandene
Nukleationskeime wachsen langer und somit zu grofieren Partikeln als spat entstandene. Das
gleichzeitige Sattfinden beider Prozesse kann vermieden werden, wenn beide bei
unterschiedlichen Temperaturen erfolgen.['3161  Durch Erhéhung der Temperatur der
Reaktionsmischung setzt zunédchst die Monomerbildung ein: Mit steigender Temperatur steigt die
Konzentration an Monomer bis eine starke Uberséttigung erreicht wird, welche unmittelbar und
ausschliefSlich durch gleichzeitige Bildung einer grofien Anzahl an Nukleationskeimen abgebaut
wird.[12164 Als Konsequenz sinkt die Monomerkonzentration drastisch. Durch Einstellen einer
Temperatur, bei der die Bildung der Monomere langsamer oder mit derselben Rate erfolgt wie
deren Anlagerung an die Nukleationskeime, wird der Zustand der Ubersattigung nicht mehr
erreicht und eine weitere Keimbildung ist nicht mehr mdglich.l'*4l Die Groflenverteilung der
Partikel wird durch die kurze, von dem kontrollierten, langsamen Teilchenwachstum getrennte
Nukleationsphase eingeschrankt.

Die Abnahme des Monomeranteils im Verlauf der Wachstumsphase kann mit zunehmender
Reaktionszeit zu dem Prozess der sogenannten Ostwald-Reifung fiihren.[%157.166167I Wachstum
durch Ostwald-Reifung setzt voraus, dass die Anlagerung des Monomers an die gebildeten
Nukleationskeime reversibel erfolgen kann.!'®8! Kleine Partikel 16sen sich infolge ihrer héheren
Oberflachenenergie auf, und freigesetzte Monomere lagern sich an grofiere Partikel an.[619167.168]
Die Ostwald-Reifung fithrt zu einer Zunahme der Partikelgrofle und Verbreiterung der

Groflenverteilung.[101¢] Neben dem Wachstum durch Anlagerung von freiem Monomer oder
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Ostwald-Reifung kann Wachstum auch durch Zusammenschluss mehrerer Partikel erfolgen;
hierbei handelt es sich um einen aggregativen Wachstumsmechanismus. Aufgrund ihrer grofien
spezifischen Oberflache ist der Einfluss der Oberflache bei nanopartikuldren Systemen bedeutend.
Nanopartikel weisen infolge der mit ihrer geringen Grofie verbundenen hohen Oberflachenenergie
eine inhdrente, ausgeprégte Tendenz zur Aggregation auf.l'>? Die thermodynamische Triebkraft
ist die Verringerung der Oberflache und die entstehenden chemischen Bindungen.®! Um den
Prozess der Aggregatbildung zu unterbinden werden repulsive Krafte, die zum Beispiel
elektrostatischer oder sterischer Natur sein konnen, zwischen den Partikeln benétigt. Repulsive
Wechselwirkungen koénnen durch Beschichtung der anorganischen Nanopartikel mit organischen
Oberflachenmolekiilen erreicht werden.[219201561701 Ejne sterische Stabilisierung wird durch
Verwendung langkettiger und damit sterisch anspruchsvoller Oberflachenmolekiile vermittelt. Im
Rahmen der durchgefiihrten Synthesen wurde Olséure verwendet. Olsdure ist der am haufigsten
eingesetzte Stabilisator fiir Metalloxid-Nanopartikel.l'>171 Wie in Abbildung 3.3 gezeigt weist die
Olsdure eine metallaffine Carbonsiure-Gruppe sowie eine lange, hydrophobe Alkylkette auf. Die
Carbonsdure-Gruppe interagiert mit der Metalloberflache iiberwiegend in Form koordinativer
Bindungen (aus der schematischen Darstellung geht die Bindungsform nicht hervor).[21%1 Die
durch die Alkylketten vermittelte Stabilisierung basiert auf sterischer Hinderung, die
Abschirmung der Nanopartikel verhindert nicht nur Aggregation sondern kann auch Schutz vor
Oxidation und anderen unerwiinschten Reaktionen an der Oberfliche vermitteln. Weiterhin
verleihen die ungesattigten Kohlenwasserstoffketten den Nanopartikeln kolloidale Loslichkeit in

hydrophoben Losungsmitteln wie etwa Chloroform und Hexan.

hydrophober Bereich

\

Olsdure (cis-Octadecen-9-ensiure)
l/\/WW

Eisenoxid-Nanopartikel

metallaffine Kopfgruppe

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung Olsiure-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel. Der Stabilisator bindet iiber
die Carboxylgruppe fest an die Oberfldche der Eisenoxid-Nanopartikel. Die langen, hydrophoben Alkylketten sind dem
Losungsmittel ausgesetzt und verleihen den anorganischen Partikeln Loslichkeit in unpolaren, organischen Medien. Des
Weiteren bilden sie eine organische Schutzhiille, die die Partikel gegen Oxidation schiitzt, sowie sterisch gegen
Aggregation stabilisiert.
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Die stabilisierenden Molekiile koordinieren nicht nur an die Oberfldche der Nanopartikel, sondern
auch an die Oberflache der Nukleationskeime.[®1¢7] Die Anlagerung muss dabei reversibel erfolgen,
um ein Wachstum zu ermoglichen. Die Stabilisatormolekiile bilden weiterhin Komplexe mit der
reaktiven Monomer-Einheit.6167] Uber die Wahl des Stabilisators ist somit eine Gréfenkontrolle
moglich. Die Regulation der Partikelgrofie kann dabei tiber die metallaffine Gruppe erfolgen; eine
starke Anbindung an die Oberflache verlangsamt das Wachstum.[®¢4l Aufierdem kann eine
Regulation iiber das Ausmafs der sterischen Hinderung der Stabilisatoren erfolgen; kurzkettige
Stabilisatoren ermoglichen ein schnelleres Wachstum.[*1¢4 Die Partikelgrofie ist weiterhin durch
die einfache Variation weiterer Syntheseparameter, wie etwa der Reaktionszeit, der
Reaktionstemperatur, des Reaktionsvolumens als auch des initialen Verhaltnisses Precursor-zu-
Stabilisator, kontrollierbar.l'®*! Als Beispiel seien im Folgenden kurz die Parameter Reaktionszeit
und Reaktionsvolumen genauer genannt. Je langer die Wachstumsphase, desto grofier werden die
Partikel. Es muss beachtet werden, dass mit zunehmender Reaktionsdauer und damit mit
abnehmendem Monomergehalt der Prozess der Ostwald-Reifung wahrscheinlicher wird.["! Je
grofier das Reaktionsvolumen (bei unveranderter Precursor- sowie Stabilisatormenge), desto
kleiner werden die Partikel.'7!l Mit zunehmendem Volumen sind mehr Keime notwendig um eine
Ubersittigung zu erreichen.l”!l Die groflere Keimzahl und die durch diese bedingte geringere
Menge an freiem Monomer in der Wachstumsphase fithren zu einer Abnahme der Partikelgrofle.
Nach einem abgewandelten Protokoll von Yu et al.l%1 wurden kristalline, monodisperse,
formkontrollierte Eisenoxid-Nanopartikel synthetisiert. Die Analyse der Qualitdt (definierte
Morphologie, hohe Monodispersitit, geringer Aggregationsgrad, Kristallinitit) der Olsaure-
stabilisierten Nanopartikel erfolgte zundchst unter Anwendung folgender Standard-
Charakterisierungsmethoden: Der Transmissionselektronenmikroskopie (transmission electron
microscopy TEM), der dynamischen Lichtstreuung (dynamic light scattering DLS) sowie der Pulver-
Rontgendiffraktometrie (powder X-ray diffraction XRD).

Aus der Analyse mittels TEM konnen die Grofie bzw. die Grofienverteilung der anorganischen
Nanopartikel sowie ihre Morphologie bestimmt werden. Abbildung 3.4 zeigt reprasentative TEM-
Aufnahmen unterschiedlicher VergroSerung einer Charge Olsaure-stabilisierter Eisenoxid-
Nanopartikel sowie die Auftragung der Haufigkeit der Partikeldurchmesser. Es handelt sich
hierbei um den Durchmesser der anorganischen Kerne, da die organischen Stabilisatoren keinen

signifikanten Kontrast verursachen und daher bei der Vermessung nicht bertiicksichtigt werden.
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Die statistische Auswertung des Partikeldurchmessers erfolgte durch die Auszdhlung von ~ 180
Partikeln auf verschiedenen TEM-Aufnahmen. Aus der TEM-Analytik geht hervor, dass die
Eisenoxid-Nanopartikel einen mittleren Durchmesser von 10.5 nm aufweisen und einheitlich in
Grofle sowie Morphologie sind. Es werden uniforme, ausschliefilich spharische Partikel mit einer

Standardabweichung von weniger als 6% erhalten.
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Abbildung 3.4: TEM-Analyse Olsiure-stabilisierter, monodisperser Eisenoxid-Nanopartikel. Gezeigt sind représenta-
tive TEM-Aufnahmen unterschiedlicher Vergrofierung sowie die Haufigkeitsverteilung aus der Auswertung mehrerer
TEM-Aufnahmen. Die Ubersichtsaufnahmen und die Haufigkeitsverteilung belegen eine enge Teilchengréfenverteilung
und hohe Uniformitat der Nanopartikel. Aufgrund der hohen Monodispersitit ordnen sich die Partikel in einer hexagonal
dicht gepackten Uberstruktur an. Die spharischen Partikel weisen einen mittleren Durchmesser von 10.5 nm mit einer
Standardabweichung von weniger als 6% aulf.

Die TEM-Aufnahmen aus Abbildung 3.4 zeigen gleichmafiig auf dem Probentrager verteilte,
separierte Nanopartikel; es scheinen keine Aggregate als Kontamination aufzutreten. Eine weitere
Methode zur Bestimmung der Grofienverteilung und damit zum Ausschluss des Vorhandenseins
von Aggregaten ist die dynamische Lichtstreuung. Die DLS-Messung erfasst gegeniiber der TEM-
Analyse eine wesentlich grofiere Zahl an Partikel und représentiert damit statistisch gesehen besser
die gesamte Probe.[1®] Weiterhin wird bei der Praparation von TEM-Proben die Kolloidlosung auf
dem Probentrager eingetrocknet, die DLS-Messung erfolgt hingegen direkt aus der kolloidalen
Losung. Die DLS-Messung spiegelt damit direkt das Verhalten in Losung und nicht evtl.
Eintrocknungseffekte wieder. Dies wire vor allem dann relevant, wenn durch das Eintrocknen
Aggregate entstiinden. DLS-Messungen liefern den sogenannten hydrodynamischen Durch-
messer. Der hydrodynamische Durchmesser ist die scheinbare Grofie eines dynamisch
hydratisierten/solvatisierten Teilchens.['”] Die dynamische Lichtstreuung nutzt die Brown’sche
Molekularbewegung der suspendierten Partikel um Aussagen iiber die hydrodynamische

Partikelgrofie bzw. die Groflenverteilung zu machen.[7? Es wird die Fluktuation der Intensitit des



Ergebnisse und Diskussion 39

gestreuten Lichts erfasst.['¥] Diese Fluktuationen erfolgen dabei umso schneller, je schneller sich
das streuende Partikel bewegt und damit je kleiner das Partikel ist. Um aus dem zeitlichen
Verhalten der Fluktuation Aussagen iiber die Partikelgroffe zu machen wird die
Autokorrelationsfunktion der Intensititsschwankungen betrachtet. Der exponentielle Abfall
dieser Funktion wird von dem Diffusionskoeffizient D bestimmt. Aus diesem kann nach der
Stokes-Einstein-Beziehung der hydrodynamische Radius der Partikel ermittelt werden.[72]

Der intensitdtsgewichtete mittlere hydrodynamische Durchmesser der Olsédure-stabilisierten
Partikel betragt ~ 16 nm. Fiir einfache Beschichtungen entspricht die Dicke der Ligandenhiille in
etwa der Lange der Stabilisatormolekiile; bei langeren, komplexeren Molekiilen muss der Einfluss
der Konformation des Molekiils auf der Partikeloberfliche beriicksichtigt werden.[73l Der
ermittelte hydrodynamische Durchmesser von 16 nm entspricht in etwa der Summe aus dem
anorganischen Kern (10.5 nm) und der organischen Beschichtung (Lange der Olsiure-Molekiile:
2 nm[74)), Die aus den DLS-Messungen erhaltene Grofienverteilung ist an dieser Stelle nicht gezeigt
(siehe hierzu Abbildung 3.13). Die Olsdure-stabilisierten Partikel zeigen keine Anzeichen von
Aggregation: Die Partikel weisen einen erwartungsgemafien hydrodynamischen Durchmesser auf
und die DLS-Profile zeigen eine enge Teilchengréfienverteilung. Die untersuchten kolloidalen
Losungen zeigten auch iiber eine langere Lagerung bei Raumtemperatur keine Anzeichen von
Sedimenten.

Mittels Rontgendiffraktometrie kann die kristalline Grofie anhand der Auswertung der XRD-
Reflexe mit Hilfe der Scherrer-Theorie bestimmt werden. Damit kdnnen unter Berticksichtigung
der Ergebnisse der statistischen TEM-Grofsenanalyse Aussagen {iiber die Kristallinitdt gemacht
werden. Die Kristallinitdt hat Einfluss auf die Sattigungsmagnetisierung Ms und damit die
kontrastgebenden Eigenschaften. Eine Kristallstruktur mit vielen Defekten reduziert den Ms-
Wert.[?l Die transversale Relaxivitat r2 beschreibt die Verkiirzung der transversalen Relaxationszeit
pro Konzentrationseinheit und damit die Fahigkeit der Eisenoxid-Nanopartikel den transversalen
Relaxationsprozess umgebender Protonen zu beeinflussen. Die r>-Relaxivitat wird direkt iiber die
Sattigungsmagnetisierung bestimmt: Je grofler Ms desto grofser ist r2.5! Mittels Rontgenbeugung
kann weiterhin eine Phasenanalyse erfolgen. Eisenoxid kann in verschiedenen chemischen
Zusammensetzungen vorliegen. Als Beispiel seien Eisen(III)-Oxid mit der Summenformel Fe2Os
oder Eisen(ILII)-Oxid mit der Summenformel Fes3Os, welche als natiirlich vorkommende

Mineralien auch unter den Namen Maghemit und Magnetit bekannt sind, genannt. Abbildung 3.5
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zeigt das nach Untergrundkorrektur erhaltene Rontgendiffraktogramm der 10.5 nm grofien
Olsaure-stabilisierten Eisenoxid-Partikel im Vergleich mit den charakteristischen Reflexen von
makroskopischem Maghemit sowie Magnetit. Weiterhin ist eine Vergroflerung des Winkelbereichs
zwischen 40° und 45° sowie 60° und 65° als Ausschnitt gezeigt. Die Untergrundkorrektur erfolgt

um die intensive Eisen-Rontgenfluoreszenz, welche bei der verwendeten Strahlung auftritt, zu

kompensieren.
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Abbildung 3.5: Réntgendiffraktogramm Olsiure-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel. Gezeigt ist das Rontgendiffrak-
togramm von 10.5 nm grofsen Eisenoxid-Nanopartikeln, sowie zum Vergleich die Reflexe des Maghemit- (rot) und des
Magnetit-Festkorpers (blau), welche der JCPDS-Datenbank (JCPDS-Referenznummer 00-024-0081 sowie 01-074-0748)
entnommen wurden. Die Reflexe hochster Intensitdt der makroskopischen Referenzen liegen dicht beieinander und
erschweren die genaue Zuordnung der verbreiterten Probenreflexe. Zur besseren Unterscheidung werden die Reflexe bei
~43° und ~ 63° genauer betrachtet. Aus den Ausschnitten des Rontgendiffraktogramms der Nanopartikel ist eine bessere
Ubereinstimmung mit den Reflexen des Magnetit-Festkérpers zu erkennen. Die iiber die Scherrer-Gleichung aus der
Reflexverbreiterung (bei ~ 63°) ndherungsweise bestimmte kristalline Teilchengrofle von ~ 9 nm stimmt gut mit der aus
der statistischen TEM-Analyse ermittelten GroSe tiberein. Dies deutet auf eine weitestgehend einheitliche Kristallstruktur
und wenig amorphe Bereiche hin.

Die kristallspezifischen Reflexe der Nanopartikel sind im Vergleich zu denen der makro-
kristallinen Festkorper nicht scharf sondern weisen eine, auf die nanokristalline Natur
zuriickzufiihrende, grofsenabhédngige Verbreiterung auf. Die Reflexverbreiterung erschwert
zusétzlich die Unterscheidung der strukturell sehr dhnlichen Eisenoxid-Modifikationen, welche
vergleichbare Gitterparameter (amagnetit: 8.396 A3 AMaghemit: 8.346 /0%[23]) und damit Beugungsreflex-
Positionen aufweisen: Die Reflexe hochster Intensitit liegen dichter beieinander als die
Linienverbreiterung der Nanopartikel. Die Probenreflexe bei etwa 43° und 63° besitzen eine hohe

Intensitdt und unter ihnen liegt jeweils nur ein Reflex jeder Referenz. Werden diese Reflexe
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genauer betrachtet, zeigt sich eine bessere Ubereinstimmung mit den Reflexen der kubischen
Spinell-Kristallstruktur des Magnetits. Aufgrund dieser Ergebnisse wird angenommen, dass es
sich bei den synthetisierten Partikeln um Magnetit-Nanopartikel handelt. Die aus der
Halbwertsbreite des Reflexes bei etwa 63° (Reflex [440]17]) unter Verwendung der Debye-Scherrer-
Gleichung naherungsweise berechnete Grofle betragt ~ 9 nm. Der mittels des Scherrer-Verfahrens
bestimmte Teilchendurchmesser bezieht sich naturgemafs nur auf kristalline Bereiche; Gitterfehler
und amorphe Bereiche werden im Gegensatz zur statistischen TEM-Analytik nicht mit einbezogen.
Eine starke Abweichung zwischen den ermittelten Groflen deutet auf Polykristallinitat oder
amorphe Bereiche. Die gute Ubereinstimmung zwischen kristalliner und tatsédchlicher Grofle
deutet darauf hin, dass die Nanopartikel eine weitestgehend einheitliche Kristallstruktur und
wenig nichtkristalline Bereiche aufweisen.

Durch thermische Zersetzung eines Metallprecursors bei hohen Temperaturen in organischem
Medium in Gegenwart von Olsdure als Stabilisator konnten somit Eisenoxid-Nanopartikel mit

hoher Qualitat hinsichtlich Monodispersitat, Uniformitat und Kristallinitdt erhalten werden.

3.1.2 Hydrophile Oberflichenmodifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel

Der Phasentransfer der Olsdure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte durch den
Austausch der hydrophoben Stabilisatoren gegen hydrophile, biokompatible Liganden. Das
verwendete Ligandensystem muss dabei verschiedene Anforderungen erfiillen: Die Liganden
miissen iiber zwei endstandige Funktionalitdten verfiigen: Eine funktionelle Gruppe, welche eine
hohe Affinitdt zu den Nanopartikeln aufweist und eine starke Anbindung an deren Oberfldche
ermoglicht; die sogenannte Ankergruppe. Sowie eine weitere funktionelle Gruppe in der dufieren
Sphére der Ligandenschicht, welche verfiigbar fiir die im Anschluss an den Phasentransfer
erfolgende kovalente Biokonjugation bleibt. Zwischen der Oberflachen-koordinierenden Gruppe
und der funktionalisierbaren Endgruppe befindet sich eine Sequenz, welche Wasserloslichkeit,
kolloidale Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen sowie Biorepulsivitit und damit eine
hohe Bluthalbwertszeit und infolge eine weitreichende Bioverteilung vermittelt.

Im Vergleich zu anderen Nanopartikeln weisen Metalloxid-Nanopartikel relativ unreaktive
Oberflachen auf, daher ist eine vergleichsweise geringe Anzahl an funktionellen Gruppen fiir eine

Anbindung vorhanden.’! Fiir die chemische Anbindung an die Oberfldche von Eisenoxid-
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Nanopartikeln werden Sauerstoff-haltige Liganden favorisiert.?l Einfache Alkohole sind schwach
bindende Funktionalitdten fiir Eisenoxide, Diole weisen hingegen eine erhoéhte Bindungsstarke
auf.ll Unter den Diolen weisen die Catechol-Derivate hohe Affinitdten zu Eisenoxid-Oberflachen
auf; die Ausbildung eines starken, bidentaten Komplexes fiihrt zu stabilen kolloidalen
Dispersionen.?!l Catechole sind anféllig fiir Oxidation und Degradierung.[>?!l Daher neigen
Catechol-Eisenoxid-Komplexe unter physiologischen Bedingungen zu Dissoziation und somit zu
kolloidaler Instabilitat.?!l Weitere Beispiele von Ankergruppen, welche hohe Bindungsstarken zur
Eisenoxid-Oberflache aufweisen, sind Carboxylate, Phosphate und Phosphonate.[21:135176-178]
Ligandenaustausch-Reaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen, die von der Bindungsstdrke der
involvierten Liganden abhangen.[33l Damit der Ligandenaustausch vollstandig erfolgen kann
muss die Interaktion des einzufiihrenden Liganden mit der Eisenoxid-Oberflache starker sein als
die des nativen hydrophoben Liganden. Weiterhin ist es notwendig den einzufiihrenden Liganden
in einem groflen Uberschuss einzusetzen. Eine feste Bindung des neuen Liganden an die
Partikeloberflache ist nicht nur erforderlich um einen vollstandigen Austausch und eine initiale
hohe Bedeckungsdichte auf der Nanopartikeloberflache zu erreichen, sondern auch um diesen
dichten Bedeckungszustand aufrechtzuerhalten. Hierfiir ist eine vernachldssigbar geringe
Desorptionsrate aus der Ligandenhiille, vor allem unter physiologischen Bedingungen,
erforderlich. Eine dichte Belegung der Oberfldche ist essentiell um den Partikeln eine hohe
kolloidale Stabilitdt und Biorepulsivitit zu verleihen.

Phosphate binden an die Oberfldche von Eisenoxid-Nanopartikeln in einer Weise, die vergleichbar
ist mit der von Carboxylaten; bilden aber im Vergleich starkere Bindungen aus.[?"17 Sie stellen
damit geeignete funktionelle Gruppen fiir den Ligandenaustausch dar.

Nanopartikel fiir Anwendungen in der Biomedizin sind héaufig mit linearen Polymeren
beschichtet, welche die Oberflache passivieren sowie Aggregatbildung durch sterische
Stabilisierung verhindern.[””l Die Oberflachenbeschaffenheit der Nanopartikel und damit die an
die Oberflache gebundenen Polymere bestimmen die Interaktion der Nanopartikel mit der
Umgebung. Aufgrund der grofien Anzahl positiver Eigenschaften von Polyethylenglykol
(beschrieben wunter 2.1.1.1) wird die Oberflichen-PEGylierung bei biomedizinischen
Anwendungen am haufigsten als Maskierungsstrategie verwendet.?”? Das Anbringen von PEG an
die Partikeloberflache verleiht den Nanopartikeln Hydrophilie und Biokompatibilitat. Zusatzlich

fithrt die PEGylierung zu einer Reduktion der unspezifischen Adsorption von Proteinen und zur
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reduzierten Erkennung und Aufnahme durch Zellen des MPS (Tarnkappen-Effekt, stealth-Effekt);
was infolge zu einer erhohten Bluthalbwertszeit fiithrt.[2627641801811 Nicht nur die Art des Polymers
bestimmt das Verhalten der Nanopartikel in vitro sowie in vivo, sondern auch Faktoren wie die
Kettenldnge oder die Bedeckungsdichte, welche beide die Polymerschichtdicke bestimmen. Wie
unter 2.1.1.1 beschrieben zeigt sich das proteinabweisende Verhalten von PEG abhdngig von
diesen beiden Faktoren: Eine effiziente Biorepulsivitdat und damit erhohte Zirkulationszeit kann
durch ldangere PEG-Ketten und dichtere PEG-Hiillen erreicht werden; wobei eine hohe
Bedeckungsdichte auf der Oberflache der Nanopartikel von grofierer Bedeutung als die
Polymerkettenlange ist.”71l Der Abstand zwischen den Ankergruppen benachbarter PEG-Ketten
und damit der Bedeckungsgrad bestimmt die Konformation der Liganden auf der
Partikeloberfliche. Der sogenannte Flory-Radius Rr ist der End-zu-End-Abstand nicht-
angebundener, geknaulter Polymere. Ist der Abstand D zwischen benachbarten Ankerpunkten
grofier als Rr ist die Bedeckungsdichte gering.l?6721 In diesem Fall iiberlappen die Polymere nicht
und treten kaum oder {iberhaupt nicht miteinander in Wechselwirkung.[!¥] Unter der Annahme,
dass keine attraktiven Wechselwirkungen zwischen den PEG-Ketten und der Oberflache
vorliegen, liegen die Ketten als gebundene willkiirliche Knduel in der sogenannten mushroom-
Konformation vor.? Nimmt die Polymerbedeckung zu und wird infolge D kleiner als Rr,
interagieren die Polymere miteinander. Da sich die PEG-Ketten in einem guten Losungsmittel - fiir
PEG stellt Wasser ein sehr gutes Losungsmittel darl”!l - abstofien, nehmen die Polymere eine von
der Oberflache ausgerichtete, gestreckte Anordnung ein, um die repulsiven Wechselwirkungen zu
minimieren.[!®] Folglich ist die Dicke der Polymerschicht in der brush-Konformation héher als in
der mushroom-Konformation.['®] Eine schematische Darstellung der brush- und mushroom-
Konformation ist zusammen mit der DLS-basierten Untersuchung der Konformation, in der sich
die an die Eisenoxid-Nanopartikel gebundenen Polymere befinden, unter 3.1.2.2 gezeigt.
Nanopartikel weisen ein grofies Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis und somit eine hohe Anzahl
reaktiver Oberflichenatome auf. Eine hohe Bedeckungsdichte ist daher nicht nur wichtig um den
Partikeln eine hohe Biorepulsivitit zu verleihen, sondern auch um Reaktionen an der
Partikeloberfliche zu verhinderten. Als Beispiel kann die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies genannt werden; hierauf wird im Rahmen der Toxizitatsuntersuchungen an den
PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikeln kurz eingegangen (3.1.3.2). Eine gestreckte Konformation

der angebundenen Polymere ist weiterhin wichtig, um die Zuganglichkeit der
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biofunktionalisierbaren Endgruppe zu gewahrleisten. In der mushroom-Konformation kann eine
erschwerte Zuganglichkeit der funktionellen Gruppe die Kopplungsreaktion erschweren oder
ganz verhindern.[?¢!

In dieser Arbeit erfolgte der Ligandenaustausch durch hydrophile Oberflachenmodifizierung der
Eisenoxid-Nanopartikel mit einem heterobifunktionellen PEG-Liganden. Abbildung 3.6 zeigt die
schematische Darstellung der PEG-stabilisierten FEisenoxid-Nanopartikel, sowie die
Strukturformel des zum Phasentransfer verwendeten Liganden. Der Ligand wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit in einer zweistufigen Synthese aus Polyethylenglykol-Monoacrylat

hergestellt.

funktionelle Endgruppe
hydrophiler Bereich

Phosphat-PEG

Eisenoxid-Nanopartikel

metallaffine Kopfgruppe

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung Polyethylenglykol-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel. Der hydrophile
Stabilisator bindet iiber die Phosphat-Ankergruppe fest an die Oberfliche der Eisenoxid-Nanopartikel (aus dieser
Darstellung geht die Bindungsform nicht hervor). Wasserloslichkeit, Biokompatibilitdt, kolloidale Stabilitdt und
Biorepulsivitdt werden durch die Ethylenglykol-Einheiten (CH:CH:0) vermittelt. Laut Herstellerangaben zum
Eduktpolymer (PEG-Monoacrylat), setzt sich der Ligand aus ~ 21 Ethylenglykol-Einheiten zusammen. Bei der
funktionellen Gruppe in der dufleren Sphére der Ligandenhiille, {iber welche eine Anbindung zielgerichteter Biomolekiile
erfolgen kann, handelt es sich um eine Hydroxylgruppe. Aufgrund der geringen Reaktivitét dieser Endgruppe muss der
Biofunktionalisierung eine Aktivierung dieser Einheit vorangehen.

Der Ligand weist eine stabile Phosphat-Ankergruppe auf, welche fest an die Partikeloberflache
binden und eine dichte Belegung der Teilchenoberflache ermdglichen kann. In fritheren Arbeiten
im Arbeitskreis Weller, an denen die Verfasserin beteiligt warl!82, sowie im Rahmen der
Diplomarbeit der Verfasserin!?l wurden bereits erfolgreich Phosphat-funktionalisierte PEG-
Liganden zum Ligandenaustausch eingesetzt. Im Arbeitskreis Weller erfolgte eine Untersuchung
des Effekts unterschiedlicher Kettenlangen des PEG-Liganden auf die Proteinresistenz, sowie auf
die unspezifische Phagozytose PEGylierter Eisenoxid-Nanopartikel. Die besten Ergebnisse
wurden fiir PEG mit einem mittleren Molekulargewicht von ~ 1100 g/mol erhalten; daneben
wurden Molekulargewichte von 350, 550 sowie 2000 g/mol untersucht.[’¥2 Da die Proteinabstoffung

bei gleichbleibender Oberflachendichte im Allgemeinen mit steigender Kettenlange zunehmen
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sollte, sind die erzielten Ergebnisse wahrscheinlich auf Unterschiede im Bedeckungsgrad
zuriickzufiithren. Der Bedeckungsgrad wurde im Rahmen der durchgefiihrten Studie nicht
untersucht. Da auch durch eine hohe Bedeckung mit kiirzeren PEG-Liganden eine effiziente
Stabilisierung erreicht werden kann, wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls PEG-Liganden
mit einem mittleren Molekulargewicht von etwa 1000 g/mol eingesetzt. Auch im Rahmen der
Diplomarbeit der Verfasserin®! wurden Phosphat-funktionalisierte PEG-Liganden mit
vergleichbarem Molekulargewicht zur Stabilisierung von Eisenoxid-Nanopartikeln vergleichbarer
Kerngrofie verwendet. Unter Beriicksichtigung der Herstellerangaben zum mittleren
Molekulargewicht des Acrylat-terminierten Eduktpolymers (~ 1000 g/mol) betrdgt die Anzahl der
Ethylenglykol-Einheiten ~ 21. In der in Abbildung 3.6 gezeigten Strukturformel wird die Anzahl
der sich weiderholenden Einheiten durch die ganze Zahl n” dargestellt. In Hinblick auf die unter
3.1.2.1 gezeigte NMR-Analytik der PEG-Liganden, erfolgt die Darstellung der Strukturformel von
diesen im Folgenden in einer anderen Form. Diese erlaubt eine genaue Zuordnung der im 'H-
NMR-Spektrum zu einem Signal fithrenden Protonen. Die Zahl n entspricht der Anzahl der
Ethylenglykol-Einheiten n’ aus Abbildung 3.6 abziiglich zwei Einheiten (vgl. Bezeichnung in
Abbildung 3.7). Das bifunktionalisierte Polymer weist neben der Phosphat-Ankergruppe eine
biofunktionalsierbare Endgruppe auf. Als fiir die Kopplungsreaktion relevante Gruppe fand die
Hydroxylgruppe Einsatz. Die Reaktivitat der terminalen Hydroxylgruppe ist allerdings so gering,
dass zur Anbindung an Biomolekiile eine Aktivierung erfolgen muss. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrte Aktivierungsreagenz-vermittelte Kopplung an MOC31 wird unter 3.2 beschrieben.
Dieses Kapitel der Arbeit wird unterteilt in die Synthese sowie umfassende Charakterisierung des
bifunktionellen PEG-Liganden (3.1.2.1) und in den Phasentransfer Olsdure-stabilisierter Eisenoxid-
Nanopartikel durch Ligandenaustausch mit vergleichender Charakterisierung der Partikel vor

und nach erfolgter Oberflachenmodifizierung (3.1.2.2).

3.1.2.1 Synthese und Charakterisierung der phosphorylierten Polyethylenglykol-Liganden

Der heterobifunktionelle PEG-Ligand wurde durch Endgruppenfunktionalisierung aus
kommerziell erhdltlichem Polyethylenglykol-Monoacrylat hergestellt. In Abbildung 3.7 ist das
Reaktionsschema dieser zweistufigen Umsetzung gezeigt. In einem ersten Schritt (I) wird am

Hydroxyl-terminierten Ende des Eduktpolymers durch Umsetzung mit Phosphoroxychlorid
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(POCl3) eine Phosphat-Ankergruppe eingefithrt. Die Synthese wird in Gegenwart von
Triethylamin (TEA) in Tetrahydrofuran (THF) bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Um die
Synthese von mono-Polyethylenglykol derivatisiertem Phosphat sicherzustellen wird die
Phosphor-Komponente im Uberschuss eingesetzt. Verbleibende P-Cl-Bindungen werden
anschlieffend hydrolysiert. Es ist nur die Strukturformel des Monoesters und nicht des Di- oder
Triesters gezeigt. In einem zweiten Schritt (II) erfolgt die Einfiihrung einer Hydroxylgruppe. Dies
erfolgt durch Umsetzung des Phosphat-funktionalisierten PEG-Monoacrylats mit Mercapto-
ethanol in einer Michael-Typ-Additionsreaktion. Die Umsetzung an der Acrylat-Einheit erfolgt
unter milden Reaktionsbedingungen mit N-Ethyldiisopropylamin als Katalysator. In friitheren
Arbeiten im Arbeitskreis Weller wurde die Michael-Typ-Synthese erfolgreich eingesetzt um Thiol-

funktionalisierte, tridentate PEG-Liganden zu erhalten.['%3]
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Abbildung 3.7: Reaktionsschema zur Synthese heterobifunktioneller Polyethylenglykol-Liganden. Die Synthese des
Liganden fiir die hydrophile Oberflichenmodifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel erfolgt in zwei Stufen aus
kommerziell erhiltlichem Polyethylenglykol-Monoacrylat. Im ersten Schritt erfolgt die Einfithrung einer Phosphatgruppe
durch Veresterung der Hydroxylgruppe des Polymers mit Phosphoroxychlorid. Letzteres wird dabei im Uberschuss
eingesetzt, um die Synthese von mono-Polyethylenglykol derivatisiertem Phosphat sicherzustellen. Es ist nur die
Strukturformel des Monoesters, der nach Hydrolyse der verbleibenden P-Cl-Bindungen durch Zugabe von Wasser
erhalten wird, gezeigt (I). Im zweiten Schritt erfolgt die Einfiihrung einer terminalen Hydroxylgruppe durch Umsetzung
der Acrylat-Einheit des phosphorylierten Polyethylenglykols mit Mercaptoethanol in einer Michael-Typ-Reaktion (II).

Abbildung 3.8 zeigt die 3P-NMR-Analytik des Polymers nach der im ersten Schritt durchgefiihrten
Veresterung der Hydroxylgruppe.

Phosphorsdureester des Polymers finden sich im 3P-NMR-Spektrum in einem Bereich um
~ 1 ppm.l16176 Das 3'P-NMR-Spektrum zeigt in diesem Bereich ein intensives Signal. Dies belegt die
Bildung von einem Phosphorsaureester. Aufgrund des im Uberschuss eingesetzten Phosphoroxy-
chlorids wird aus der NMR-Auswertung angenommen, dass es sich um das monoveresterte

Produkt handelt.
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Abbildung 3.8: ¥P-NMR- Analyse des Phosphat-funktionalisierten Polyethylenglykol-Monoacrylat-Polymers. Gezeigt

ist das 3'P-NMR-Spektrum in deuteriertem Chloroform. Das erhaltene *P-Spektrum weist ein charakteristisches,
intensives Signal in einem Bereich um ~ 1 ppm auf. Dies belegt die Bildung von einem Ester.

Die aus der ¥P-NMR-Analyse getroffene Annahme der Bildung des Monoesters konnte mittels
erganzender massenspektrometrischer Analytik bestdtigt werden. Es werden Signale in einem
breiten m/z-Bereich (m/z: Masse/Ladungsverhiltnis) bis zu 1565 mit einem Abstand von 44
gefunden. Das Erhalten mehrerer Signale ist darauf zuriickzufiihren, dass keine
Polymerisationsmethode verfiigbar ist, die monodisperse Polymere mit einem einzigen, scharf
definierten Molekulargewicht liefert. Stattdessen werden polydisperse Polymere und
entsprechend Verteilungen der Kettenlange und damit des Molekulargewichts erhalten. Die
Signale von Molekiilionen von PEG-Polymeren haben einen Abstand von 44/z[%; benachbarte
Signale unterscheiden sich um eine Monomereinheit. Die Ladung z der Ionen betréagt hier 1. In der
massenspektrometrischen Analyse werden daher Signale in einem Massenbereich (bis zu 1565 u)
gefunden, der dem Molekulargewicht des mono-Polyethylenglykol derivatisierten Phosphats
(~ 1100 g/mol) entspricht. Mittels 3P-NMR Analytik sowie massenspektrometrischer Analyse
konnte die Bildung des Phosphorsauremonoesters gezeigt werden.

Der Umsatz der Phosphatesterbildung kann iiber die 'H-NMR-Analyse quantifiziert werden.
Abbildung 3.9 zeigt das 'H-NMR-Spektrum des Polyethylenglykol-Monoacrylat-Polymers vor
und nach erfolgter Veresterung, sowie die Strukturformeln der Polymere mit Nummerierung
einiger Protonen. Diese Protonen fithren im Spektrum zu einem Signal, das nicht im Bereich der
Ethylenglykol-Einheiten (um ~ 3.6 ppm) des Polymer-Grundgeriists lokalisiert ist. In beiden
Spektren finden sich neben den dominanten Signalen der Ethylenglykol-Einheit die Signale der
beiden Esterprotonen. Diese sind bei ~ 4.3 ppm lokalisiert und mit 3 gekennzeichnet. Weiterhin

finden sich vor und nach Veresterung die charakteristischen Signale der Protonen des Acrylats.
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Diese liegen im Spektrum in einem Bereich von ~5.8-6.5 ppm und sind mit 1 und 2 gekennzeichnet.
Nach der Umsetzung mit Phosphoroxychlorid findet sich bei ~ 4.2 ppm ein Signal, welches durch
die zwei Protonen in alpha-Position zur Phosphat-Gruppe verursacht wird. Diese Protonen sind

in der Strukturformel sowie im 'H-NMR-Spektrum mit der romischen Eins gekennzeichnet.
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Abbildung 3.9: 'H-NMR-Spektren des Polyethylenglykol-Monoacrylat-Polymers vor und nach erfolgter
Phosphorylierung. Nach Veresterung mit Phosphoroxychlorid findet sich bei ~ 4.2 ppm ein zusétzliches Signal. Dieses ist
den beiden Protonen in alpha-Position zur Phosphatgruppe (in der Strukturformel und im NMR-Spektrum mit der
romischen Eins gekennzeichnet) zuzuordnen. Uber das Verhéltnis der Protonen in alpha-Position zur Phosphatgruppe
und denen der Methylengruppe in alpha-Position zum Ester-Sauerstoff (gekennzeichnet mit 3) kann der Umsatz der
Phosphorylierung mit ~ 70% angegeben werden. Mit Ausnahme des Protons der Hydroxylgruppe finden sich die Signale
der in den Strukturformeln nicht gekennzeichneten Protonen im Bereich der Ethylenglykol-Einheit (um ~ 3.6 ppm).

Zur Quantifizierung der Umsetzung wird das Signal der Methylengruppe in alpha-Position zum
Ester-Sauerstoff (~ 4.3 ppm) als Referenz verwendet; dieses hat ein Integral von 2. Der Umsatz der
Phosphorylierung kann iiber das Verhaltnis der beiden Protonen bei 4.3 ppm und denen der
Methylengruppe in alpha-Position zur Phosphat-Gruppe bei 4.2 ppm bestimmt werden. Bei
quantitativer Umsetzung wiirde das Verhaltnis 2:2 betragen. Das Integral der Protonen bei 4.2 ppm
betragt ~ 1.4. Dies entspricht einem phosphorylierten Anteil von ~ 70%. Das Phosphoroxychlorid
wurde in einem 1.5-fachen molaren Uberschuss eingesetzt. Bei diesem Uberschuss lag der
phosphorylierte Anteil in der Regel zwischen ~ 60-70%. Der Umsatz konnte durch Erhohung dieses

Uberschusses nicht weiter verbessert werden. Die nicht quantitative Veresterung konnte dadurch
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erklart werden, dass das Polymer in Losung ein statistisches Knauel bildet. Infolge konnte nur ein
reduzierter Anteil der terminalen Hydroxylgruppen fiir die Veresterung zur Verfligung stehen.
Eine vollstandige Umsetzung konnte durch Variation weiterer Reaktionsparameter, wie etwa eine
Erhohung der Reaktionszeit oder der Reaktionstemperatur, erreicht werden. Die Reaktionszeit
wurde im Vergleich zur Synthesevorschrift!””! und zu Synthesen von Phosphat-funktionalisierten
Polyethylenglykol-Methylether (mPEG), die im Rahmen friiherer Arbeiten im Arbeitskreis Weller
durchgefiihrt wurden!'¢1231821 (der Umsatz der Phosphorylierung wurde hier nicht bestimmt),
bereits von ~ drei auf ~ 18 Stunden verlangert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine weiteren
Variationen der Reaktionsparameter zur Erhoéhung der Ausbeute der Phosphorylierung
untersucht. Da das nicht Phosphat-funktionalisierte Polymer keine funktionelle Gruppe aufweist,
die stark an die Oberfliche der Eisenoxid-Nanopartikel bindet, ist eine Beeinflussung des
Ligandenaustausches durch dieses Polymer nicht zu erwarten. Die nicht quantitative Einfithrung
der Phosphat-Ankergruppe muss lediglich bei der Ermittlung des einzusetzenden
Ligandentiberschusses beriicksichtigt werden.

Im nachsten Schritt erfolgte die Umsetzung der Acrylat-Einheit des zuvor Phosphat-
funktionalisierten Polymers mit dem als Nukleophil dienenden Mercaptoethanol zur Einfithrung
einer Hydroxylgruppe. Die Charakterisierung des Liganden nach der Michael-Typ-
Additionsreaktion erfolgte zunachst mittels NMR-Spektroskopie. In Abbildung 3.10 sind die 'H-
NMR-Analytik sowie die Strukturformel des Phosphat-funktionalisierten Polymers vor sowie

nach erfolgter Umsetzung des Acrylat-Terminus gezeigt.
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Abbildung 3.10: 'H-NMR-Spektren des Polyethylenglykol-Polymers vor und nach erfolgter Michael-Typ-
Additionsreaktion an der Acrylat-Funktion. Nach Umsetzung der Acrylat-Einheit mit Mercaptoethanol verschwinden
die Signale im Bereich zwischen 5.8 ppm und 6.5 ppm, die den Protonen des Acrylats zuzuordnen sind, nahezu
vollstandig (im Spektrum sowie in der Strukturformel rot markiert). Gleichzeitig treten neue Signale im Bereich zwischen
2.6 ppm und 2.9 ppm auf. Diese kénnen den durch Umsetzung der Acrylat-Einheit mit Mercaptoethanol entstandenen
Alkylprotonen in alpha-Position zum Carbonyl-Sauerstoffatom sowie den Alkylprotonen der eingefiihrten Thioether-
funktion zugeordnet werden (im Spektrum sowie in der Strukturformel blau markiert).

Das nahezu vollstindige Verschwinden der Signale der Acrylat-Protonen im Bereich von
~ 5.8-6.5 ppm sowie das Auftreten der Signale zwischen ~ 2.6-2.9 ppm zeigen die erfolgreiche
Umsetzung des Polyethylenglykol-Monoacrylats zum Hydroxyl-terminierten Polymer. Die
Signale im Bereich von ~ 2.6-2.9 ppm sind den Alkylprotonen der eingefiihrten Thioetherfunktion
sowie den entstandenen Alkylprotonen in alpha-Position zum Carbonyl-Sauerstoffatom
zuzuordnen. Nach Umsetzung mit Mercaptoethanol liegt die Acrylat-Einheit noch zu ~ 5% vor. Es
werden wieder die Signale der Methylengruppe in alpha-Position zum Ester-Sauerstoff als
Referenz (Integral von 2) verwendet. Das Spektrum zeigt Verunreinigungen durch die als
Katalysator verwendete Base N-Ethyldiisopropylamin. Das tertidre Amin stort den
Ligandenaustausch nicht. Zu den Ankergruppen, welche eine hohe Bindungsstéarke zur Eisenoxid-
Nanopartikeloberfliche aufweisen, gehoren Sauerstoff-haltige Liganden wie etwa Carboxylate

und Phosphate, letztere bilden im Vergleich zu den Carboxylaten starkere Bindungen aus.[!221178]
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Anhand der 'H-NMR-Analytik kann die mittlere Zahl der Ethylenglykol-Einheiten des Phosphat-
funktionalisierten, Hydroxyl-terminierten PEG-Liganden ermittelt werden. Wird berticksichtigt,
dass auch die Signale der Methylengruppen in beta-Position zur Phosphat-Gruppe sowie zum
Ester-Sauerstoff als auch die Signale der Methylengruppe in alpha-Position zur Hydroxylgruppe
im Bereich um ~ 3.6 ppm liegen, wird aus der NMR-Analytik (der Wert des Integrals betragt ~ 78)
eine mittlere Anzahl von Ethylenglykol-Einheiten n” (siehe Abbildung 3.6) von 20 angenommen.
Diese Anzahl stimmt gut mit den Herstellerangaben iiberein. Laut diesen setzt sich der Ligand aus
einer mittleren Anzahl von ~ 21 Ethylenglykol-Einheiten zusammen. Die Kenntnis der Zahl der
Monomere erlaubt die Abschatzung der Dicke der PEG-Hiille in der mushroom- sowie der brush-
Konformation. Diese ist unter 3.1.2.2 im Rahmen der DLS-basierten Abschitzung der
Konformation der Polymere auf der Oberflache der Nanopartikel beschrieben.

Der Nachweis der Umsetzung am Acrylat-Terminus erfolgte nicht nur mittels NMR-Spektroskopie
sondern auch IR-spektroskopisch. Weiterhin wurden IR-Spektren vor sowie nach Phosphory-
lierung aufgenommen. Abbildung 3.11 zeigt die IR-spektroskopische Analyse des Eduktpolymers
(PEG-Acrylat) sowie der Liganden nach Phosphorylierung (Phosphat-PEG-Acrylat) und nach der
im Anschluss erfolgenden Michael-Typ-Additionsreaktion (Phosphat-PEG). Weiterhin sind die
Strukturformeln der Liganden dargestellt. Die IR-Spektren sind von 750-1800 cm™! sowie von 2600-
3750 cm ! gezeigt um die fiir die untersuchten Proben relevanten Banden iibersichtlicher zu zeigen.
In dem Bereich dazwischen finden sich keine Schwingungsbanden, die den Liganden zuzuordnen
sind, sondern lediglich Schwingungen von Kohlenstoffdioxid (Banden bei etwa 2340 cm™ und
2360 cm™). Weiterhin ist ein Ausschnitt der Spektren in dem Bereich zwischen 750 cm™ und

~1200 cm! gezeigt.
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Abbildung 3.11: IR-spektroskopische Analyse von PEG-Acrylat, Phosphat-PEG-Acrylat und Phosphat-PEG. Gezeigt
sind die IR-Spektren des Polyethylenglykol-Polymers vor (rot) und nach (schwarz) der Veresterung mit Phosphoroxy-
chlorid, sowie nach erfolgter Michael-Typ-Additionsreaktion (cyan) im Bereich von 750-1800 cm® sowie von
2600-3750 cm™. In dem Bereich zwischen 1800-2600 cm™ sind keine fiir die Liganden relevanten Signale vorhanden. Des
Weiteren sind ein Ausschnitt aus den Spektren im Bereich von 750 cm™ bis ~ 1200 cm™ und die Strukturformeln der
Polyethylenglykol-Polymere gezeigt. Die Spektren sind von den Ethylenglykol-Einheiten dominiert. Besonders intensiv
ist die charakteristische C-O-C-Schwingungsbande bei ~ 1100 cm™. Fiir die Phosphat-Gruppe charakteristische Banden
befinden sich in einem von der Polymereinheit dominierten Bereich. Daneben sind fiir die C=O-Schwingung der
Estergruppe charakteristische Banden im Bereich von ~ 1700 cm™ vorhanden. Die Umsetzung der Acrylat-Funktion in der
Michael-Typ-Addition zeigt sich in einer Verschiebung der Lage der C=O-Schwingungsbande. Des Weiteren ist das
Verschwinden der Banden zu beobachten, die fiir das CH>=CH-Strukturelement in Konjugation mit einer Carbonyl-
funktion typisch sind. Die nach Addition auftretende Bande bei ~ 780 cm™ ist vermutlich auf die C-S-Streckschwingung
der Thioetherfunktion zuriickzufiihren.

Die IR-Spektren aller Liganden sind stark von den Signalen der Ethylenglykol-Einheit dominiert.
Zundchst erfolgt daher eine Zuordnung der fiir die Polymereinheit charakteristischen
Schwingungsbanden. Die intensivste Bande dieser Einheit findet sich im IR-Spektrum bei einer
Wellenzahl von ~ 1100 cm™! und ist der C-O-C-Schwingung der Ethergruppe zuzuordnen. Weitere
fur die PEG-Kette charakteristische Banden finden sich bei Wellenzahlen von etwa 841 cm,
958 cm1, 1060 cm?, 1145 cm?, 1240 cm?, 1279 ecm?, 1342 ecm?, 1360 cm?, 1466 cm! (miit einer Schulter
bei ~ 1453 cm!) sowie bei 2880 cm™ (mit mehreren Schultern). Eine Ubersicht charakteristischer
Schwingungsmoden der Ethylenglykol-Einheit ist in Tabelle 3.1 gegeben. Es sind Schwingungstyp
und Wellenzahlbereich angegeben.
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Tabelle 3.1: Lage der fiir die Ethylenglykol-Einheit charakteristischen Schwingungsbanden im IR-Spektrum. Die
Zuordnung der Schwingungsmoden ist Matsuura et al.l® entnommen. Die Abkiirzung sym. beschreibt eine
symmetrische, die Abkiirzung asym. entsprechend eine asymmetrische Schwingungsform.

Schwingungstyp Wellenzahlbereich [cm™]
CH:-Streckschwingung (sym., asym.) 3000-2850
CH:-Beugeschwingung 1500-1450
CH:-Kippschwingung (sym.) 1420-1390
CH:-Kippschwingung (asym.) 1380-1320
CH:-Torsionsschwingung (sym.) 1310-1270
CH:-Torsionsschwingung (asym.) 1280-1230
CH:-Pendel-, C-O-C-, C-C-Streckschwingung 1160-810

Schwingungsbanden, die fiir die Phosphat-Gruppe charakteristisch sind, sollten in einem Bereich
zwischen 800-1300 cm!(!¥ Jiegen. Diese Banden treten in demselben Wellenzahlbereich wie einige
der intensiven Schwingungsbanden der Ethylenglykol-Einheit auf und werden daher von diesen
iiberlagert. Einige der Schwingungsmoden in diesem Bereich scheinen nach der Veresterung
verbreitert. Dies konnte auf die eingefiihrte Phosphat-Gruppe zuriickzufiihren sein. Die Liganden
vor sowie nach Phosphorylierung sind mittels IR-Spektroskopie allerdings nicht eindeutig zu
unterscheiden.

Aufler den Banden, die fiir die PEG-Kette charakteristisch sind, weisen die IR-Spektren der drei
Liganden auch alle eine intensive Bande im Bereich von ~ 1700 cm™ auf. Diese Bande ist
charakteristisch fiir die C=O-Schwingung der Estergruppe. Anhand der Lage der Carbonyl-
Adsorption im Spektrum ist eine Unterscheidung der Liganden vor und nach erfolgter Michael-
Typ-Reaktion moglich: Die Schwingungsbanden a-B-ungeséttigter Carbonylverbindungen sind
im Vergleich zu denen gesattigter infolge der mdglichen Delokalisierung der m-Elektronen und
damit der abnehmenden Bindungsstirke der Carbonylbindung zu niedrigeren Wellenzahlen
verschoben. Die Wellenzahl der Schwingung ist umso héher je stabiler und kiirzer die Bindung ist.
Die Schwingungsbande der Ester-Carbonylgruppe des Eduktpolymers sowie auch des Polymers
nach Phosphorylierung liegt im Spektrum um ~ 1723 cm und verschiebt sich nach Umsetzung der
Acrylat-Einheit in der Michael-Typ-Additionsreaktion zu einer Wellenzahl von 1733 cm. Die
Signale bei ~ 1190 cm™ sind wahrscheinlich der Schwingung der C-O-Einfachbindung der
Estergruppe zuzuordnen. Neben dem Verschieben der fiir die C=O-Schwingung der Estergruppe

charakteristischen Bande kann der Nachweis der Umsetzung der Acrylat-Einheit auch durch die
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Untersuchung des Verschwindens der Banden, die fiir das CH:=CH-Strukturelement in
Konjugation mit einer Carbonylfunktion typisch sind, erfolgen. Beim Eduktpolymer sowie beim
phosphorylierten Liganden mit intaktem Acrylat-Terminus finden sich im IR-Spektrum Banden
bei Wellenzahlen von 1635 cm?, 990 cm™ sowie 810 cm; diese konnen Schwingungen der
Vinylgruppe in alpha-Position zu einer Carbonylgruppe zugeordnet werden.[81881 Das
Verschwinden dieser charakteristischen Schwingungsbanden deutet auf eine nahezu vollstandige
Umsetzung der Acrylat-Funktion hin. Das sehr schwache Signal bei ~ 885 cm!, das nur bei den
beiden ungesattigten PEG-Liganden auftritt, ist vermutlich ebenfalls auf eine Acrylat-Schwingung
zuriickzufiihren. Nach Umsetzung der Acrylat-Einheit mit Mercaptoethanol weist das Spektrum
ein Signal bei ~ 780 cm auf, welches auf eine Schwingung der entstandenen Thioether-Bindung
hindeutet. Die IR-spektroskopische Charakterisierung bestatigt zusatzlich zur NMR-Analytik die
erfolgreiche Synthese Hydroxyl-terminierter PEG-Liganden mittels Michael-Typ-Reaktion.

Die IR-Spektroskopie wurde im Rahmen dieser Arbeit auch genutzt, um die
Oberflachenbeschaffenheit der Nanopartikel nach der Hochtemperatursynthese sowie nach der
Oberflachenmodifizierung genauer zu charakterisieren. Diese Charakterisierung erfolgte z.B. in
Hinblick auf die Fragestellung, ob der Ligandenaustausch quantitativ durchgefiihrt werden
konnte. Die Ergebnisse dieser vergleichenden IR-spektroskopischen Untersuchungen sind unter
3.1.2.2 gezeigt. Eine IR-Analytik konnte auch in Hinblick auf eine Untersuchung der Umsetzung
der Acrylat-Einheit nach Anbindung der PEG-Liganden an die Partikeloberfldche interessant sein.
Dies konnte von Interesse sein, wenn eine terminale Funktionalitét eingefiihrt werden soll, die eine
Inkompatibilitdt mit dem spateren Herstellungsprozess der PEGylierten Nanopartikel aufweist.
Eine funktionelle Gruppe, wie zum Beispiel eine Carboxylgruppe, die eine Affinitat zur
Partikeloberflache aufweist, kann durch Interaktion mit der Partikeloberfliche im Verlauf des
Ligandenaustausches zur Verbriickung individueller Teilchen und damit zur Bildung von
Aggregaten fithren. In diesem Fall konnte die gewiinschte finale Funktionalitdt nach Anbindung
an die Partikeloberfliche durch eine Michael-Typ-Additionsreaktion am Acrylat-Terminus
eingefiihrt werden. Allerdings kann keine NMR-Analytik der Umsetzung erfolgen, da die
Eisenoxid-Nanopartikel in NMR-Spektren aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften eine starke
Signalverbreiterung bewirken. Mittels IR-Spektroskopie der freien Liganden konnte die
Umsetzung der Acrylat-Einheit gezeigt werden. In Hinblick auf die Durchfithrung der Michael-

Addition nach PEGylierung der Nanopartikel ware zu kldren, ob eine Unterscheidung der PEG-
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Liganden nach Anbindung an die Partikeloberfldche tiberhaupt moglich ware. Diese Fragestellung
wird im Rahmen der IR-spektroskopischen Charakterisierung der PEG-stabilisierten Eisenoxid-

Nanopartikel berticksichtigt.

3.1.2.2 Ligandenaustausch an Olsédure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln sowie

vergleichende Untersuchung der Nanopartikel vor und nach Oberflichemodifikation

Fiir Anwendungen in der Biomedizin muss die Oberflache der in Hochtemperatursynthesen
hergestellten und somit hydrophoben Nanopartikel in einem zweiten Schritt modifiziert werden.
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte der Transfer in wassrige Losung durch Ligandenaustausch mit
einem Phosphat-funktionalisierten, Hydroxyl-terminierten PEG-Liganden. Abbildung 3.12 zeigt
eine schematische Darstellung der Oberflichenmodifikation an den Olsdure-stabilisierten
Eisenoxid-Nanopartikeln. Der Austausch wurde mit einem ~ 30000 molaren Uberschuss des
Polymers bei ~ 64 °C durchgefiihrt. Der Uberschuss ist bezogen auf die eingesetzte Menge an
Olsdure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Die Stoffmenge wurde niherungsweise unter der
Annahme von Spharizitiat der Partikel und der Dichte von Magnetit (0: 5.2 g/cm?) ermittelt. Der
hohe Uberschuss des hydrophilen PEG-Liganden sowie die hohe Affinitit der Phosphat-
Ankergruppe zur Eisenoxid-Oberflache begiinstigen einen vollstaindigen Austausch der
schwicher-gebundenen Olsaure sowie eine dichte Belegung der Oberflache mit dem Polymer. Eine
hohe Bedeckungsdichte ist entscheidend fiir eine hohe Stabilitdt der Nanopartikel sowie fiir die
Zuganglichkeit der terminalen Hydroxylgruppe. Bei geringer Bedeckungsdichte bilden die
gebundenen Polymere ungeordnete Knduel, was die Zuganglichkeit der funktionalisierbaren
Endgruppe erschweren kann.?¢! Unter diesen Umstianden konnte die unter 3.2 beschriebene
Anbindung des anti-EpCAM Antikérpers MOC31 an die PEGylierten Nanopartikel erschwert oder

verhindert werden.
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des Ligandenaustausches zur hydrophilen Oberflichenmodifizierung
Olsiure-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel mit Polyethylenglykol-Liganden. Die Synthese Polyethylenglykol-
stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte durch Vermischen der Olséure-stabilisierten Partikel mit einem sehr hohen
Uberschuss des Phosphat-funktionalisierten, Hydroxyl-terminierten Polymers bei ~ 64 °C. Die Phosphat-Gruppe weist
zur Eisenoxid-Oberflache im Vergleich zur Carboxylgruppe des nativen Liganden eine hohere Affinitat auf.*'1781 Daher
kann letzterer ausgetauscht werden. Die feste Bindung der Phosphat-Gruppe des im Uberschuss eingesetzten Polymers
kann eine vollstindige Verdriangung der Olsaure erlauben und so zu einer hohen Oberflichendichte der Polymere auf
der Oberfliche der Eisenoxid-Nanopartikel fiihren. Eine dichte PEG-Hiille verhindert Aggregation und verleiht den
Partikeln eine hohe Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen. Die terminale Hydroxylgruppe dient der spateren
Funktionalisierung der Nanopartikel.

Nach dem Ligandenaustausch wurden die Oberflichen-modifizierten Nanopartikel durch Zugabe
von n-Hexan als Fallungsmittel sedimentiert und der Uberstand wurde durch Zentrifugation
abgetrennt. Nach Trocknen im Stickstoffstrom wurden die Nanopartikel in Wasser resuspendiert.
Es konnten klare wassrige, kolloidale Losungen ohne Anzeichen von Ablagerungen erhalten
werden. Nach weiterer Aufreinigung - zur Entfernung von Resten von nicht an die Partikel
koordinierten, iiberschiissigen Stabilisatoren - blieben die Suspensionen der PEGylierten Partikel
unverdndert klar. Es wurden keine Anzeichen von Sedimenten gefunden.

Um die Partikel zu charakterisieren und somit den Erfolg des Phasentransfers zu untersuchen,
wurden standardmaflig DLS- sowie teilweise auch TEM-Messungen durchgefiihrt. In Abbildung
3.13 sind TEM-Aufnahmen derselben Vergrofierung von Eisenoxid-Nanopartikeln (SPIO,
superparamagnetic iron oxide nanoparticle) vor sowie nach dem Ligandenaustausch gezeigt. Weiterhin
sind reprasentative DLS-Profile Olsiure-stabilisierter Partikel in Chloroform sowie PEGylierter

Partikel in Wasser gezeigt.
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Abbildung 3.13: TEM-Analytik sowie DLS-Profile von Eisenoxid-Nanopartikeln vor und nach erfolgtem
Ligandenaustausch mit Phosphat-funktionalisiertem Polyethylenglykol. Es sind TEM-Aufnahmen (links) sowie die
intensititsgewichtete GroBenverteilung aus den DLS-Messungen (rechts) fiir Olsaure-stabilisierte Partikel in Chloroform
sowie fiir Polyethylenglykol-stabilisierte in Wasser gezeigt. Anhand der TEM-Aufnahmen sind keine Unterschiede
beziiglich der Morphologie oder Hinweise auf vorhandene Aggregate zu erkennen. Die DLS-Messungen zeigen wie
erwartet eine Verschiebung der Groienverteilung in Folge der Stabilisierung der Partikel mit Polyethylenglykol. Es wird
eine Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers von 16 nm auf 26 nm beobachtet. Das DLS-Profil zeigt weiterhin
nur einen schmalen Peak. Dies belegt einen Austausch unter Erhalt einer engen Teilchengréflenverteilung ohne die
Bildung von Aggregaten.

Die TEM-Analyse liefert keinen Hinweis auf das Vorhandensein von Aggregaten. Die PEG-
stabilisierten Partikel liegen ebenso wie die hydrophoben Partikel separiert und homogen verteilt
auf dem Probentrager vor. Diese Ergebnisse deuten auf einen erfolgreichen Phasentransfer der
Nanopartikel. Der hydrodynamische Durchmesser der Nanopartikel ist ein entscheidender Faktor
fiir biomedizinische Anwendungen; die Zirkulationszeit im kardiovaskuldren System und infolge
die Bioverteilung und somit der Wirkungsort der Partikel zeigen eine starke Grofsenabhangigkeit
(2.1.1, 2.1.2). Die Charakterisierung mittels dynamischer Lichtstreuung ermdoglicht Aussagen tiber
die mittlere hydrodynamische Grofie der Kolloide sowie die Teilchengrofienverteilung. Da
intensitatsgewichtete DLS-Messungen sehr empfindlich auf einzelne Aggregate oder grofle
Partikel reagieren, kann diese Analytik genutzt werden um solche Kontaminationen bereits in
geringen Konzentrationen zu detektieren.l'”] Die intensitdtsgewichteten DLS-Messungen zeigen
eine Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers durch die Oberflachenmodifikation von
16 nm (hydrodynamischer Durchmesser der Olsaure-stabilisierten Partikel) auf 26 nm. Anders als
bei den Olséure-stabilisierten Partikeln entspricht die Zunahme durch die PEG-Hiille nicht einfach
der Summe des anorganischen Kerns (10.5 nm) und der zweifachen Linge der Oberflachen-
molekiile sondern ist komplizierter. Die Grofle hiangt stark von der Konformation der PEG-

Molekiile auf der gekriimmten Partikeloberfliche ab.l'”?l Die DLS-basierte Abschédtzung der
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Konformation erfolgt mit Methoden der Polymerphysik und wird an anderer Stelle dieses Kapitels
gezeigt. Nach der hydrophilen Oberflachenmodifikation wird weiterhin nur ein einziger, schmaler
Peak im DLS-Profil erhalten. Die Peak-Breite nimmt durch die Oberflichenmodifikation von
~5nm auf ~ 9 nm zu. Die mittels intensitatsgewichteter DLS-Messung bestimmte geringe Zunahme
des mittleren hydrodynamischen Durchmessers sowie das DLS-Profil zeigen die Homogenitat der
PEGylierten Nanopartikel; es werden keine Hinweise auf grofiere Partikel oder Aggregate
erhalten. Anhand der TEM- sowie DLS-Analytik wurde darauf geschlossen, dass der Liganden-
austausch unter Erhalt der Kerngrofle und der Morphologie sowie unter Erhalt einer engen
Teilchengrofienverteilung und somit unter Verhinderung von Aggregatbildung durchgefiihrt
werden konnte.

Der footprint ist die mittlere Flache, die von einem Liganden auf der Nanopartikeloberfldche
besetzt wird und gibt somit einen Hinweis auf die maximal mogliche Bedeckungsdichte. Je kleiner
der footprint, desto hoher ist die erreichbare Bedeckungsdichte. Der footprint hangt auf einer
gegebenen Partikeloberfliche zundchst von der Ankergruppe ab; mehrzdhnige Liganden weisen
einen hoheren footprint auf als entsprechende einzahnige.['*11 Der footprint hangt aber auch von
der Molekiilstruktur (etwa verzweigt oder linear) und dem Molekulargewicht des Liganden ab.
Beides bestimmt den Platzanspruch auf der Oberflache. Im Folgenden wird die Frage erortert, ob
die eingesetzte Ligandenmenge pro Partikel ausreichend ist, um eine hohe Bedeckungsdichte mit
Polymer zu erreichen. Bezogen auf die Stoffmenge an Eisenoxidnanopartikeln wurde ein ~ 30000-
facher molarer Uberschuss des PEG-Liganden eingesetzt. Der footprint der im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten Phosphat-funktionalisierten PEG-Liganden ist nicht bekannt. Fir n-
Alkanthiole auf Goldsubstraten betragt der footprint ~ 0.22 nm?¢71%, fiir Thiol-funktionalisierte
PEG-Liganden (5000 g/mol) auf Goldoberflachen betragt der footprint bereits ~ 0.35 nm?2!38l. Unter
der Annahme eines footprints von 0.35 nm? wiirden ~ 1100 der Phosphat-funktionalisierten PEG-
Liganden pro Eisenoxid-Nanopartikel (~ 11 nm Durchmesser, Oberflache: 380 nm?) binden. Nicht
alle Liganden weisen so hohe Bedeckungsdichten auf.?! Der Platzanspruch eines Phosphat-
funktionalisierten PEG-Liganden sollte hoher sein als der Anspruch eines entsprechenden Thiol-
funktionalisierten PEG-Liganden. Der im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte ~ 30000-fache molare
Ligandentiberschuss sollte daher ausreichend sein, um eine vollstindige Verdriangung der Olséure

sowie eine hohe Bedeckungsdichte zu erreichen.
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Eine hohe Bedeckungsdichte mit dem Polyethylenglykol-Liganden ist essentiell fiir eine hohe
kolloidale Stabilitdt sowie fiir eine effiziente Proteinresistenz. Die Bedeckungsdichte bestimmt die
Konformation der Polymere auf der Partikeloberfliche (3.1.2). Abbildung 3.14 zeigt eine
schematische Darstellung der mushroom- sowie brush-Konformation. Wie ersichtlich ist die Dicke
der Polymerschicht in der brush-Konformation hoher als in der mushroom-Konformation. Damit
sollte die bei hoher Bedeckungsdichte eingenommene gestreckte Konformation zu hdéheren

hydrodynamischen Durchmessern fithren.

D>F D<F

| mushroom-Konformation | | brush-Konformation |

Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der mushroom- und der brush-Konformation. In Abhingigkeit der Dichte
auf der Nanopartikeloberfliche nehmen die PEG-Ketten unterschiedliche Konformationen ein. Ist der der Abstand D
zwischen den Ankerpunkten benachbarter Polymere grofser als der Flory-Radius R ist die Oberflachendichte gering.[2672!
Die Polymere liegen als gebundene statistische Knduel in der mushroom-Konformation vor. Nimmt die
Polymerbedeckung zu (D < Rr) werden die PEG-Ketten infolge der repulsiven Wechselwirkungen zwischen den PEG-
Monomeren in die ausgedehnte brush-Konformation gezwungen; die Dicke der Ligandenhiille nimmt entsprechend
zu.261%1 Abbildung nach!**!

Im Folgenden wird untersucht, ob auf Grundlage der mittels DLS-Messung bestimmten Zunahme
des hydrodynamischen Durchmessers durch die PEG-Hiille Riickschliisse auf die Konformation
der PEG-Liganden und damit auf die Bedeckungsdichte gezogen werden konnen. Mittels
statistischer TEM-Grofsenanalytik wurde fiir die Eisenoxid-Nanopartikel ein mittlerer
Kerndurchmesser von 10.5 nm ermittelt. Der aus der Intensitdtsverteilung bestimmte
hydrodynamische Durchmesser der PEGylierten Nanopartikel betrdgt 26 nm. Bezogen auf den
mittels statistischer TEM-Analyse ermittelten Kerndurchmesser betrdgt die Grofienzunahme
durch die PEG-Hiille demnach 15.5 nm. Anhand der NMR-Analytik wurde fiir den PEG-Liganden
eine mittlere Anzahl von Ethylenglykol-Einheiten von ~ 20 angenommen. Durch die Kenntnis der
Zahl der Monomereinheiten kann die Dicke L der PEG-Hiille in der mushroom- und brush-

Konformation nach Hilll berechnet werden. In der mushroom-Konformation gilt:
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L ~ Nwmono®® - .1 In der brush-Konformation gilt: L ~ 0.42Nwmono - LU Jede statistische
Monomereinheit Nmono setzt sich aus naherungsweise 1.6 PEG-Monomeren zusammen.!*!! Nvono
betragt somit ~ 13. Mit einer Kuhn-Lange I« fiir PEG von 0.7 nm["*! betrdgt die Dicke der PEG-
Hiille bei 20 Monomereinheiten in der mushroom-Konformation ~ 3.3 nm und in der brush-
Konformation ~ 3.8 nm. Dies entsprache einer Zunahme des Durchmessers von ~ 6.6-7.6 nm. Die
beobachtete Zunahme des Durchmessers durch die PEGylierung betragt 15.5 nm und ist damit
sogar deutlich grofler als die theoretische Abschatzung fiir die ausgestreckte Konformation.
Unabhéngig hiervon konnten die beiden Konformationen, aufgrund des durch die geringe
Monomerzahl bedingten, relative geringen Unterschieds in der Dicke der Polymerschicht von
~ 1 nm, mittels DLS-Messung nicht unterschieden werden.

Uber die durch die PEG-Hiille bedingte Grofenzunahme kann kein Riickschluss auf die
Konformation der Liganden auf der Partikeloberfliche und somit auf den Bedeckungsgrad
gezogen werden. Da die Stabilitdt der Nanopartikel immer davon abhédngt wie vollstandig die
Bedeckung mit Liganden ist und wie dicht die Liganden bei vollstiandiger Bedeckung gepackt
sind['®, konnten Stabilitdtsuntersuchungen an den PEGylierten Nanopartikeln (3.1.3.3) Hinweise
auf die Bedeckungsdichte liefern.

Im Folgenden wurde die Reproduzierbarkeit der Oberflichenmodifikation untersucht. In
Abbildung 3.15 sind die mittels dynamischer Lichtstreuung gemessenen hydrodynamischen
Durchmesser und Standardabweichungen (die reprasentierten Daten stellen jeweils den
Mittelwert aus drei Messungen dar) fiir neun Chargen PEGylierter Partikel gezeigt. Die
Oberflachenmodifikationen erfolgten mit derselben Liganden-Charge sowie mit derselben Charge
Olsdure-stabilisierter Partikel (Kerndurchmesser: 10.5). Am Beispiel von drei Chargen ist weiterhin

die intensitatsgewichtete Verteilung der hydrodynamischen Grofie gezeigt.
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Abbildung 3.15: Charakterisierung mehrerer Chargen Polyethylenglykol-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel
mittels DLS. Gezeigt sind die mittleren hydrodynamischen Durchmesser und Standardabweichungen
(Standardabweichung vom mittleren Durchmesser als Fehlerbalken) verschiedener Partikelchargen, die nach dem
gleichem Protokoll synthetisiert wurden (links). Am Beispiel von drei Chargen sind intensititsgewichtete
Grofsenverteilungen (rechts) gezeigt. Die einzelnen Chargen weisen vergleichbare hydrodynamische Durchmesser auf.
Im Mittel betrédgt dieser ~ 27 +/- 1.3 nm, die Schwankung des Duchmessers liegt bei ~ 5%. Die Peak-Breiten im DLS sind
fiir alle Chargen schmal. Im Mittel betrdgt die Breite ~ 9.4 +/- 0.7 nm. Die représentativen intensitatsgewichteten
Grolenverteilungen zeigen zusétzlich die vergleichbare enge Teilchengrofienverteilung. Die Charakterisierung mittels
DLS zeigt die Reproduzierbarkeit der Oberflichenmodifizierung.

Bezogen auf den mittels statistischer TEM-Analyse ermittelten mittleren Kerndurchmesser von
10.5 nm liegt die Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers nach PEGylierung in einem
engen Bereich von ~ 15-19 nm. Im Mittel betrdgt der hydrodynamische Durchmesser der
verschiedenen Chargen PEGylierter Nanopartikel ~ 27 nm +/- 1.3 nm. Die Durchmesser schwanken
somit um ~ 5%. Im Mittel weisen die Groflenverteilungen eine Breite von ~ 9.4 +/- 0.7 nm auf. Die
vergleichbare enge Grofienverteilung wird zusédtzlich am Beispiel der intensitatsgewichteten DLS-
Profile von drei Chargen Oberflichen-modifizierter Partikel gezeigt. Die reprasentativen Profile
zeigen die Homogenitédt der PEGylierten Nanopartikel.

Die Oberflachenmodifikation wurde auch mit verschiedenen Liganden-Chargen sowie mit
verschiedenen Chargen Olsdure-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel ~durchgefiihrt. Der
Austausch konnte unter Erhalt einer engen Teilchengrofienverteilung durchgefiihrt werden. Zum
Teil wurden PEG-stabilisierte Partikel mit etwas groieren hydrodynamischen Durchmessern und
im Vergleich breiteren Grofienverteilungen erhalten: Beispielsweise wurden durch Liganden-
austausch an Olséure-stabilisierten Partikeln mit einem Kerndurchmesser von 10.9 +/- 0.5 nm
PEGylierte Partikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser von ~ 40 nm erhalten. Das DLS-

Profil weist einen relativ schmalen Peak (Peak-Breite: ~ 18 nm) auf und zeigt damit keinen Hinweis
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auf eine verstarkt stattfindende Aggregatbildung. Auch weitere Untersuchungen zu den
kontrastgebenden Eigenschaften deuten nicht auf das Vorhandensein von Aggregaten. Auf die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wird an spaterer Stelle dieser Arbeit eingegangen (3.1.3.1).
Durch den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Ligandenaustausch konnten Olsdure-
stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel somit unter Erhalt einer engen Grofienverteilung in PEG-
stabilisierte Partikel {iberfiihrt werden.

Im Anschluss an die Standardanalytik der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel mittels DLS
- sowie teilweise zusatzlich mittels TEM - wurden einzelne Chargen der PEG-stabilisierten Partikel,
die durch Oberflachenmodifizierung Olsdure-stabilisierter Partikel derselben Charge erhalten
wurden, kombiniert. Die anschliefsende Analytik der kombinierten Ansétze zeigt unverandert die
Qualitat der PEGylierten Partikel.

Um die Oberflachenbeschaffenheit der Eisenoxid-Nanopartikel nach erfolgter Oberflachen-
modifikation zu charakterisieren wurden IR-Spektren aufgenommen. In Hinblick auf die
Fragestellung, ob der Austausch quantitativ durchgefiihrt werden konnte, erfolgte zunéchst eine
genaue IR-spektroskopische Untersuchung der Olsdure-stabilisierten Partikel. Hierzu wurden
Vergleichsspektren der freien Stabilisatoren aufgenommen. Abbildung 3.16 zeigt die IR-Spektren
des freien Liganden sowie der Olsaure-stabilisierten Partikel in einem Bereich von 525-1850 cm'!
und von 2750-3100 cm™ - in dem Bereich dazwischen finden sich lediglich Schwingungen von
Kohlenstoffdioxid - sowie eine Ausschnittsvergrofierung des Spektrums der Nanopartikel im
Bereich zwischen 1350 cm™ und ~ 1830 cm™. Weiterhin sind mogliche Bindungsformen der
Carboxylatgruppe an die Oberfliche der Eisenoxid-Nanopartikel dargestellt. Es sind drei
Koordinationsformen unterscheidbar.[331%2l Dije deprotonierte Carboxylgruppe kann als
einzahniger oder zweizdhniger Ligand fungieren. Die monodentate Koordination fiihrt zu einer
Ester-dhnlichen Bindungsform.['33l Im Fall einer bidentaten Koordination ist zwischen einer
mononuklearen und einer heteronuklearen Form zu unterscheiden. Im ersten Fall binden die
beiden Sauerstoffatome chelatisierend an ein Metallzentrum, im zweiten Fall verbriicken die

beiden Sauerstoffatome zwei Eisen-Atome.
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Abbildung 3.16: IR-Spektren von Olsiure sowie von Olsiure-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Gezeigt sind die
IR-Spektren von Olsaure (schwarz) sowie von Olsdure-stabilisierten Partikeln (griin) im Bereich von 525-1850 cm'! sowie
von 2750-3100 cm™ (links). In dem Bereich dazwischen sind keine fiir die untersuchten Proben relevanten Signale
vorhanden. Des Weiteren sind ein Ausschnitt aus dem Spektrum der Partikel im Bereich von 1350-1830 cm (rechts oben),
sowie die moglichen Bindungsformen der Carboxylatgruppe an die Partikeloberflache (rechts unten) gezeigt. Im Verlauf
der Partikelsynthese findet zum Teil eine cis/trans-Isomerisierung der Doppelbindung der Olséure statt. Im Spektrum der
Olséure-stabilisierten Partikel treten in Folge der Bindung an die Partikeloberfliche neue Schwingungsbanden auf, die
auf eine bidentat mononukleare sowie monodentate Koordination weisen. Die Bande bei ~ 1630 cm™ kann nicht eindeutig
einer Bindungsform zugeordnet werden. Sie konnte neben der C=O-Valenzschwingung bei monodentater Koordination
auch auf die asymmetrische CO>-Valenzschwingung bei bidentat verbriickender Koordination deuten.

Zunichst wird das IR-Spektrum der freien Olsdure genauer betrachtet. Bei Olséure handelt es sich
um eine einfach ungesattigte, aliphatische Carbonsdure der Summenformel CisHzO2. Die
Strukturformel ist Abbildung 3.3 sowie 3.12 zu entnehmen. Die Banden im Bereich von
~2853-2956 cm™! sowie bei ~ 1462 cm™ und ~ 722 cm! koénnen auf Schwingungen der Alkylgruppen
zuriickgefiihrt werden.[131%] Die Bande bei 3005 cm ist der C-H-Valenzschwingung der cis-
konfigurierten Doppelbindung zuzuordnen.[31%-1%1 Fiir die Carboxylgruppe charakteristische
Schwingungen finden sich in einem Bereich zwischen ~ 1000-2000 cm!. Die intensive Schwingung
der Saure-Carbonylgruppe liegt bei einer Wellenzahl von ~ 1710 cm™. Die Bande bei 1412 cm'!
sowie die Banden im Bereich von 1220-1284 cm! weisen auf COH- sowie C-O-Schwingungen
hin.[%I Eine weitere charakteristische Schwingungsbande ist die Bande bei ~ 935 cm!, welche der
Deformationsschwingung von Carbonsdure-Dimeren zuzuordnen ist.[1%6199200l Nach Koordination
der Olsdure an die Eisenoxid-Nanopartikel zeigt sich im IR-Spektrum eine breite, intensive Bande
bei ~ 577 cm?, die fiir die Fe-O-Schwingung des anorganischen Kerns charakteristisch

ist.[175186,195200] Die Spektren der freien sowie der an die Nanopartikel gebundenen Olsdure zeigen
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unverandert die fiir die Alkylgruppen charakteristischen Schwingungen im Bereich von ~ 2853-
2956 cm!, die Bande bei 722 cm! wird nach Koordination an die Nanopartikel durch die intensive
Schwingungsbande des Eisenoxid-Kerns iiberlagert. Die Schwingungsbande bei ~ 935 cm™! der
achtgliedrigen Olsaure-Dimere ist in Konjugation mit den Nanopartikeln nicht mehr vorhanden.
Eine Anbindung der Olsdure an die Oberfliche der Partikel verhindert die Ausbildung von
intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen. In diesem Wellenzahlbereich treten im IR-
Spektrum der Nanopartikel zwei Schwingungsbanden auf: Eine Bande bei ~ 892 cm’, die
vermutlich der C-C-Valenzschwingung zugeordnet werden kann!"lund im Spektrum der freien
Saure lediglich durch Schwingungen der Dimere iiberlagert wird. Die andere Bande bei
~ 966 cmist auf C-H-Deformationsschwingungen trans-substituierter Alkene zuriickzufiihren!
und deutet auf eine im Verlauf der Partikelsynthese zum Teil erfolgende Isomerisierung der
Alkylketten hin; aus der Oleylform (cis) in die Elaidinform (trans). Diese Konformationsanderung
der Olsdure wahrend Nanopartikelsynthesen bei hohen Temperaturen ist bereits
literaturbekannt.® Die Anderung konnte sich aus einer besseren Packungsmdglichkeit ergeben.
Die schwach ausgepragte C=O-Schwingungsbande der Sauregruppe bei ~ 1710 cm! deutet auf eine
Physisorption: Olséure kénnte in einer zweiten Schicht in ihrer protonierten Form {iber Van-der-
Waals-Wechselwirkungen zwischen Alkylketten an eine erste chemisorbierte Olsdure-Schicht
binden. Die Ausbildung einer Doppelschicht basierend auf hydrophoben Interaktionen zwischen
Alkylketten wurde bereits von Sahoo et al.l'78 beschrieben. Im Folgenden wird untersucht, ob evtl.
auch Informationen iiber die Art der Bindung der Olsidure an die Partikeloberfliche erhalten
werden konnen. Bei monodentater Koordination wiirde sich die Lage der C=O-Valenzschwingung
zu niedrigeren Wellenzahlen verschieben.?12021 Mit der Bindung des anderen Carboxyl-
Sauerstoffs an die Metalloxid-Oberflache ist eine Schwachung der Doppelbindung verbunden.
Hinweise auf eine monodentate Koordination kann evtl. die nach Koordination an die
Partikeloberfliche auftretende Schwingungsbande bei 1045 cm liefern, welche der C-O-Fe-
Schwingung zugeordnet werden konnte. Die Bande bei 1630 cm konnte ebenfalls auf eine
monodentate Koordination hindeuten. Sie konnte der nach Koordination zu niedrigeren
Wellenzahlen verschobenen C=0-Valenzschwingung zugeordnet werden. Weiterhin kann Olsaure
als zweizdhniger Ligand binden. Roonasi et al.2%! fanden nach Anbindung von Olsdure an die
Oberflache von Eisenoxid-Nanopartikeln zwei Banden bei 1529 cm™ und 1430 cm!, welche einer

asymmetrischen und symmetrischen Schwingung der Carboxylatgruppe bei bidentat
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mononuklearer Koordination zugeordnet wurden. Entsprechende Banden (~ 1430 cm sowie
~ 1525 cm?) konnten auch im IR-Spektrum der Olsdure-stabilisierten Nanopartikel gefunden
werden, wobei die Bande bei ~ 1430 cm! stark mit der Alkylgruppenschwingung im Bereich von
~ 1462 cm tiberlagert. Unter Beriicksichtigung der Literaturdaten wird eine bidentat
chelatisierende Anbindung angenommen. Eine Unterscheidung zwischen mono- und
heteronuklear ist anhand der Wellenzahldifferenz zwischen asymmetrischer und symmetrischer
Schwingung moglich: Fiir die mononukleare Koordination ist die Differenz kleiner als fiir nicht-
adsorbiertes Oleat (~ 135 cm™12%), fiir die heteronukleare Koordination gilt Umgekehrtes.l2!l Die
Schwingungsbande bei 1630 cm™ konnte somit auch einen Hinweis auf eine bidentat verbriickende
Koordination (A ~ 200 cm™) liefern.

Die Schwingungsbanden im IR-Spektrum der Olsdure-stabilisierten Partikel, welche koordinativ
gebundener Olsdure zugeordnet wurden, fanden sich auch nach weiterer Aufreinigung (nach
sechsmaliger, statt routinemaflig dreimaliger Fallung). Lediglich die Schwingungsbande bei
~1710 ecm™, welche auf physisorbierte und damit schwicher gebundene Olsdure deutet, nimmt bei
wiederholten Fallungsschritten ab. Auch ein Vergleich zweier Chargen Olsiure-stabilisierter
Partikel nach routineméafligem Fallen zeigte vergleichbare IR-Spektren. Die Schwingungsbanden
bei ~ 1045 cm™, ~ 1430 cm, ~ 1525 cm! und ~ 1630 cm sollten somit wie angenommen einer
Bindung der Olséure iiber die Carboxylatgruppe an die Partikeloberfliche zugeordnet werden
konnen und nicht durch Verunreinigungen verursacht werden.

Im Folgenden wird untersucht ob der Ligandenaustausch mit dem Phosphat-funktionalisierten
PEG-Liganden quantitativ durchgefiihrt werden konnte. Dazu ist in Abbildung 3.17 das IR-
Spektrum der Partikel nach dem Ligandenaustausch im Vergleich mit den Olsaure-stabilisierten
Partikeln sowie im Vergleich mit der freien Olsiure jeweils in einem Bereich von 525-1850 cm'!

sowie von 2750-3100 cm! gezeigt.
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Abbildung 3.17: IR-Spektren von Olsiure, Olsiure-stabilisierten sowie Polyethylenglykol-stabilisierten Eisenoxid-
Nanopartikeln. Gezeigt sind die IR-Spektren der Eisenoxid-Nanopartikel vor und nach dem Ligandenaustausch im
Bereich von 525-1850 cm™ sowie von 2750-3100 cm™ (links). In dem Bereich dazwischen sind keine fiir die untersuchten
Proben relevanten Signale vorhanden. Des Weiteren ist das Spektrum der Polyethylenglykol-stabilisierten Partikel im
Vergleich zu dem der Olséure im selben Wellenzahlbereich gezeigt (rechts). Nach der Oberflichenmodifizierung finden
sich fiir die Ethylenglykol-Einheit charakteristische Schwingungsbanden, wie z.B. die intensive C-O-C-Streckschwingung.
Es finden sich keine fiir die Olsiure, in freier oder koordinierter Form, charakteristischen Schwingungsbanden, wie z.B.
die der Alkylgruppe der Saure im Bereich von etwa 2850-2960 cm!, die in beiden Formen intensiv auftritt. Die C=O-
Schwingungsbande der Polyethylenglykol-stabilisierten Partikel liegt im Vergleich zur C=O-Schwingung der Olsdure bei
hoheren Wellenzahlen. Anhand der IR-spektroskopischen Analytik ist davon auszugehen, dass der Ligandenaustausch
nahezu quantitativ durchgefiihrt werden konnte.

Nach Ligandenaustausch zeigen sich fiir die Monomereinheit des Polymers charakteristische
Schwingungsbanden, wie die besonders intensive C-O-C-Schwingungsbande bei ~ 1100 cm.
Weiterhin findet sich die charakteristische C=O-Schwingungsbande der Estergruppe des Polymers
bei einer Wellenzahl von ~ 1733 cml. Im Vergleich dazu liegt die C=O-Schwingungsbande freier
oder physisorbierter Olsdure bei ~ 1710 cm™. Im IR-Spektrum der Oberflichen-modifizierten
Partikel finden sich keine Schwingungsbanden, die fiir freie oder gebundene Olsiure
charakteristisch sind. Als Beispiele seien die im Vorfeld erwdahnte C=O-Schwingungsbande, die
intensiven Schwingungsbanden der Alkylgruppen im Bereich von ~ 2850-2960 cm™ sowie die
Schwingungsbande bei ~ 1530 cm, die einer bidentat mononuklearen Koordination zugeordnet
wurde, genannt. Die IR-spektroskopische Analyse deutet auf eine nahezu vollstandige Entfernung
der Olsaure-Stabilisatoren.

Zum Abschluss der IR-spektroskopischen Analyse der Oberflachenbeschichtung werden die IR-
Spektren der PEG-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel im Vergleich zu dem freien Polymer
betrachtet. Abbildung 3.18 zeigt die IR-Spektren des PEG-Liganden sowie der PEG-stabilisierten
Nanopartikel in einem Bereich von 530-1850 cm sowie von 2750-3100 cm. Weiterhin ist die

Strukturformel des Polymers gezeigt.



Ergebnisse und Diskussion 67

C-S-Streckschwingung

~
X
—_— 4
.‘q;; 70 - C=0-Schwingung
=<
20 ]
(7] -
:% 60 Streckschwingung der C-O-Einfachbindung der Estergruppe
= .
© 50 -
g ]
40
1 1
30 4 "0/7\0/\/0%01/\/0 SN on —— SPIO-PEG
I S e
20 T 7/ T |

T ' T L T L T L T
750 1000 1250 1500 1750 2800 3000
Wellenzahl [cm'1]

Abbildung 3.18: IR-Spektren von Phosphat-funktionalisiertem Polyethylenglykol sowie von den Polyethylenglykol-
stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Gezeigt ist das IR-Spektrum der Polyethylenglykol-stabilisierten Partikel (blau)
im Vergleich zu dem des freien Polymers (cyan), sowie dessen Strukturformel. In dem nicht gezeigten Bereich der
Spektren von 1850-2750 cm finden sich keine fiir die Proben relevanten Signale. Schwingungsbanden, die nicht auf die
Ethylenglykol-Einheit zuriickzufiihren sind, sondern auf andere Strukturelemente weisen konnten, verschwinden nach
Koordination an die Partikeloberfldche vollstindig. Als Beispiel seien die C-O-Streckschwingung der Estergruppe und
die C-S-Streckschwingung der Thioetherfunktion genannt. Eine Ausnahme bildet die C=O-Schwingung der Estergruppe.
Die spektrale Region fiir die strukturelle Untersuchung von Eisen-Orthophosphat-Komplexen auf der Oberfléche von
Eisenoxid-Nanopartikeln liegt etwa zwischen 900-1200 cm7217720 ynd damit in einem stark von intensiven
Schwingungen der Ethylenglykol-Einheit dominierten Bereich. Die fiir die Ethylenglykol-Einheit charakteristischen
Schwingungsbanden scheinen nach Anbindung des Polymers an die Partikeloberfliche in ihrer Intensitdt reduziert,
verbreitert sowie zu sowohl hoheren als auch niedrigeren Wellenzahlen verschoben zu sein.

Zunachst wird untersucht, ob evtl. Informationen iiber die Art der Bindung der Phosphat-
funktionalisierten PEG-Liganden an die Partikeloberflaiche erhalten werden konnen. Fiir die
Phosphat-Ankergruppe (oder auch die Phosphonat-Gruppe) sind mehrere Koordinationsformen
an die Oberfldche von Metalloxid-Nanopartikeln unterscheidbar: Mogliche Bindungsarten sind die
monodentate, die bidentat mononukleare sowie die bidentat heteronukleare Koordination.[205-207]
Die Phosphor-Sauerstoff-Doppelbindung ist bei diesen Bindungsformen nicht an der Koordination
der Eisenatome beteiligt, anders bei einer tridentaten Koordination.?’”l Die Kombination aus
monodentater und bidentater Koordination benachbarter Eisenatome wiirde die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen und somit eine zusitzliche Stabilisierung der Ligandenhiille
ermoglichen.?”l Die spektrale Region fiir die Untersuchung der Anbindung von Phosphaten an
die Oberflache von Eisenoxid-Nanopartikeln liegt zwischen ~ 900 cm™ und ~ 1200 cm-1.[172177.204]
Dieser Bereich ist allerdings stark von intensiven PEG-charakteristischen Schwingungsbanden
dominiert. Daher konnen anhand der IR-spektroskopischen Analyse keine genauen Aussagen tiber

die Bindungsart des Polymers an die Partikeloberfliche gemacht werden. Die unveranderte Lage
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der C-O-C-Streckschwingung im IR-Spektrum bestitigt jedoch die aufgrund der hohen Affinitat
zur Eisenoxid-Oberflache angenommene Koordination iiber die Phosphat-Ankergruppe. Bei
Anbindung iiber die Ethergruppe durch eine Art elektrostatische Wechselwirkung miisste sich die
C-O-C-Streckschwingung zu niedrigeren Wellenzahlen verschieben.[20820]

Mit Ausnahme der Ester-Carbonylbande verschwinden in Konjugation mit den Eisenoxid-
Nanopartikeln alle Schwingungsbanden, die nicht auf die Ethylenglykol-Einheit zuriickzufiihren
sind und somit im Vergleich schon vor Konjugation schwach ausgepragt sind (siehe Abbildung
3.11), vollstandig. Daher ist anzunehmen, dass die an die Partikel gebundenen PEG-Liganden vor
und nach Michael-Typ-Addition anhand der Schwingungsbanden, die fiir das CH>=CH-
Strukturelement in Konjugation mit einer Carbonylfunktion charakteristisch sind, nicht zu
unterscheiden waren. Die Umsetzung der Acrylat-Einheit konnte evtl. durch eine Verschiebung
der C=0O-Schwingung der Estergruppe von ~ 1720 cm! zu ~ 1730 cm verfolgt werden. Anders als
mittels NMR-spektroskopischer Untersuchung konnte die Umsetzung IR-spektroskopisch
allerdings nicht quantifiziert werden.

Die fiir die Ethylenglykol-Einheit charakteristischen Schwingungsbanden sind nach Anbindung
an die Partikeloberfliche in ihrer Intensitiat reduziert, weiterhin scheint zum Teil eine
Verbreiterung sowie eine Verschiebung zu sowohl héheren als auch niedrigeren Wellenzahlen zu
erfolgen. Diese Beobachtungen konnten auf Konformationsanderungen der PEG-Ketten nach
Konjugation mit der Eisenoxid-Oberflache zuriickgefiihrt werden. Die interne molekulare
Konformation beeinflusst die Lage der Schwingungsbande: Kristalline und amorphe Phasen
zeigen Schwingungsmoden der PEG-Einheit bei charakteristischen Wellenzahlen.!® Um Aussagen
tiber die Morphologie der PEG-Beschichtung zu machen, wurden die PEGylierten Nanopartikel
IR-spektroskopisch mit kristallinen sowie in Chloroform gelosten PEG-Liganden verglichen. Laut
Literatur weist geschmolzenes und in Chloroform gelostes Polyethylenglykol eine eher
ungeordnete, amorphe Konformation auf.l?!%l Daher wird fiir das geloste Polymer eine amorphe
Konformation angenommen. In Abbildung 3.19 sind die erhaltenen IR-Spektren in einem Bereich
von 750-1800 cm™ sowie von 2640-3700 cm! gezeigt. In Tabelle 3.2 sind die Wellenzahlen der in
den IR-Spektren auftretenden Schwingungsmoden der Ethylenglykol-Einheit in kristalliner sowie

amorpher Form und nach Anbindung an die Nanopartikeloberfldche im Vergleich dargestellt.
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Abbildung 3.19: IR-Spektren von kristallinem und amorphem Phosphat-funktionalisiertem Polyethylenglykol sowie
von den Polyethylenglykol-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Gezeigt ist das IR-Spektrum der Polyethylenglykol-
stabilisierten Partikel (blau) im Vergleich zu den Spektren des kristallinen (cyan) sowie des amorphen Polymers (rot) in
einem Bereich von 750-1800 cm™ sowie von 2640-3700 cm™. In dem Bereich dazwischen sind keine fiir die untersuchten
Proben relevanten Signale vorhanden. Die kristalline und amorphe Phase weisen jeweils charakteristische Lagen der
Schwingungsbanden der Ethylenglykol-Einheit auf.® Das IR-Spektrum des Polymers in Konjugation mit den
Nanopartikeln zeigt eine bessere Ubereinstimmung mit dem Spektrum des in Chloroform geldsten Polymers. Nach
Anbindung des Polymers an die Partikeloberfliche scheinen die fiir einen amorphen Zustand typischen
Schwingungsmoden aufzutreten.

Wie aus Abbildung 3.19 und Tabelle 3.2 ersichtlich, zeigt der Vergleich der Lage der
Schwingungsbanden eine bessere Ubereinstimmung zwischen dem Partikeloberflichen-
gebundenen Polymer und dem in Chloroform gelosten Polymer. Die Schwingungsbanden des
geldsten Polymers zeigen weiterhin eine gute Ubereinstimmung mit Literaturdaten!®s! fiir Banden,
die einer amorphen, ungeordneten Konformation zugeordnet wurden. Die Lage der Schwingungs-
banden der Ethylenglykol-Einheit in Konjugation mit den Nanopartikeln konnte daher auf eine

amorphe Oberflachenstruktur des Polymers deuten.



70 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 3.2: Lage der Schwingungsbanden der Ethylenglykol-Einheit in kristallinem und amorphem
Polyethylenglykol sowie in Polyethylenglykol-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Eine genauere Zuordnung der
Schwingungsmoden ist bereits in Tabelle 3.1 gegeben. Die Abkiirzung sh (shoulder) beschreibt das Auftreten einer Schulter
im genannten Wellenzahlbereich. Die mit * gekennzeichneten Wellenzahlen sind sehr breiten, die mit ** gekennzeichneten
sehr schwachen Schwingungsbanden zuzuordnen.

PEG (kristallin) SPIO-PEG PEG (amorph)

Wellenzahl [cm™]

841 847 846
958 950 947
1060 ~1040 [sh] ~1040 [sh]
1103 1101* 1095*
1145 ~1140 [sh] ~1140 [sh]
1240 1248 1247
1279 1296 1295
1342 1349 1349
1360 1325** 1325**
1466, 1453 [sh] 1453* 1456*

2693, 2740, 2804 [sh] . §
2882, 2861 [sh], 2944 2867*, 2943 [sh] 2867*, 2943 [sh]

Harder et al.®¥ nahmen fiir eine Bedeckung von planaren Silber- und Gold-Oberfldchen mit
ausschliefSlich amorphem Polymer eine unvollstindige, niedrige Oberflichenbedeckung an und
beobachteten einen Verlust der Resistenz gegen eine unspezifische Adsorption von Proteinen. In
der Studie von Harder ef al. wurden Liganden aus kurzkettigen Ethylenglykol-Einheiten (maximal
sechs Monomereinheiten) mit Cii-Alkylketten als Spacer verwendet. Im Gegensatz dazu wurden
im Rahmen der vorliegenden Arbeit hydrophile PEG-Ketten ohne hydrophobe Spacer verwendet.
Bei PEG-Liganden ohne Spacer bestimmen nur repulsive Wechselwirkungen die Bedeckungs-
dichte wahrend intermolekulare, attraktive Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den
Alkylketten der Spacer eine hohere Bedeckungsdichte begiinstigen konnen.['*] Weiterhin werden
gekriimmte statt planare Substrate betrachtet. Die Oberflachenkriimmung der sphérischen
Eisenoxid-Nanopartikel bedingt, dass sich die PEG-Beschichtung zum Teil in einer amorphen und
ungeordneten Struktur befindet. Durch die Kriimmung der Oberfliche nimmt die Packungsdichte
der PEG-Ketten mit dem distalen Abstand von der Oberflache ab; die sphdrische Symmetrie

bedingt einen PEG-Dichtegradienten.l'®18] Aus einer amorphen Oberflachenstruktur lasst sich
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daher nicht unbedingt auf eine unvollstindige Bedeckung und infolge auf eine geringe kolloidale
Stabilitat sowie reduzierte Biorepulsivitat schliefSen.

Die PEG-stabilisierten Nanopartikel wurden weiterfithrend auf ihre Stabilitit unter physiolo-
gischen Bedingungen untersucht. Unter anderem wurde ihre Resistenz gegen eine unspezifische
Proteinadsorption durch Inkubation mit Fetalem Kélberserum (3.1.3.3), sowie ihre Zirkulationszeit

im Blutkreislauf in Tiermodellen (3.1.3.4) untersucht.

3.1.3 Charakterisierung Polyethylenglykol-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel

Die kolloidale Stabilitdt hangt mafigeblich von der Ligandenhtille ab, daher konnen Stabilitatstests
genutzt werden, um die Polymer-Beschichtung der Eisenoxid-Nanopartikel weiter zu unter-
suchen.®! Eine hohe Stabilitdt bedingt eine dichte Bedeckung der Oberflache mit den PEG-
Liganden. Die kolloidale Stabilitdt der Nanopartikel unter physiologischen Bedingungen ist ein
wichtiger Aspekt der biologischen Anwendung. Dazu zahlt unter anderem die Stabilitdt unter
verschiedenen pH-Werten sowie unter hohem Salzgehalt. Weiterhin miissen die Partikel resistent
gegen die unspezifische Adsorption von Serumproteinen und somit gegen Opsonierung sein.
Geniigen die Nanopartikel den hohen Anforderungen an die Stabilitat fiihrt dies zu einer hohen
Bluthalbwertszeit. Eine lange Zirkulationszeit im Blutkreislauf ist dabei essentiell fiir eine nach
Biokonjugation mdogliche Anwendung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel als spezifisches
Kontrastmittel fiir die molekulare MRT-Bildgebung. Ein weiterer, sehr wichtiger Aspekt fiir den
Einsatz von Nanopartikeln in in vitro und in vivo Untersuchungen stellt ihre potentielle toxische
Wirkung dar. Fiir biomedizinische Anwendungen sollte das eingesetzte nanopartikuldre System
toxikologisch weitgehend unbedenklich sein. Neben partikokinetischen Parametern, wie der
Bluthalbwertszeit, sind auch physikalische Eigenschaften des anorganischen Kerns bei der
Anwendung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel zu beriicksichtigen. Der Einsatz von
Eisenoxid-Nanopartikeln in der Magnetresonanztomographie zur Kontrastverstarkung beruht auf
ihrer Fahigkeit den Relaxationsprozess umgebender Wasserprotonen zu beeinflussen. Die
Effektivitat der Kontrastierung kann dabei durch die Relaxivitdt der Eisenoxid-Nanopartikel
quantitativ beschrieben werden.

Dieses Kapitel der Arbeit befasst sich mit einer weiterfithrenden, umfassenden Charakterisierung

der PEG-beschichteten Nanopartikel und wird in vier Abschnitte gegliedert: Es werden
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Untersuchungen zur Kontrastgebung (3.1.3.1) sowie zur akuten in vitro Zytotoxizitat (3.1.3.2)
beschrieben. Weiterhin werden verschiedene Stabilitatsuntersuchungen (3.1.3.3) sowie die
Verfolgung der Blutzirkulation der Nanopartikel mittels dynamischer MRT-Messungen im

Tiermodell (3.1.3.4) dargestellt.

3.1.3.1 Untersuchungen zur Kontrastgebung

Die Magnetresonanztomographie ist ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren, welches
detaillierte anatomische Darstellungen ermoglicht. Die physikalischen Grundlagen der MRT
stellen die kernmagnetische Resonanz (Nuclear Magnetic Resonance NMR) von Protonen sowie
deren Relaxationsprozesse dar.’! Im Folgenden werden diese Grundlagen zum Verstandnis der
durchgefiihrten Untersuchung der kontrastgebenden Eigenschaften der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel genauer erlautert.

Protonen besitzen einen Spin von %2. Es existieren daher zwei unterschiedliche Spinausrichtungen,
a und f. Die Bezeichnung der entarteten Zustande erfolgt durch die Spinquantenzahlen + %2 («)
und - %2 (§).2' In Anwesenheit eines externen Magnetfeldes (Bo) wird die energetische Entartung
zwischen den beiden Zustdnden aufgehoben. Die Spins, welche in Bezug zur Richtung des dufieren
Feldes eine giinstigere parallele Orientierung aufweisen (a-Spins), werden energetisch abgesenkt.
Die antiparallel und damit ungiinstiger orientierten p-Spins werden energetisch angehoben. Im
thermischen Gleichgewicht wird der energiedrmere Zustand geringfiigig stdrker besetzt. Das
Verhiltnis der Besetzungszahlen wird durch die Boltzmann-Verteilung beschrieben.?'!l Die
Differenz in den Besetzungszahlen bewirkt eine kleine aber messbare Magnetisierung Mo parallel
zum angelegten Feld.?'l' Mo wird auch als longitudinale Magnetisierung bezeichnet. Mo ist
proportional zur Stirke des angelegten Feldes Bo, dem Quadrat des gyromagnetischen
Verhiltnisses y und der Protonenspindichte 0o.81 Das gyromagnetische Verhiltnis stellt eine
kernspezifische Konstante dar, die fiir Protonen einen Wert von 42.6 MHz/T annimmt.[%!3 In
weiterer Konsequenz des externen Magnetfeldes prizidieren die Spinvektoren mit der bei
gegebener Feldstarke charakteristischen Larmor-Frequenz wo (woist das Produkt aus Bound y) um
die Achse des angelegten Feldes.[%2!2]

Grundlage der MRT ist die nach Beeinflussung des thermischen Gleichgewichts - und damit der

Gleichgewichtsmagnetisierung Mo - erfolgende Detektion der Riickkehr der Spins in den Gleich-
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gewichtszustand. In Abbildung 3.20 ist die in Gegenwart eines externen magnetischen Feldes Bo
vorliegende Gleichgewichtsmagnetisierung M- (im Gleichgewicht gilt: M.=Mo) sowie das durch
einen kurzen Radiofrequenzpuls (RF-Puls) bewirkte Umkippen des Magnetisierungsvektors in die
xy-Ebene (Mz=0, Mxy ist unmittelbar nach dem Impuls maximal) und die Riickkehr in den initialen

Gleichgewichtszustand dargestellt.
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Abbildung 3.20 Schematische Darstellung des Prinzips der Signalerzeugung in der MRT. In Anwesenheit eines
externen Magnetfeldes (Bo) préazidieren die Spins mit der Larmor-Frequenz um die Richtung des magnetischen Feldes (z-
Richtung). Der Boltzmann-verteilte Besetzungsunterschied von a- und p-Spins fithrt zu einer makroskopischen
Magnetisierung parallel zur Achse des externen magnetischen Feldes (M-). Das Einstrahlen eines Radiofrequenzpulses
(RF-Puls) bewirkt einen Ubergang von a- in -Spins und fiihrt zu einer Gleichbesetzung der Spinzustinde und damit zu
einem Verschwinden der Magnetisierung entlang Bo. Das in der transversalen Ebene eingebrachte Radiofrequenzfeld
fithrt zu einem Umklappen des Magnetisierungsvektors aus der z- in die xy-Ebene. Unmittelbar nach der Anregung
prézidieren die Spins synchron, Mxyist maximal. Zwei unabhangige Relaxationsprozesse bewirken die Wiederherstellung
des Gleichgewichtszustandes. Die longitudinale Relaxation beschreibt die Riickkehr zur Boltzmann-Verteilung im
thermischen Gleichgewicht und somit den Wiederaufbau der longitudinalen Magnetisierung (M:). Die transversale
Relaxation beschreibt den Verlust der Phasengleichheit und somit die Abnahme der transversalen Magnetisierung (Mxy).
Abbildung nachl1¢!

Zunichst erfolgt eine Anregung der a-Spins in den antiparallelen Zustand. Die Energieadsorption
durch die Protonen erfolgt unter Resonanzbedingungen. Die Resonanzfrequenz ist Funktion von
Bo und y und enthdlt damit auch die Larmor-Frequenz.'® Das Einbringen eines kurzen
Radiofrequenzpulses bewirkt a--Spiniibergéange bis eine dquivalente Besetzung beider Zustiande
vorliegt.013161871 Dje Gleichbesetzung bedingt, dass die z-Komponente der Magnetisierung den
Wert Null annimmt. Gleichzeitig fithrt das bei einem typischen NMR-Experiment in der
transversalen Ebene eingebrachte Radiofrequenzfeld zu einem Umklappen des Magnetisierungs-
vektors in die xy-Ebene (Richtungsanderung um 90°). Dieser Effekt wird als Quermagnetisierung
bezeichnet und beruht darauf, dass die Frequenz des transversalen Feldes der Larmor-Frequenz
entspricht und die Protonen fiir die Dauer des Pulses ein konstantes Feld (Bi-Feld) in der xy-Ebene
spiiren um das sie prézidieren; die Prazessionsgeschwindigkeit ist proportional zur Stirke des
Feldes Bi.2!!l Direkt nach dem Einbringen des Radiofrequenzpulses besteht zwischen den

individuellen Spins eine feste Phasenbeziehung. Weiterhin besteht der Magnetisierungsvektor in
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der xy-Ebene aus gleich vielen a- und g-Spins, im Gleichgewicht werden hingegen die a-Spins
starker besetzt. Die im Anschluss an das Resonanzexperiment erfolgende Spin-Riickkehr in den
Gleichgewichtszustand wird durch die Spinrelaxation beschrieben. Es werden zwei unabhéngige
Relaxationsmechanismen unterschieden: Die longitudinale und die transversale Relaxation.

Die longitudinale Relaxation beschreibt die exponentielle Riickkehr der longitudinalen
Magnetisierung in den initialen Gleichgewichtzustand (M:=Mo), der durch die Boltzmann-
Verteilung beschrieben wird.>23 Die bei dem Ubergang der -Spins in die energetisch niedriger
liegenden a-Spins freiwerdende Energie wird dabei in Form von Warme an die Umgebung (Gitter)
abgegeben, daher wird diese Relaxation auch als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet.'22!1212] Der
exponentielle Aufbau der Gleichgewichtsmagnetisierung folgt der Gleichung Mz(t) = Mo(1-e*/)13],
und wird durch die Zeitkonstante T1 beschrieben. Die longitudinale Relaxationszeit (T1) entspricht
der Zeit, nach der etwa 63% der Gleichgewichtsmagnetisierung wieder aufgebaut ist
(Mz = Mo(1-e1)).1%

Die transversale Relaxation fithrt nicht zu einer Riickkehr zur Gleichgewichtsbesetzung der
Spinzustande sondern beschreibt die Abnahme der transversalen Magnetisierung in Folge von
Dephasierungsprozessen.[>122122131 Die unmittelbar nach dem Anregungspuls bestehende
Phasenkohdrenz zwischen den individuellen Spins geht mit der Zeit kontinuierlich verloren; die
Spins laufen verschieden schnell auseinander. Die Phasenverschiebung fiihrt zum Auffachern der
Spinvektoren in der xy-Ebene und damit verbunden zu einer Abnahme des resultierenden
Gesamtvektors in dieser Ebene; die einzelnen Magnetisierungsvektoren beginnen sich gegenseitig
aufzuheben anstatt sich zu addieren.?'?l Die Detektorspule befindet sich in der xy-Ebene. Das
gemessene Signal ist maximal, wenn die individuellen Spins kohérent (phasengleich) sind. Bei
Dephasierung wird das Gesamtsignal kleiner. Die transversale Relaxation besitzt zwei
Komponenten. Die transversale Relaxationszeit T: charakterisiert den Phasenverlust infolge
fluktuierender lokaler Magnetfeldinderungen, die zu spontanen Phasenunterschieden
fiihren.[13212 Benachbarte Spins beeinflussen sich als kleine Magnete gegenseitig und verandern
einander standig das Magnetfeld.??l Da die Préazessionsgeschwindigkeit von der
Magnetfeldstarke abhdngt, prazedieren die Spins mit zeitlich nicht konstanten, voneinander
unterschiedlichen Geschwindigkeiten. Die Dephasierung beruht nicht auf Abgabe von Energie an
die Umgebung, sondern auf Wechselwirkungen zwischen den Spins und wird daher auch als Spin-

Spin-Relaxation bezeichnet.2?12l Die Zeitkonstant T2 gibt an, wann die transversale
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Magnetisierung auf einen Bruchteil von 37% (e?) zerfallen ist.’l Neben diesen fluktuierenden
Inhomogenitiaten tragen auch zeitlich konstante Inhomogenitaten (Suszeptibilitatseffekte) des
externen Magnetfeldes oder im Korpergewebe zum Verlust der synchronen Prazession bei, sie
bewirken einen beschleunigten Verlust der Koharenz.[*16212] Einzelne Spins weisen dabei abhéangig
von ihrem Ort unterschiedliche Larmor-Frequenzen und damit Prazessionsgeschwindigkeiten auf.
Der Einfluss der statischen Inhomogenitaten wird in der Zeitkonstante T>' zusammengefasst. Der
Beitrag statischer und fluktuierender Inhomogenitiaten wird durch die effektive transversale
Relaxationszeit T2" (1/12" = 1/T2 + 1/T2)13 beschrieben. Der exponentielle Abfall der transversalen
Magnetisierung und damit des MRT-Signals ist durch die Summe beider Beitrage gegeben und
folgt der Gleichung Mxy(t) = Moe/7".[13]

Die MRT-Signale hangen von extrinsischen Parametern, wie dem Magnetfeld Bo des
Tomographen, sowie von intrinsischen Parametern der betrachteten Gewebe ab. Hierzu gehort die
Protonenspindichte. Die transversale Magnetisierung und damit das messbare Signal wird aus der
Gleichgewichtsmagnetisierung erzeugt; zwischen dieser und der Protonenspindichte besteht ein
linearer Zusammenhang.'3! Weitere intrinsische Parameter sind die longitudinale und transversale
Relaxationszeit.*!?l Dies ist die Grundlage der Magnetresonanzbildgebung. Fiir die bildgebende
Darstellung der MRT-Signale muss die Messung ortskodiert erfolgen. Es wird nicht genauer auf
die MRT-Bildgewinnung eingegangen. Das Prinzip der Bildgewinnung kann zum Beispiel dem
Handbuch der Kernspintomographie'! entnommen werden. Durch Bildgebungssequenzen kénnen
die verschiedenen intrinsischen Parameter unterschiedlich gewichtet werden.['>1l Haufig sind der
Signalunterschied und damit die Kontrastierung zwischen verschiedenen Geweben sehr gering.
Externe Kontrastmittel dienen der Erhohung des Kontrasts und infolge der diagnostischen
Aussagekraft. Die Kontrastmittel wirken dabei indirekt durch Veranderung der Relaxationszeiten
umgebender Wasserprotonen. Es wird zwischen positiven und negativen Kontrastmitteln
unterschieden. Positive Kontrastmittel verkiirzen die longitudinale Relaxationszeit und
verursachen in den gangigen Bildgebungssequenzen eine Zunahme der Signalintensitat; dies
auflert sich in einem helleren Bild.[®) Negative Kontrastmittel haben einen verkiirzenden Einfluss
auf die transversale Relaxationszeit und bewirken eine Abnahme der Signalintensitat und folglich
ein dunkleres Bild. Die Beschleunigung des Dephasierungsprozesses der Protonenspins
umgebender Wassermolekiile resultiert aus mikroskopischen Feldinhomogenitadten, die auf das

magnetische Moment des Kontrastmittels zuriickzufiihren sind.[*12] Der Effekt von Eisenoxid-
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Nanopartikeln auf die Signalintensitat hangt von verschiedenen Faktoren wie der Konzentration,
aber auch von der Zusammensetzung und der GrofSe der Nanopartikel ab.!'18] Die Signalanderung
in einer bestimmten Region ist eine einfache Funktion der Konzentration des dort angereicherten
Kontrastmittels. Auf den Einfluss der Grofie auf die kontrastgebenden Eigenschaften wird im
Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen zur Kontrastgebung der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel eingegangen. Die Effizienz eines Kontrastmittels einen bestimmten
Relaxationsprozess zu beschleunigen wird quantitativ durch die Relaxivititen r1 und r2
beschrieben.”!2l Diese beschreiben die Verkiirzung einer bestimmten Relaxationszeit pro
Konzentrationseinheit des Kontrastmittels. Je grofier die transversale (r2) bzw. die longitudinale
(r1) Relaxivitat ist, desto starker wird der entsprechende Relaxationsprozess verkiirzt.
Kontrastmittel mit einem hohen r2/r1 Verhaltnis zeigen einen signifikanten T»-Effekt.

Zur Bestimmung der relaxometrischen FEigenschaften der PEG-beschichteten Eisenoxid-
Nanopartikel wurden Untersuchungen an den wassrigen Nanopartikel-Dispersionen mit einem
minispec mq-60 NMR Analyzer bei einer klinisch relevanten Feldstdrke von 1.41 T (60 MHz)
durchgefiihrt. Hierfiir wurden fiir eine Konzentrationsreihe die transversalen und longitudinalen
Relaxationszeiten bestimmt. Die den Messungen zugrundeliegenden Relaxationsprozesse wurden
im Vorfeld beschrieben. Zur Ermittlung der Relaxivititen (r1 und r2) wurden die inversen
Relaxationszeiten gegen die analytische Eisenkonzentration aufgetragen. In Abbildung 3.21 sind
die longitudinalen und transversalen Relaxivititen, sowie die r2/ri-Verhaltnisse, von mit PEG-
Molekiilen vergleichbarer Kettenlange beschichteten Eisenoxid-Nanopartikeln unterschiedlicher
Kerngrofie gezeigt. Die 4 nm und 19 nm grofsen Partikel sind mit Methoxy-terminierten und somit
unreaktiven PEG-Liganden beschichtet. Die Werte fiir die transversalen und longitudinalen
Relaxivitdten dieser Partikel wurden vorangegangenen Studien!!?>!82] entnommen; die Messungen
erfolgten analog. Die nicht gezeigten DLS-Messungen bestdtigen, dass es sich bei den untersuchten
Proben um nicht-aggregierte, kolloidal stabile Systeme handelt. Weiterhin sind in Abbildung 3.21
am Beispiel der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten 10.5 nm grofien Eisenoxid-Nanopartikel
(dnyd: 26 nm) die Auftragungen der ermittelten reziproken Relaxationszeiten (Relaxationsraten R)
gegen die analytische Eisenkonzentration gezeigt. Die Steigung der Auftragung entspricht der
konzentrationsunabhangigen Relaxivitat (1/T1 = r1[Fe]. Entsprechendes gilt fiir den transversalen

Fall).
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Abbildung 3.21 Analytik der Kontrastgebung Polyethylenglykol-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel. Gezeigt sind
die transversalen und longitudinalen Relaxivitéten fiir 10.5 nm grofie Partikel im Vergleich zu denen von 4 nm und 19 nm
groflen Partikeln, welche mit Phosphat-funktionalisiertem Polyethylenglykol-Methylether (mPEG) vergleichbarer
Kettenldnge beschichtet sind (oben). Die Werte fiir die mPEG-stabilisierten Partikel wurden vorangegangenen
Studien'>182l entnommen. Des Weiteren ist fiir die 10.5 nm groflen Partikel die transversale und longitudinale
Relaxationsrate R als Funktion der Konzentration der Nanopartikel (in Form des Eisengehalts) gezeigt (unten). Die
Steigung dieser Auftragungen gibt die entsprechende konzentrationsunabhéangige Relaxivitdt. Mit zunehmender Partikel-
grofie steigt sowohl die transversale Relaxivitat als auch das r2/ri-Verhéltnis an.

Es ist erkennbar, dass die longitudinale Relaxivitat aller untersuchten Proben nahezu identisch ist.
Die Relaxivitat eines Kontrastmittels setzt sich aus zwei Beitrdgen zusammen, der sogenannten
inner-sphere und outer-sphere Relaxivitat. Der inner-sphere Beitrag stellt einen wichtigen Beitrag bei
der Behandlung von positiven Kontrastmitteln dar und beschreibt die Relaxation aller Protonen,
die direkt an das Kontrastmittel gebunden sind.[16213] Damit sollte eine starke Abhéangigkeit der
longitudinalen Relaxation von der Hiillschicht gegeben sein. Die vergleichbare Beschichtung der
untersuchten Proben konnte eine Erklarung fiir die &hnlichen r1-Werte sein.

Die transversale Relaxivitit und damit auch das r2/ri-Verhdtnis steigen wie erwartet mit
zunehmender Grofie des anorganischen Kerns. Die transversale Relaxivitdt wird mafigeblich durch
den sogenannten outer-sphere Beitrag bestimmt. Die outer-sphere Relaxivitat beschreibt das

Relaxationsverhalten der Protonen von Wassermolekiilen, die in der Umgebung des Kotrastmittels
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diffundieren.?l Der outer-sphere Beitrag zur transversalen Relaxation hdngt von zahlreichen
Parametern ab.'l Unter anderem besteht zwischen der transversalen Relaxationsrate (1/T2) und
dem magnetischen Moment eines einzelnen Partikels eine direkte Abhangigkeit.’! Damit wird r2
iiber die Sattigungsmagnetisierung Ms bestimmt.[¢] Die transversale Relaxivitadt ist dabei umso
grofer, je hoher die Sattigungsmagnetisierung ist. Bei makroskopischen Ferromagneten ist Ms eine
materialintrinsische Grofie. Im superparamagnetischen Bereich zeigt sich die Sattigungsmagneti-
sierung grofienabhdngig.[161719215] Die Abhdngigkeit von der Partikelgrofie resultiert daher, dass
anders als bei makroskopischen Ferromagneten die Storung der ferromagnetischen Ordnung an
der Oberflache starker ins Gewicht fallt; nanoskalige Materialien weisen infolge der an der
Oberflache reduzierten Austauschenergie einen hohen Anteil nicht-kollineare (glasartige)
Spinanordnungen auf.[617192151 Mit abnehmender Teilchengréfie in den nanoskaligen Bereich
nimmt das Oberflache-zu-Volumen-Verhédltnis drastisch zu; die Atome nehmen vermehrt
Oberflachenplatze ein. Defekte an der Ober- und Grenzflache spielen somit eine zunehmende Rolle
und tragen zu einer direkten Beeinflussung der Sattigungsmagnetisierung bei.[?31%215 Djes macht
sich in einem Abfall der Sattigungsmagnetisierung ms der nanoskaligen Materialien mit
abnehmender Teilchengrofie » bemerkbar (ms = Ms[(r-d)/d]?; Ms ist die Sattigungsmagnetisierung
des dreidimensionalen Festkorpers und d die Dicke der fehlgeordneten Oberflachenschicht).[%215]
In den gangigen MRT-Bildgebungssequenzen wiirden die PEG-stabilisierten 10.5 nm grofien
Eisenoxid-Nanopartikel aufgrund ihrer vergleichsweise hohen transversalen Relaxivitdt eine
schnelle T2-Relaxation umgebender Wasserprotonen verursachen. Sie wirken als negatives
Kontrastmittel; fiir T1-Kontrastmittel liegt der r2/ri-Wert typischerweise zwischen 1-2.1182141 Wie aus
der Auftragung der Relaxivititen gegen den Kerndurchmesser ersichtlich, kann der Ti-Effekt
durch eine Reduktion der Grofie der Eisenoxidnanopartikel verstarkt werden und der T>-Effekt
durch eine zunehmende Partikelgrofle.

Die durch ein Kontrastmittel bewirkte Signaldnderung ist eine einfache Funktion der
Konzentration des Kontrastmittels. Der lineare Zusammenhang zeigt sich in der Auftragung der
reziproken Relaxationszeit gegen die Eisenkonzentration. Mit zunehmender Konzentration nimmt
die Relaxationszeit ab; die Relaxationsrate steigt entsprechend. Aus dieser Auftragung (Abbildung
3.21) kann auf eine hohe Stabilitdt bei Verdiinnung geschlossen werden: Der outer-sphere Beitrag
zur transversalen Relaxivitat zeigt eine starke Abhangigkeit von der Zahl der Partikel in einem

moglichen Aggregat.[®l Die Ausbildung von Aggregaten wiirde die transversale Relaxationszeit
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verkiirzen. Rz korreliert somit mit der Neigung zur Aggregation. Die lineare Abhéangigkeit der
Relaxationsrate von der Konzentration bleibt bis zu der untersuchten Nanopartikel-Konzentration
von ~ 8 nM (Eisenkonzentration: ~ 0.2 mM) bestehen. Die lineare Regressionsgerade weist ein
hohes Bestimmtheitsmafs (R? ~ 1) auf. Beim Auftreten von Aggregaten durch Destabilisierung beim
Verdiinnen wiirde R: steigen und der lineare Zusammenhang verloren gehen. Eine lineare
Abhangigkeit der Relaxationsrate (R? ~ 1) und damit die hohe Stabilitat gegen Verdiinnung konnte
auch fiir PEGylierte Nanopartikel (Kerndurchmesser: 10.9 nm) mit einem grofleren
hydrodynamischen Durchmesser von ~ 40 nm und einer breiteren Grofienverteilung (siehe 3.1.2.2)
beobachtet werden. Der untersuchte Nanopartikel-Konzentrationsbereich lag hier zwischen
~ 100 nM und ~ 11 nM. Fiir diese Partikel (kristalline GrofSe: ~ 9.5 nm) wurde eine longitudinale
Relaxivitdt von ~ 8.3 mMs'! sowie eine transversale Relaxivitdt von ~ 62 mMs? ermittelt. Fiir
Resovist®, welches aus polydispersen aggregierten Eisenoxid-Kernen (Kerngrofie: 4 nm(8l)
besteht, betragt r» 130 mMs! (1.41 T).I'® Fiir nicht-aggregierte 4 nm grofle Eisenoxid-
Nanopartikel wurde ein r-Wert von ~ 18 mM s8] ermittelt. Aggregate fithren zu einem
drastischen Anstieg der transversalen Relaxivitat. Der r>-Wert von ~ 62 mM-!s deutet daher auf
die Abwesenheit von Aggregaten. Dieser Wert ist vergleichbar mit dem, der fiir die 10.5 nm grofsen
PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel ermittelt wurde.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Kontrastgebung zeigen, dass PEGylierte Eisenoxid-
Nanopartikel mit reproduzierbaren kontrastgebenden Eigenschaften erhalten werden konnten.
Die transversale Relaxationszeit der PEGylierten Nanopartikel blieb {iber einen untersuchten
Zeitraum von bis zu ~ 20 Monaten unverandert. Diese Beobachtung weist zusammen mit der
hohen Stabilitit gegen die Verdiinnungsschritte auf eine dichte Oberflachenbeschichtung und
schwach ausgepragte Desorption der Liganden von der Nanopartikeloberfldche. Die Desorption
von Oberflachen-gebundenen Stabilisatoren fiithrt zu einer abnehmenden Bedeckungsdichte und
damit zu einer Zunahme von Defekten in der Ligandenhiille. Nicht abgeschirmte aktive
Oberflachen und damit eine unzureichende Stabilisierung konnen zu einer Aggregation der
Nanopartikel fiihren. In Anwesenheit eines &dufieren Magnetfeldes weisen die Eisenoxid-
Nanopartikel ein grofies magnetisches Moment auf: Neben der fiir die Nanopartikel typischen
Neigung zur Aggregation infolge der groflen Oberfldche ist zu beriicksichtigen, dass attraktive

magnetische Wechselwirkungen eine Aggregation bei unzureichender Stabilisierung zusatzlich
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begiinstigen.?) Umfassende Untersuchungen zur Stabilitat der PEGylierten Partikel sind unter

3.1.3.3 beschrieben.

3.1.3.2 Untersuchungen zur Toxizitit

Eine potentielle Toxizitdat der nanopartikuldren Materialien ist ein wichtiger Aspekt, der bei der
angestrebten Anwendung beachtet werden muss. Eine biomedizinische Anwendung setzt eine
moglichst geringe toxische Wirkung voraus. Sowohl Eisenoxid-Nanopartikel als auch PEG sind
bereits klinisch zugelassen. Eisenoxid ist ein sehr gut untersuchtes Material fiir Anwendungen in
der Biomedizin. Eisenoxid-basierte Nanopartikel weisen eine hohe Biokompatibilitdt auf und
werden toxikologisch als weitgehend unbedenklich eingestuft.[%171921] Eisenoxid-Nanopartikel
finden bereits seit den spaten 1980er Jahren Anwendung in der medizinischen
Bildgebung.121317.18] Weiterhin werden sie auch im therapeutischen Bereich genutzt: 2010 erhielt
das Berliner Unternehmen MagForce die europdische Zulassung fiir die sogenannte NanoTherm
Therapie®. Ein grofier Vorteil dieser Nanopartikel liegt in der Biodegradierbarkeit des Eisenoxid-
Kerns. Biologisch-bestindige Nanopartikel konnen eine signifikante Toxizitdat vermitteln und
granulomatose Entziindungen hervorrufen.*! Der Abbaumechanismus der Eisenoxid-
Nanopartikel sieht dabei wahrscheinlich wie folgt aus: Die Partikel werden durch Endozytose in
die Zellen aufgenommen.’!! Das entstandene frithe Endosom reift zum spaten Endosom heran,
durch Verbindung mit einem Lysosom entsteht ein Endolysosom (sekundires Lysosom).l'*!l In
diesem kommt es durch das entstandene saure Milieu und die Anwesenheit Eisen-chelatisierender
Verbindungen zur Degradation der Partikel.l'*l] Das beim Abbau freigesetzte Eisen kann analog
zum endogenen Eisen im physiologischen Eisenstoffwechsel verwertet werden.[$1921.24161] Ejsen ist
ein natiirlich vorkommendes Spurenelement und spielt in zahlreichen biologischen Prozessen wie
z.B. dem Sauerstofftransport eine wesentliche Rolle als Kofaktor.’”l Die klinische Standard-
Applikation von 50-100 mg Eisen in Form der Eisenoxid-Nanopartikel ist dabei gering im
Vergleich zur Menge an physiologischen Eisen.[) Im Mittel enthdlt der Korper eines gesunden
Erwachsenen 3500 mg.[! Es muss allerdings berticksichtigt werden, dass freies Eisen - trotz seiner
bedeutenden Rolle in Eukaryoten - katalytisch aktiv und damit toxisch fiir Zellen ist.>”l Deshalb
sind die Eisenaufnahme iiber die Nahrung sowie die Eisenspeicherung auch ausgekliigelten

Mechanismen unterworfen.’’! Intrazelluldr wird Eisen in Form von Ferritin gespeichert.l1°!l In
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dieser Form liegt Eisen in der weniger reaktiven Oxidationsstufe +III vor.?*! Die Toxizitdt des
Eisens beruht auf der Eisen-induzierten Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies (reactive
oxygen species ROS), wie etwa Hydroxyl-Radikale, durch die Fenton- (durch Fe?* katalysiert;
Fe?* + H2O2 - Fe3* + OH- + ‘OH) oder die Haber-Weiss-Reaktion, welche auch als Superoxid-
gesteuerte Fenton-Reaktion bezeichnet wird (in zwei Schritten; 1. Schritt: Fe3* + -Ox — Fe?" + Oy,
2. Schritt: Fenton-Reaktion).[12217-2211 Die ROS-Produktion kann zum Beispiel zu einer Schadigung
der DNA oder Oxidation von Proteinen fiihren, sowie den Zelltod verursachen.?’#2201 Es wurde
gezeigt, dass die Reaktion von Fe?" und Sauerstoff unter Bildung von ROS schneller ablauft wenn
die Eisenionen nicht in Losung sondern auf einer Mineraloberfliche adsorbiert vorliegen.??!
Nanopartikel weisen ein grofses Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis und somit eine hohe Anzahl
reaktiver Oberflachenatome auf. Die grofie spezifische Oberflache der Nanopartikel sollte daher
zu einer verstirkten Erzeugung von ROS durch katalytische Prozesse an der Oberfldche
fiihren.[8222] Brunner et al. fanden fiir unbeschichtete Eisenoxid-Nanopartikel bei vergleichsweise
geringen Eisenkonzentrationen eine signifikante Reduktion der Zellviabilitdit in humanen
Mesotheliom-Zellen.!¥! Die reduzierte Zellviabilitit wurde auf eine verstarkte Produktion von
ROS zuriickgefiihrt?®®l und ist im Einklang mit einer hohen Kkatalytischen Aktivitdt der
nanopartikuldren Oberflache. Oberflichenmodifikationen ermoglichen die kontrollierte
Veranderung von Grenzflacheneigenschaften.* Eine potentielle biomedizinische Anwendung der
Eisenoxid-Nanopartikel erfordert eine effiziente Oberflachenbeschichtung durch welche die hohe
Reaktivitat der Oberflache, sowie infolge die Toxizitdt reduziert werden kann. Auf Eisenoxid-
Nanopartikel basierte Kontrastmittel in klinischer Anwendung sind zum Beispiel mit Dextran oder
Carboxydextran beschichtet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Eisenoxid-Nanopartikel mit
PEG beschichtet. Die Vorteile dieser Oberflachenbeschichtung sind unter 2.1.1.1 genau erlautert.
Deshalb sei an dieser Stelle nur erwdhnt, dass PEG im Kontext medizinischer und biologischer
Forschung sehr gut untersucht ist; von der FDA wurde es fiir viele Anwendungen zugelassen und
es stellt im Bereich der Pharmazie und Medizin fiir viele Anwendungen den Goldstandard
dar.[2674169]

Im Rahmen einer fritheren Arbeit im Arbeitskreis Weller(!82], an der die Verfasserin dieser Arbeit
beteiligt war, konnte fiir 4 nm grofse, mPEG-beschichtete (Mw: ~ 1100 g/mol, Phosphat-
Ankergruppe) Eisenoxid-Nanopartikel in in vitro Toxizitatsuntersuchungen eine unveranderte

Zellviabilitat beobachtet werden, analog zu dem zum Vergleich untersuchten klinischen Standard
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Resovist®. Es wurde ein Konzentrationsbereich von 0.2-200 pg Eisen/mL untersucht, der
Inkubationszeitraum betrug 24 Stunden. Eisenoxid-Nanopartikel (4 nm Kerngrofse), die mit
Phosphat-funktionalisiertem mPEG einer Kettenlange von ~ 2000 g/mol beschichtet wurden,
zeigten in dieser Studie eine reduzierte Zellviabilitat. Die Reduktion wurde auf eine vermutlich
geringere Bedeckungsdichte der Partikeloberflache mit Polymer zuriickgefiihrt. Dies zeigt die
Bedeutung einer stabilen, dichten Oberflachenbeschichtung. Fiir eine reduzierte toxische Wirkung
der Eisenoxid-Nanopartikel ist eine initiale hohe Bedeckungsdichte essentiell. Diese dichte
Oberflachenbedeckung muss auch unter physiologischen Bedingungen aufrechterhalten werden.
Hierfiir ist eine vernachlassigbar geringe Desorptionsrate der Polymere aus der Ligandenhiille
erforderlich. Eine unvollstindige Bedeckung der aktiven Nanopartikeloberfliche koénnte zur
Freisetzung von Eisenionen, sowie zu einer verstarkten Erzeugung freier Radikale durch
katalytische Prozesse an der Oberflache fithren. Weiterhin konnten unzureichend beschichtete
Nanopartikel zu grofseren Einheiten aggregieren. In Abhangigkeit des Ausmaf3 dieser Aggregate
konnte in vivo eine sogenannte frustrierte Phagozytose induziert werden, die zu chronischen
Entziindungen fithren kann, und in Konsequenz die Gefahr einer Krebserkrankung oder einer
neurodegenerativen Erkrankung erhéhen.!

Ein entscheidendes Kriterium bei der Untersuchung der Toxizitdt einer Substanz ist die
Konzentrationsabhéangigkeit. Eine mogliche konzentrationsabhangige zytotoxische Wirkung der
PEGylierten FEisenoxid-Nanopartikel wurde in einem Konzentrationsbereich zwischen
~ 3.58 umol Eisen/L (0.2 pg Eisen/mL) und ~ 5370 umol Eisen/L (300 pug Eisen/mL) untersucht. Im
Rahmen der fritheren Toxizitdtsstudiel’®? wurde ein Konzentrationsbereich von 0.2-200 pg
Eisen/mL untersucht. Die Konzentration von 200 pg Eisen/mL (~ 3580 pmol Eisen/L) wurde als
biologisch relevant angenommen. Hierfiir wurden typische Injektionsdosen fiir ein in vivo
Mausexperiment zu Grunde gelegt: 0.2 mL Injektionsvolumen, 2 mL Gesamtblutvolumen, 2 mg
Eisen/mL Injektionskonzentration.l®2 In Tierexperimenten wird gewohnlich mit hdoheren
Konzentrationen als in klinischen Anwendungen gearbeitet. Unter Beriicksichtigung der
gewichtsbezogenen Blutmenge bei Frauen von durchschnittlich 55.1 mL/kg??], einer klinischen
Standardapplikation von 50-100 mg Eisen®! sowie einem Gewicht von 90 kg ergibt sich eine
Konzentration von 10-20 ug Eisen/mL; fiir Manner (73.3 mL/kgl?) ergibt sich bei gleichen
Parametern (90 kg, 50-100 mg Eisen) eine Konzentration von ~ 8-15 ug Eisen/mL. Der im Rahmen

der vorliegenden Arbeit untersuchte Konzentrationsbereich deckt somit relevante Konzentra-
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tionen ab. Die Untersuchung einer moglichen akuten Zytotoxizitdt der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel erfolgte mit Hilfe eines Verfahrens, das routinemafiig Anwendung in dem Centrum
fiir Angewandte Nanotechnologie (CAN GmbH) findet. Hierfiir wurde das Partikelsystem
hinsichtlich einer zytotoxischen Wirkung auf der humanen Lungenkrebszelllinie A549 untersucht.
Als positive Referenzkontrolle wurden die A549-Zellen mit Cadmiumchlorid in einer Konzentra-
tion bis zu 300 uM inkubiert. Cadmiumchlorid wirkt schon in geringen Konzentrationen toxisch.
Als Negativkontrolle dienten die Zellen in Medium. Nach einer Inkubationszeit von ~ 16 Stunden
wurden der Zellkern und die Mitochondrien gefarbt. Das Anfarben dieser Zellorganelle
ermoglicht die Bestimmung der Zellzahl, der Zellmorphologie, der Zellkernmorphologie, der
Zellkerngrofie, der Intensitat der Zellkerne (diese Grofie wird im Folgenden genauer erklart) und
der Aktivitit der Mitochondrien (Mitochondrienpotential). Die Beurteilung der Toxizitdt kann
anhand dieser Parameter erfolgen. Eine beginnende zytotoxische Wirkung wiirde sich in einem
zunehmenden mitochondrialen Membranpotential zeigen. Das Mitochondrienpotential kann
vereinfacht als Indikator fiir den Energiestatus der Mitochondrien gesehen werden und ermdoglicht
qualifizierte Aussagen iiber den Zustand der Mitochondrien.??l Unter Zellstress zeigen die
Mitochondrien eine gesteigerte Aktivitdt; die Mitochondrien-vermittelte =~ Apoptose
(programmierte Zelltod) wird eingeleitet. Eine beginnende zytotoxische Wirkung wiirde sich
weiterhin in einer Kondensation des Chromatins der Zellkerne zeigen.[?!8! Der Zellkern wurde mit
dem DNA-Farbstoff Hoechst gefarbt. Die Kondensation des Chromatins geht mit einer Zunahme
der Intensitat des Hoechst-Farbstoffs und folglich der Zellkernintensitédt einher. Weiterhin kann
die Zellzahl abnehmen. Mit zunehmender Konzentration des Xenobiotikums sterben die Zellen ab
- die Zellzahl sinkt drastisch - und es kann ein starker Abfall des Mitochondrienpotentials
beobachtet werden. Weiterhin wird die DNA internukleosomal gespalten und der Zellkern zerfallt
schliefSlich.??! Infolge nehmen die Intensitdt des DNA-Farbstoffs und damit die Zellkernintensitat,
sowie die Zellkernzahl ab. Ist die zu testende Substanz nicht toxisch, bleiben die genannten
Parameter iiber den untersuchten Konzentrationsbereich konstant. Diese vier Parameter konnen
durch die durchgefiihrte Toxizitatspriifung an einem Cellomics Array Scan® quantifiziert werden.
Durch den Einfluss von toxischen Reagenzien verandert sich unter anderem auch die Morphologie
der Zellen. Morphologische Parameter der Apoptose sind zum Beispiel das Schrumpfen oder
Abrunden der Zellen. Morphologische Veranderungen, sowie eine Abnahme der Zellzahl infolge

einer toxischen Wirkung kénnen anhand mikroskopischer Aufnahmen der Zellen einfach und
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zuverldssig charakterisiert werden. In Abbildung 3.22 sind reprasentative mikroskopische
Aufnahmen der A549-Zellen nach 16-stiindiger Inkubation mit den PEG-beschichteten Eisenoxid-
Nanopartikeln, sowie mit Cadmiumchlorid fiir den jeweils untersuchten Konzentrationsbereich
gezeigt. Weiterhin ist eine reprasentative Aufnahme der A549-Zellen nach Inkubation in Medium
ohne Probenzugabe iiber einen Zeitraum von ebenfalls 16 Stunden gezeigt.

Anhand der mikroskopischen Aufnahmen ist zu erkennen, dass die Zellzahl nach Zugabe von
Cadmiumchlorid ab einer Konzentration von 100 puM abnimmt. Weiterhin sind deutliche
morphologische Veranderungen zu beobachten: Die Zellen werden kompakter und runden sich
ab. Mit zunehmender Konzentration an Cadmiumchlorid nimmt die Zellzahl weiter ab.
Cadmiumchlorid zeigt bereits in niedrigen Konzentrationen den erwarteten zytotoxischen Effekt.
Hingegen sind bei Inkubation der A549-Zellen mit den PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikeln bei
keiner der untersuchten Konzentrationen morphologische Veranderungen zu beobachten. Die
Zellen sind immer mit der Kontrolle vergleichbar. Bei der hochsten untersuchten Konzentration
(~ 5370 pumol Eisen/L bzw. 300 ug Eisen/mL) sinkt die Zellzahl leicht. Die PEGylierten Partikel

scheinen ab dieser Konzentration erste leichte Veranderungen auf den A549-Zellen zu zeigen.
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Abbildung 3.22: Mikroskopische Aufnahmen von A549-Zellen nach 16-stiindiger Inkubation mit Polyethylenglykol-
stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln sowie mit Cadmiumchlorid. Gezeigt sind repréasentative Aufnahmen von A549-
Zellen bei extrazelluldaren Cadmium-Konzentrationen von 25-300 uM (oben), sowie bei unterschiedlichen extrazelluldren
Nanopartikel-Konzentrationen (unten). Es ist nicht die Partikelkonzentration sondern die entsprechende Eisenkonzen-
tration (~ 3.58-5370 uM) angegeben. Des Weiteren sind Zellen nach 16 Stunden Inkubation ohne Zugabe von PEGylierten
Nanopartikeln oder Cadmiumchlorid dargestellt (Kontrolle). Die Zellkerne erscheinen durch einen DNA-Farbstoff
(Hoechst 33342) blau. Die Mitochondrien wurden mit Mito Tracker® Deep Red gefarbt und erscheinen dadurch rot. Ab
einer Konzentration von 100 uM Cadmiumchlorid nimmt die Zellzahl ab und die Morphologie der Zellen beginnt sich
deutlich zu verdndern. Konzentrationsabhidngig nimmt die Zellzahl weiter ab. Fiir die Eisenoxid-Nanopartikel sind bei
keiner der getesten Konzentrationen morphologische Verdnderungen zu beobachten. Bei der hochsten untersuchten
Konzentration (~ 5370 umol Eisen/L bzw. 300 ug Eisen/mL) sinkt die Zellzahl leicht.

Eine beginnende zytotoxische Wirkung sollte sich in einem Anstieg des Mitochondrienpotentials
und bei zunehmender Konzentration des potentiellen Xenobiotikums in einem drastischen Abfall

des mitochondrialen Potentials zeigen. Ein dhnlicher Verlauf sollte fiir die Intensitdt des DNA-
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Farbstoffs und damit fiir die Zellkernintensitat zu erwarten sein. In Abbildung 3.23 ist daher die
Quantifizierung der Toxizitatspriifung der PEGylierten Eisenoxid-Partikel gezeigt. Es sind die
Zellzahl, die Zellkerngrofle, die Intensitdt der Zellkerne und das Mitochondrienpotential als
Funktion der Konzentration der Nanopartikel (in Form der extrazellularen Eisenkonzentration

~3.58-5370 uM) dargestellt.
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Abbildung 3.23: Quantifizierung der Toxizititspriifung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel. Gezeigt sind die
Intensitat der Zellkernfirbung, die Zellkerngrofle, die Zellzahl sowie das Mitochondrienpotential nach 16-stiindiger
Inkubation der A549-Zellen als Funktion der Konzentration der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel (Eisengehalt von
~3.58 uM bis ~ 5370 uM). Die Eisenkonzentration von 0 uM entspricht der Negativkontrolle. Die Daten sind Mittelwerte
mit Standardabweichung aus drei Replikaten pro Inkubationskonzentration (Mittelwert +/- s.d. mit n = 3). Die
Zellkerngrofle, die Zellkernintensitit sowie das Mitochondrienpotential bleiben {iber den untersuchten
Konzentrationsbereich konstant. Bei der hdchsten Inkubationskonzentration (~ 5370 pmol Eisen/L bzw. 300 ug Eisen/mL)
sinkt die Zellzahl.

Aus den vier Auftragungen ist zu erkennen, dass weder die Intensitiat des DN A-Farbstoffs noch
das mitochondriale Potential konzentrationsbedingt beeinflusst werden. Ebenso bleibt die
Zellkerngrofie iiber den untersuchten Konzentrationsbereich konstant. Die Quantifizierung der

Zellzahl zeigt eine deutliche Abnahme bei der hochsten Eisenkonzentration (~ 5370 pmol Eisen/L
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bzw. 300 ug Eisen/mL) und korreliert damit mit der anhand der mikroskopischen Aufnahmen
getroffenen Annahme, dass ab dieser Konzentration Veranderungen auftreten.

Anhand der mikroskopischen Aufnahmen und der Quantifizierung der Toxizitatspriifung sind
keine eindeutigen Zeichen fiir einen toxischen Effekt zu erkennen. Ab einer Konzentration von
300 pg Eisen/mL (~ 5370 pmol Eisen/L) sinkt die Zellzahl, aber das mitochondriale Potential und
die Intensitat des DN'A-Farbstoffs bleiben {iber den gesamten untersuchten Konzentrationsbereich
konstant. Es ist nicht auszuschliefien, dass bei weiterer Zunahme der Konzentration eine toxische
Wirkung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel auf die A549-Zellen einsetzt. Es ist zu beachten,
dass die hochste eingesetzte Konzentration von 300 pg Eisen/mL hoher als die in der Literatur fiir
in vivo Mausexperimente als relevant angenommene Konzentration von 200 pg Eisen/mL182I und
weiterhin  deutlich hoher als Standardkonzentrationen in klinischer ~Anwendung
(~ 820 ug Eisen/mL) ist. Die PEG-beschichteten Eisenoxid-Nanopartikel zeigen in dem
untersuchten Zeitraum {iber einen physiologisch relevanten Konzentrationsbereich keine
zytotoxische Wirkung.

Da die Toxizitat eine starke Abhangigkeit von der Oberflachenbeschaffenheit aufweist, sollte die
Polymerhtille eine hohe Stabilitat unter physiologischen Bedingungen aufweisen. Eine Desorption
der Liganden von der Partikeloberflache kann z.B. aktive Oberflachenatome freilegen und infolge
konnen katalytische Prozesse an der Oberflache zu einer Produktion von ROS und damit zu einer
toxischen Wirkung der Partikel fiihren. Weiterhin konnen die Partikel bei unvollstindiger
Oberflachenbedeckung zu grofseren Einheiten aggregieren; eine Aggregatbildung fiihrt zu einer
reduzierten Bluthalbwertszeit und konnte weiterhin eine sogenannte frustrierte Phagozytose zur
Folge haben. Nachdem in in vitro Versuchen gezeigt werden konnte, dass die PEGylierten
Eisenoxid-Nanopartikel auch in sehr hohen Konzentrationen keine zytotoxische Wirkung zeigen,

wurde die kolloidale Stabilitdat der Nanopartikel unter physiologischen Bedingungen untersucht.

3.1.3.3 Stabilititsuntersuchungen an den PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikeln

Eine hohe kolloidale Stabilitdt der Nanopartikel unter physiologischen Bedingungen stellt eine
Grundvoraussetzung dar, um sich den Herausforderungen einer potentiellen biomedizinischen
Anwendung zu stellen. Die Stabilitat der Konjugate hangt immer davon ab wie vollstandig die

Bedeckung mit Liganden ist und wie dicht die Liganden bei vollstiandiger Bedeckung gepackt
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sind.[®! Eine effektive Stabilisierung bedingt eine hohe Anlagerungsdichte. Eine unzureichende
Stabilisierung durch eine geringe oder instabile - Liganden desorbieren von der Oberflache - und
infolge unzureichende Ligandenbedeckung kann zur Bildung von Aggregaten fiihren. Die
inhdrente, ausgepragte Tendenz der Nanopartikel zur Aggregation ist auf die mit ihrer geringen
Grofle verbundenen hohen Oberfldchenenergie zuriickzufiihren.'22026) Nanopartikel weisen einen
hohen Anteil an Oberflichenatomen auf: Der Oberflachenanteil nimmt invers proportional zum
Durchmesser zu.[28226) Werden die aktiven Oberfldchen nicht abgeschirmt, konnen die Partikel
schnell unter Verringerung der Oberflichenenergie zu grofieren Einheiten aggregieren.

Im Folgenden werden Untersuchungen zur Stabilitdt der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel
unter biologisch relevanten Gesichtspunkten vorgestellt. Um eine mogliche Aggregatbildung und
somit Grofiendnderung festzustellen wurde in der Regel der intensitdtsgewichtete
hydrodynamische Durchmesser mittels DLS bestimmt. Bei hoher Stabilitit gegeniiber den
durchgefiihrten Stabilitatstests sollten der hydrodynamische Durchmesser und die
Teilchengrofienverteilung unverandert bleiben. Eine zunehmende Polydispersitdt infolge von
Aggregationsprozessen sollte zu einer Verbreiterung der Grofienverteilung fithren. Um eine
mogliche Aggregation der Partikel in Folge der Stabilitdtstests zu untersuchen wurden weiterhin
die Relaxationszeiten bestimmt. Die Ausbildung von Aggregaten sollte sich in einer Verkiirzung
der transversalen Relaxationszeit zeigen. Die Messung der Relaxationszeit wurde bereits genutzt
um die kolloidale Stabilitat zu untersuchen: Tromsdorf et al.[16182] bestimmten die Relaxationszeiten
PEGylierter Eisenoxid-Nanopartikel in Serum, um zu zeigen, dass die kontrastgebenden
Eigenschaften der Partikel unter physiologischen Bedingungen unverdndert bleiben. Nach 2-
stiindiger Inkubation in Serum konnte kein messbarer Einfluss auf die Relaxationszeiten gezeigt
werden. Es wurde geschlossen, dass die Partikel unverandert homogen dispergiert vorliegen.

Fiir biomedizinische Verfahren stellt die Stabilitdt bei Verdiinnung ein wichtiges Kriterium dar.
Die Verteilung der Nanopartikel im Blutkreislauf nach iv. Applikation stellt einen
Verdiinnungsschritt dar, der zu keiner Beeintrachtigung der kolloidalen Stabilitat fithren sollte.
Eine Verdiinnung der Nanopartikel kann durch Verschiebung des on/off-Gleichgewichts zwischen
gebundenen und ungebundenen Liganden zu einer Entfernung gebundener Liganden aus der
Hiillschicht fiihren.'®] Die Desorptionsrate korreliert dabei mit der Bindungsaffinitat der
Ankergruppe. Eine geringe Affinitdt erhoht die Wahrscheinlichkeit der Desorption. Weiterhin

steigt die Tendenz der Liganden von der Oberfliche zu desorbieren mit zunehmendem
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Verdiinnungsfaktor. Um den Einfluss von Verdiinnung auf die Stabilitdt zu ermitteln, wurden
wassrige Partikellosungen bis zu einer Partikelkonzentration von ~ 2.5 nM verdiinnt.

In Abbildung 3.24 sind Ergebnisse zur Untersuchung der kolloidalen Stabilitit PEGylierter
Eisenoxid-Nanopartikel (dhyd: ~ 26 nm) in hoher Verdiinnung gezeigt. Es sind die DLS-Profile der

unverdiinnten (~ 900 nM) sowie der verdiinnten (~ 2.5 nM) Partikellosung gezeigt.
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Abbildung 3.24: DLS-Analytik zur Untersuchung der kolloidalen Stabilitit Polyethylenglykol-stabilisierter
Eisenoxid-Nanopartikel in hoher Verdiinnung. Gezeigt sind DLS-Profile wéssriger Partikelsuspensionen
unterschiedlicher Konzentrationen. Nach Verdiinnung ist keine Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers oder

Verbreiterung der Grofienverteilung zu beobachten. Im DLS-Profil finden sich keine Anzeichen fiir eine Destabilisierung
der kolloidalen Losung durch den Verdiinnungsschritt.

Nach Verdiinnung ist keine Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers zu beobachten. Die
Teilchengrofienverteilung ist gleichbleibend schmal. Weiterhin blieb die verdiinnte Kolloidlosung
unverandert klar, es wurden keine Anzeichen von Sedimenten gefunden. Die PEGylierten
Nanopartikel weisen auch bei sehr niedrigen Konzentrationen eine hohe Stabilitat auf.

Aufgrund ihrer hohen Stabilitit gegen Verdiinnung sind die PEGylierten Nanopartikel ohne
Beeintrachtigung in in vivo Anwendungen einsetzbar. In Tierexperimenten, die im Rahmen dieser
Arbeit (3.1.3.4) oder im Rahmen der Diplomarbeit der Verfasserin durchgefiihrt wurden, lag die
applizierte Eisendosis zwischen 70-300 pg. Das Blutvolumen einer Maus ergibt sich aus der
gewichtsbezogenen Blutmenge und ihrem Korpergewicht. Die Blutmenge fiir Méduse betragt im
Mittel ~ 72 mL/kgl?lund das durchschnittliche Gewicht betragt ~ 25 g??”l. Das Blutvolumen betragt
somit ~ 1.8 mL. Im Rahmen der Diplomarbeit der Verfasserin wurde ein Volumen von ~ 400 pL

injiziert. Wird ein Injektionsvolumen von maximal ~ 400 pL beriicksichtig, betragt die



90 Ergebnisse und Diskussion

Eisenkonzentration unter Beriicksichtigung der injizierten Eisenmenge und des Blutvolumens der
Maus ~ 30-140 mg/L. Dieser Wert liegt in dem Bereich der in vorangegangenen Untersuchungen
angenommenen biologisch relevanten Eisenkonzentration (~ 200 mg/L)!'82l. Die Untersuchung der
Stabilitdt gegen Verdiinnung erfolgte bei deutlich niedrigeren Eisenkonzentrationen: Eine
Partikelkonzentration von ~ 2.5 nM entspricht ~ 3.4 bzw. ~ 3.8 mg Eisen/L bei Partikelgrofien von
~10.5 nm und ~ 10.9 nm. In Tierexperimenten wird gewo6hnlich mit hoheren Konzentrationen als
in klinischen Anwendungen (~ 8-15 mg/L (siehe 3.1.3.2)) gearbeitet. Die klinischen
Eisenkonzentrationen sind ebenfalls hoher als die im Stabilitatstest untersuchte Konzentration. Die
hohe Stabilitdt der PEGylierten Partikel gegen Verdiinnung liegt in Ubereinstimmung mit den
Erwartungen: Die hohe Bindungsaffinitit der Phosphat-Ankergruppe des Liganden zu der
Eisenoxid-Oberflache fiihrt dazu, dass auch bei starker Verdiinnung der gereinigten
Partikellosungen eine thermodynamisch begiinstigte Desorption vermutlich nur in geringem
Ausmaf stattfindet und zu keiner erkennbaren Destabilisierung der kolloidalen Losung fiihrt.
Der Schliisselfaktor fiir eine spatere Anwendung der Eisenoxid-Nanopartikel als spezifisches
Kontrastmittel ist eine hohe Stabilitat der Bindung zwischen dem zielfithrenden Biomolekiil und
den PEGylierten Partikeln. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt die Anbindung der bioaktiven
Komponente an das distale Ende der Polymerhiille. Daher ist eine geringe Desorptionsrate der
Polymere und somit auch der Poylmer-gebundenen Biomolekiile aus der Ligandenhiille ein
Faktor, der die Stabilitdt der Biokonjugate bestimmt.

Der Prozess der Aggregatbildung ist analog zu einer bimolekularen Reaktion und héngt von der
Konzentration der Nanopartikel ab:*! Die Geschwindigkeit der Aggregation steigt mit dem
Quadrat der Partikelkonzentration.[*! Ein Verlust der kolloidalen Stabilitdt bei unzureichender
Stabilisierung ist somit vor allem bei hoheren Konzentrationen akut. Die folgenden
Stabilitatsuntersuchungen an den PEGylierten Nanopartikeln erfolgten daher in hoher
konzentrierten Losungen als die sich unter Beriicksichtigung der Kklinischen Eisen-
Standardapplikation ergebenden Konzentrationen von ~ 8-15 mg/L.

Im Folgenden wird die Untersuchung der Stabilitat der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel gegen
verschiedene, physiologisch relevante pH-Werte vorgestellt. In physiologischer Umgebung finden
sich Bereiche mit variierenden pH-Werten. Der pH-Wert des Blutes liegt beim Menschen zwischen
7.35und 7.45.1181 In Normalgewebe liegt der pH-Wert zwischen 7 und 8, mit einem Mittelwert von

~ 7.5.%1 Tumore weisen infolge eines Sauerstoff- sowie Nahrstoffmangels eine saure
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Mikroumgebung auf; der mittlere pH-Wert der extrazelluldre Matrix liegt bei 7.[1%] Verschiedene
Tumorregionen weisen allerdings erhebliche Unterschiede in ihren pH-Werten auf; die pH-Wert-
Spanne kann von 5.8 bis 7.6 reichen.['®] Ein leicht saurer pH-Bereich (~ 4-6) ist assoziiert mit
Endosomen und Lysosomen.[?1228221 Veranderungen des pH-Werts in physiologischer Umgebung
sollten zu keiner Aggregatbildung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel fiihren, noch sollte
eine schnelle Desorption der polymeren Liganden von der Oberflache begiinstigt und infolge die
Tendenz zur Aggregation erhoht werden.

Die pH-Wert abhdngige Stabilitit der polymerumbhiillten Eisenoxid-Nanopartikel wurde {iiber
einen Zeitraum von ~ 24 Stunden iiber einen pH-Bereich von 4 bis 9 untersucht. Die Partikel
wurden in wassrigen Losungen entsprechenden pH-Werts iiber den Untersuchungszeitraum
inkubiert. Die Versuche wurden in zwei unterschiedlichen Partikelkonzentrationen durchgefiihrt
(~ 50 nM und ~ 500 nM). Um eine mogliche Gréflenanderung infolge einer pH-Wert induzierten
Destabilisierung festzustellen, wurden die Relaxationszeiten bestimmt. Unabhdngig vom
untersuchten pH-Wert blieben die relaxometrischen Eigenschaften der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel iiber den untersuchten Zeitraum von ~ 24 Stunden nahezu unverandert. Die
Ergebnisse der pH-Wert-abhéngigen Untersuchungen zeigen eine sehr gute Stabilisierung der
Eisenoxid-Nanopartikel durch die PEG-Hiille. PEG ist biologisch nicht abbaubar. Die hohe in vivo
Stabilitat von Polyethylenglykol ist in der Literatur bekannt und kann zum Teil vermutlich auf die
hohe Stabilitdat der Etherbindung gegen Hydrolyse in Gegenwart von Sduren und Basen
zuriickgefiihrt werden. Eine Anderung des pH-Werts kdnnte eine Entfernung gebundener
Liganden zur Folge haben. Eine Desorption der iiber eine Phosphat-Ankergruppe an die
Partikeloberfliche gebundenen PEG-Liganden konnte bei niedrigeren pH-Werten durch
Protonierung der Ankergruppe begiinstigt sein. Die hohe Stabilitdt der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel {iber den gesamten untersuchten pH-Bereich zeigt die hohe chemische Stabilitdt der
Ligandenbindung an die Partikeloberflache. Fiir die PEGylierten Nanopartikel sind bei den
untersuchten, physiologisch relevanten pH-Werten keine Anzeichen einer signifikanten
Destabilisierung zu beobachten. Die Partikel sind somit diesbeziiglich fiir biomedizinische
Anwendungen geeignet. Es wird nur die angestrebte intraventse Administration und keine orale
Verabreichung und somit eine Aufnahme iiber den Magen-Darm-Trakt beriicksichtigt.

Fiir eine biomedizinische Anwendung von Nanopartikeln ist weiterhin die Stabilitat bei hohen

Salzkonzentrationen entscheidend. Die im Blutserum gegebene Ionenstarke (~ 150 mM®) darf zu
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keiner Destabilisierung und infolge Aggregation der PEGylierten Partikel fithren. Weiterhin
weisen biologische Puffer ebenfalls einen hohen Salzgehalt auf. Zur Untersuchung einer moglichen
Elektrolyt-induzierten Destabilisierung der Partikel wurden die wéssrigen Kolloidldsungen
zunachst auf eine Natriumchloridkonzentration von 150 mM eingestellt und anschlieflend DLS-
Messungen durchgefithrt. Uber den untersuchten Zeitraum von ~ 22 Stunden blieb die
Kolloidlosung unverdndert klar, es wurden keine Anzeichen von Sedimenten gefunden. In
Abbildung 3.25 sind DLS-Profile der Partikel (dnya: ~ 26 nm) zu Beginn des Stabilitétstests, sowie
nach ~ 22 Stunden gezeigt. Die Partikelkonzentration betrug ~ 50 nM. An dieser Stelle sei erwahnt,
dass die Partikelkonzentration bei den in FACS-Puffer durchgefiihrten in vitro Untersuchungen

des Bindungsverhaltens der Biokonjugate (siehe 3.2) bei maximal ~ 12 nM lag.
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Abbildung 3.25: DLS-Analytik zur Untersuchung der Stabilitit Polyethylenglykol-stabilisierter Eisenoxid-
Nanopartikel in Gegenwart hoher Salzkonzentration. Gezeigt sind die intensitatsgewichteten Grofienverteilungen in
Gegenwart von 150 mM NaCl zu Beginn der Stabilititsuntersuchung sowie nach einem Untersuchungszeitraum von
~ 22 Stunden. Uber den untersuchten Zeitraum ist keine signifikante Zunahme der hydrodynamischen Grofe zu
beobachteten. Weiterhin bleibt eine vergleichbare Grofienverteilung erhalten. Dies zeigt die Stabilitdt der PEGylierten
Partikel in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen.

Die DLS-Profile weisen keine signifikanten Unterschiede auf. Die PEGylierten Nanopartikel
weisen im Untersuchungszeitraum eine hohe Stabilitdt gegen die untersuchte, biologisch relevante
Salzkonzentration von 150 mM auf. Die Stabilitdt gegen hohe Ionenstarken hat vermutlich zwei
Ursachen. Zunidchst kann die koordinative Anbindung der PEG-Liganden an die Eisenoxid-
Oberflache tiber die bindungsaffine Phosphat-Ankergruppe sicherstellen, dass diese nicht im
Verlauf von Experimenten in Medien mit hoher Ionenstiarke oder wahrend der Zirkulationszeit im

Blut von der Partikeloberflache desorbieren. Bei einer elektrostatischen Anbindung der Polymere
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an die Partikeloberfliche ware hingegen die Tendenz zur Desorption erhoht. Besonders
entscheidend fiir die hohe Stabilitat ist allerdings, dass die Polymere eine sterische Stabilisierung
der Nanopartikel und somit eine sehr effektive Stabilisierung der Kolloidlosung bei hohem
Salzgehalt bewirken. Thermodynamische Aspekte der sterischen Stabilisierung sind unter
anderem entropische Effektel'®], die unter 2.1.1.1 im Rahmen der Biorepulsivitit beschrieben
wurden. Anders als eine elektrostatische Stabilisierung, welche durch Salzzugabe durch
zunehmende Abschirmung von Ladungen unwirksam werden kann['®], ist eine sterische
Stabilisierung nicht sensitiv gegentiber dem Salzgehalt.

Die PEG-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel weisen eine hohe Stabilitiat gegen Verdiinnung auf.
Weiterhin sind die Partikel iiber einen breiten pH-Bereich, sowie bei einer Ionenstarke von 150 mM
stabil. Durch eine hohe kolloidale Stabilitit unter physiologischen Bedingungen kann eine
Partikelaggregation in vivo und infolge eine schnelle, unspezifische Phagozytose durch das MPS
unterbunden werden. Dennoch kann eine unspezifische Anlagerung von Proteinen aus dem
Blutserum an die Oberfldche der Nanopartikel erfolgen. Die Bildung einer Proteinkorona kann
einerseits eine adsorptionsinduzierte Aggregation bewirken. Weiterhin konnen adsorbierte
Opsonine eine beschleunigte, Rezeptor-vermittelte Aufnahme der Partikel durch das MPS
bewirken. Beides fiihrt zu einer signifikanten Abnahme der Nanopartikel im Blutstrom. Durch die
PEG-Hiille kann die unspezifische Proteinadsorption verringert werden. Der Grad der
Biorepulsivitat ist dabei Funktion der Bedeckungsdichte der Oberfliche mit PEG-Liganden. Die
angenommene hohe Bedeckungsdichte sollte zu einer geringen Proteinadsorption auf der
Partikeloberflache fiithren. Im Folgenden wird der Effekt der PEG-Oberflachenbeschichtung auf
die unspezifische Proteinadsorption untersucht. Um zu untersuchen wie sich die PEGylierten
Partikel in Gegenwart hoher Proteinkonzentrationen verhalten, wurden diese fiir zwei Stunden
bei 37 °C in Fetalem Kailberserum (FCS) inkubiert. Zur Kontrolle erfolgte unter analogen
Bedingungen die Inkubation der Partikel in PBS. Die Konzentration der Partikel betrug ~ 460 nM.
Die Bildung einer Proteinkorona auf der Partikeloberflache fithrt zu einer Vergrofierung des
Partikeldurchmessers, weiterhin kann die Adsorption von Proteinen eine Partikelaggregation
induzieren. Zur Untersuchung einer moglichen Grofiendnderung der PEGylierten Partikel infolge
unspezifischer Proteinadsorption wurden die in Serum inkubierten, sowie die als Kontrolle
dienenden Partikel einer Grofsenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography SEC)

unterzogen. Die SEC ermdglicht die Fraktionierung aufgrund von Grofienunterschieden:
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Kleineren Partikeln steht aufgrund ihrer Fahigkeit in die porose, stationdre Matrix einzudringen
ein grofleres Sdaulenvolumen zur Verfiigung. Somit werden diese langer retadiert und folglich
spater eluiert als grofiere Partikel. Eine Gréfienzunahme infolge von Proteinadsorption sollte sich
demnach in einer Verkiirzung der Retentionszeit zeigen.

Nach erfolgter Inkubation wurden die Proben sdulenchromatographisch aufgetrennt,
anschlieffend wurde der Eisengehalt und damit riickschlieffend auch der Nanopartikelgehalt in
den einzelnen Fraktionen photometrisch mittels Bathophenantrolin bestimmt. In Abbildung 3.26
ist das durch Auftragung des Eisengehalts gegen die entsprechende Fraktion erhaltene
Elutionsprofil fiir die beiden untersuchten Proben gezeigt. Die Fraktionen wurden im Abstand von
einer Minute gesammelt. Die erste Fraktion wurde ab der zehnten Minute gesammelt.
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Abbildung 3.26: Analytik der Stabilitit Polyethylenglykol-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel in Gegenwart von
Proteinen aus dem Blutserum. Gezeigt ist der Eisengehalt der Fraktionen einer Grofienauschlusschromatographie
nachdem die Partikel einerseits mit PBS-Puffer (blau) andererseits mit Fetalem Kalberserum (FCS) (rot) tiber zwei Stunden
bei 37 °C inkubiert wurden. Im Vergleich zu den in Puffer inkubierten Partikeln wird der Hauptpeak der in FCS
inkubierten Partikel etwas friiher eluiert, des Weiteren ist das Elutionsprofil breiter. Die Groffenzunahme ist auf eine
Proteinadsorption zuriickzufiihren. Laut Literatur eluieren bis ~ Fraktion 6 (Minute 15) aggregierte Partikel.l16571611 Der
Anteil adsorptionsinduzierter Aggregation in der untersuchten Probe ist gering.

Das Elutionsprofil der in PBS inkubierten Partikel weist einen Hauptpeak bei den Fraktionen 14
und 15 auf. Im Vergleich zu den in PBS inkubierten Partikeln wird der Hauptpeak der in FCS
inkubierten Partikel zu fritheren Fraktionen (12 und 13) verschoben. Des Weiteren ist das
Elutionsprofil breiter; mit einem zweiten relativ intensiven Peak (Schulter) bei Fraktion 8 und 9.

Das veranderte Elutionsprofil nach Inkubation in Fetalem Kalberserum ist auf eine Adsorption von
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Proteinen auf der Partikeloberfliche zuriickzufithren. Durch anschliefende DLS-Messungen
einzelner Fraktionen konnte eine leichte Grofifenzunahme bestatigt werden. Im Vergleich zu den
nicht inkubierten wassrigen Partikellosungen (dny¢: ~ 26 nm) nimmt der hydrodynamische
Durchmesser der Partikel in Fraktion 8 (Schulter bei Inkubation in FCS) um ~ 10 nm zu.

Analog zu fritheren Arbeiten im Arbeitskreis Weller!'*182, in welchen der Effekt verschiedener
Kettenldngen der Polymerbeschichtung auf die Proteinresistenz von Eisenoxid-Nanopartikeln in
analoger Weise untersucht wurde, konnte eine Proteinadsorption durch PEGylierung auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht vollstindig verhindert werden. In der fritheren Arbeit
wurde die hochste Resistenz gegen eine unspezifische Proteinadsorption fiir mPEG mit einem
mittleren Molekulargewicht von ~ 1100 g/mol beobachtet. Die im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten PEGylierten Partikel (Kerndurchmesser: 10.5 nm) scheinen im Vergleich mit den
mPEG-beschichteten Partikeln (Kerndurchmesser: 4 nm) der fritheren Arbeit eine verbesserte
Biorepulsivitat aufzuweisen. Die PEGylierten 4 nm grofsen Partikel weisen nach Inkubation in FCS
ein stdrker verdndertes Elutionsprofil auf und eluieren zu einem hoheren Anteil in fritheren
Fraktionen als die in Puffer inkubierten Partikel.16!82l Dies deutet auf ein grofleres Ausmafs
unspezifischer Proteinadsorption hin.

Die PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel weisen eine zwar nicht vollstindig verhinderte, aber
dennoch reduzierte Proteinadsorption und eine geringe adsorptionsinduzierte Aggregatbildung
auf. Zusammen mit der hohen kolloidalen Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen deutet
dies auf eine hohe Oberflichenbedeckung und stabile Polymerhiille hin. Die hohe Stabilitdt der
polymeren Hiillschicht unter physiologischen Bedingungen, sowie die reduzierte Protein-
adsorption sollten zu einer reduzierten Aufnahme durch Zellen des MPS und somit zu einer
langen Zirkulationszeit der i.v. applizierten Partikel im Blutstrom fithren. Im nachsten Kapitel
werden die Ergebnisse der Untersuchung der Blutzirkulation der PEGylierten Eisenoxid-

Nanopartikel mittels dynamischer MRT-Messungen im Tiermodell vorgestellt.

3.1.3.4 Verfolgung der Blutzirkulation der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel mittels

dynamischer MRT-Messungen im Tiermodell

Eine schnelle, unspezifische Entfernung der Nanopartikel aus der Zirkulation durch

phagozytierende Zellen des MPS verhindert das gezielte Ansteuern bestimmter Zellen oder
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Gewebearten und reduziert so ihre biomedizinische Funktionalitat.[*>l Vorausgesetzt, dass nicht
etwa die Darstellung von Makrophagen des Leber- oder des Milzgewebes das Ziel der
Anwendung ist. Ein idealer, biokonjugierter Nanovektor fiir eine aktive Zielfithrung wére in der
Lage nach intravendser Injektion einer sofortigen Erkennung durch das MPS zu entgehen und
somit ausreichend lange im Geféaf3system zu zirkulieren um das Zielgewebe bzw. die Zielzellen in
hoher Konzentration zu erreichen.

Im Folgenden wird in Tiermodellen die Partikokinetik - unspezifische Aufnahme in die Leber und
Zirkulationszeit im kardiovaskuldren System - mit Hilfe von dynamischen MRT-Messungen
untersucht. Auf das Messprinzip wird spéter genauer eingegangen. Die Leber wird betrachtet, da
sie ein Hauptaufnahmeorgan fiir Nanopartikel darstellt, die aufgrund ihrer Grofie einer renalen
Eliminierung entgehen.%”16!l Die Leber und auch die Milz steuern einen grofien Teil der Zellen des
MPS bei und jede Minute werden 30% des gesamten Blutvolumens durch die Sinusoide der Leber
transportiert und so in Kontakt mit den Zellen gebracht.*”! Eine hepatische Aufnahme oder
allgemein eine unspezifische Organaufnahme reduziert die Konzentration der PEGylierten
Partikel im Blutkreislauf. Um Aussagen iiber die Zirkulationsdauer der Partikel machen zu
konnen, werden daher weiterhin abdominale Blutgefifie, genauer die Vena cava inferior,
betrachtet. Die Vena cava inferior (untere Hohlvene) ist ein grofses Abdominalgefafs und drainiert
das venose Blut der unteren Extremitdten, der Eingeweide des Beckens, des unteren Teils des
Wirbelkanals und des Riickenmarks, sowie der Leber und miindet im rechten Vorhof.[230 In diesem
Test wurde Resovist® als Referenz verwendet. Resovist® besteht aus polydispersen, aggregierten
Eisenoxid-Kernen beschichtet mit Carboxydextran. Die mittlere Kerngrofse betragt ~ 4 nm(®18], der
mittlere hydrodynamische Durchmesser betrdagt ~ 60 nm('®%l. Die aggregierten Eisenoxid-
Nanopartikel werden nach i.v. Injektion rasch durch Makrophagen des MPS entfernt. Das Resultat
ist eine unspezifische Anreicherung in Leber und Milz. Infolge weist Resovist® eine kurze
Bluthalbwertszeit auf.

Die MRT-Aufnahmen ermoglichen eine Visualisierung der Partikelverteilung. Sowohl Resovist®
(r2: 130 mM-1st (1.41 T))!¥ als auch die PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel (r2: ~ 60 mMs™
(1.41 T)) verkiirzen die transversale Relaxationszeit und fiihren so zu einer Signalabschwachung.
Das MRT-Bild erscheint in der T>-gewichteten Bildgebung im Bereich der Partikelakkumulation
dunkler. Zur nicht-invasiven Untersuchung der Blutzirkulationszeit mittels dynamischer MRT-

Messung wurden Versuchsméusen jeweils ~ 300 pg Eisen in einem Gesamtvolumen von 300 uL in
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die Schwanzvene injiziert. Es wurden fortlaufend alle 7.3 Sekunden transversale T>'-gewichtete
Bilder des Abdoms aufgenommen. Von besonderem Interesse sind hierbei die Leber und die Vena
cava inferior. Vor der Applikation des Kontrastmittels wurden ebenfalls T2'-gewichtete
Aufnahmen derselben Korperschicht gemacht.

In Abbildung 3.27 sind zundchst reprasentative T>"-gewichtete MRT-Aufnahmen des Abdoms vor
sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach erfolgter Partikelapplikation (Resovist® und PEGylierte

Eisenoxid-Nanopartikel) gezeigt.

Abbildung 3.27: T:-gewichtete MRT-Aufnahmen der Leber sowie der Vena cava inferior zu verschiedenen
Zeitpunkten nach iv. Applikation der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel sowie Resovist® in transversaler
Schichtfiithrung. Fiir die PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel (a, b, ¢, d) sowie fiir Resovist (A, B, C, D) sind représentative
Aufnahmen vor (A, a) und direkt nach der intravendsen Probenapplikation (B, b), sowie nach ~ sechs Minuten (C, c)
gezeigt. Weiterhin sind reprasentative Aufnahmen am Ende der dynamischen Messungen nach ~ 24 Minuten gezeigt (D,
d). Der rote Kreis markiert die Vena cava inferior, der griine Pfeil markiert exemplarisch die Leber (A). Unmittelbar nach
der Injektion kommt es durch Resovist® zu einem Signalabfall im Blut (B). Die Leber wird im weiteren Verlauf dunkel.
Bereits kurze Zeit nach der i.v. Applikation wird das Blutgefa wieder hell; die Leber bleibt dunkel (C). Uber den
Untersuchungszeitraum von ~ 24 Minuten erscheint die Vena cava inferior immer heller, die Leber wird dunkler (D).
Dieser Prozess charakterisiert die Aufnahme des klinischen Standards aus dem Blut in die Leber. Die Vena cava inferior
verbleibt nach i.v. Applikation der PEGylierten Nanopartikel iiber den gesamten Untersuchungszeitraum dunkel (b, ¢, d).
Dies deutet darauf hin, dass die Partikel zu einem sehr hohen Anteil im Blutkreislauf verbleiben. Die beobachtete
Signalabschwichung in der Leber ist vermutlich vor allem auf die Durchblutung zuriickzufiihren.

Unmittelbar nach der Probeninjektion ist das Blutgefafs dunkel. Fiir Resovist® wird die Vena cava
inferior bereits kurze Zeit nach Applikation wieder hell; die Leber ist dunkel. Diese Beobachtung
ist auf eine schnelle Anreicherung in der Leber zuriickzufiihren. Im weiteren Verlauf wird das
Blutgefafs immer heller und die Leber dunkler. Dies ist vermutlich auf eine fortschreitende
Aufnahme der Partikel durch das MPS zuriickzufiihren. Fiir die PEGylierten Partikel bleibt die

Vena cava inferior iiber den gesamten Untersuchungszeitraum dunkel. Dies deutet auf eine lange
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vaskuldre Zirkulationszeit. Die leichte Signalabschwachung in der Leber ist vermutlich vor allem
auf die Durchblutung zuriickzufiihren; eine geringe hepatische Aufnahme ist nicht
auszuschliefien.

Die gezeigten MRT-Aufnahmen geben einen Eindruck von der Verteilung der Partikel nach i.v.
Applikation. Pro Versuchstier konnten innerhalb von ~ 24 Minuten iiber 200 Datenpunkte
gewonnen werden. So kann eine hepatische Aufnahme und Entfernung der Nanopartikel aus dem
Blutstrom in Echtzeit verfolgt werden. In Abbildung 3.28 sind hierzu die Signalintensitdten in der
Vena cave inferior (Blut) und in der Leber nach intravendser Injektion der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel sowie von Resovist® als Funktion der Zeit aufgetragen. Die nicht-invasive
Verfolgung der Blutzirkulation der PEGylierten Partikel wurde fiir insgesamt drei individuelle
Tiere durchgefiihrt. Der am Beispiel von einem Versuchstier gezeigte Verlauf der Signalintensitat
ist reprasentativ.

Zunachst wird der Effekt der i.v. Applikation von Resovist® auf die Signalintensitaten in der Leber
und im Blut beschrieben. Nach Injektion wird ein massiver Signalabfall im Blut als auch in der
Leber beobachtet. Die bewirkte Signaldnderung in der Leber ist dabei zunadchst auf die
Durchblutung zuriickzufiihren. Innerhalb der zweiten Minute nach Gabe des Kontrastmittels
beginnt die Signalintensitat im Blut wieder anzusteigen, wahrend in der Leber ein kontinuierlicher
Signalabfall beobachtet werden kann. Dieser Prozess charakterisiert die Aufnahme der
Nanopartikel aus dem Blutstrom in die Leber. Wie erwartet weisen die aggregierten Eisenoxid-
Nanopartikel eine kurze Blutzirkulationszeit auf. Nach i.v. Injektion werden die Partikel innerhalb
von Minuten aus dem Blut entfernt. Im Gegensatz dazu zeigen die PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel ein anderes Zirkulationsverhalten im Blutkreislauf. Unmittelbar nach der i.v.
Injektion kommt es durch die PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel zundchst zu einem starken
Signalabfall in der Vena cava inferior, ebenso in der Leber. Der steile Signalabfall in der Leber ist
auf die Durchblutung zuriickzufiihren. Nach dem steilen Abfall bleibt die Signalintensitat im Blut
uber den untersuchten Zeitraum von ~ 24 Minuten nahezu konstant. Dies deutet darauf hin, dass
die PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel iiber den Untersuchungszeitraum in hoher Konzentration
im Gefaf3system verbleiben. In der Leber ist ein sehr geringer, kontinuierlicher Signalabfall zu
beobachten, der auf eine entsprechend geringe hepatische Aufnahme hindeuten konnte. Die PEG-

stabilisierten Partikel weisen eine hohe Zirkulationszeit im kardiovaskuldren System auf.
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Abbildung 3.28: MRT-Signalintensitit im Blut und in der Leber nach i.v. Applikation der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel sowie des klinischen Standards Resovist®als Funktion der Zeit. Gezeigt sind die Signalintensitédten in der
Vena cava inferior (Blut) und in der Leber nach intravendser Injektion der PEGylierten Partikel sowie von Resovist® tiber
den Untersuchungszeitraum von ~ 24 Minuten (alle 7.3 Sekunden wurde ein Datenpunkt aufgenommen). Die
Probeninjektion fiihrt unmittelbar zu einem starken Signalabfall im Blut. Der steile Signalabfall in der Leber innerhalb der
ersten Minuten ist auf die Durchblutung zuriickzufithren. Fiir Resovist® fillt das Signal in der Leber anschlieSend
kontinuierlich weiter, wahrend das Signal im Blut wieder ansteigt. Diese Beobachtung ist auf eine schnelle Entfernung
aus dem Gefaf3system infolge einer starken hepatischen Anreicherung zuriickzufiihren. Fiir die PEGylierten Nanopartikel
bleibt die Signalintensitdt im Blut nach dem steilen Abfall nahezu konstant. Dies deutet daraufhin, dass die Partikel iiber
den untersuchten Zeitraum zu einem sehr hohen Anteil im Blutkreislauf verbleiben. In der Leber ist ein langsamer
Signalabfall zu beobachten, der evtl. auf eine geringe hepatische Partikelaufnahme zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die PEGylierten Nanopartikel eine hohe
kolloidale Stabilitat unter physiologischen Bedingungen aufweisen. Die Partikel entgehen einer
sofortigen Erkennung und unspezifischen Aufnahme durch das MPS und weisen infolge eine

lange Zirkulationsdauer im Gefafisystem auf.

3.2  Oberflichenfunktionalisierung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel mit

einem monoklonalen anti-EpCAM Antikoérper

Ziel dieser Arbeit war nicht nur die Entwicklung lang-zirkulierender Eisenoxid-Nanopartikel,

sondern auch die Synthese von Biokonjugaten, die idealerweise spezifisch und mit hoher Affinitat
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an komplementére Zielstrukturen auf der Zelloberflache von Krebszellen binden. Zur spezifischen
Erkennung geeigneter Zielgruppen konnen verschiedene biologische Komponenten Anwendung
finden. Im Rahmen dieser Arbeit wird der monoklonale Antikérper MOC31 als Zielsteuerungs-
motiv verwendet. Antikorper sind nanometergrofse biologische Funktionseinheiten und Teil des
Immunsystems. Ein Antikorper erkennt eine bestimmte Stelle auf dem Zielmolekiil; diese wird als
Antigendeterminante oder Epitop bezeichnet.?®!! Die meisten Antigene verfiigen tiber mehrere
Epitope.[?! Polyklonale Antikorper sind heterogene Mischungen aus verschiedenen Antikorpern,
die jeweils ein anderes Epitop desselben Antigens erkennen.[!l Monoklonale Antikérper sind
identisch und erkennen nur ein Epitop.[?!lSie weisen daher eine besonders hohe Spezifitat auf. Die
Bindungsaffinitat ist auf eine strukturelle Komplementaritdt, sowie auf Van-der-Waals-
Wechselwirkungen als auch auf ionische, hydrophobe oder Wasserstoffbriickenbindungs-Krafte
zuriickzufiihren.??l Die Auswahl geeigneter zielfiihrender Biomolekiile erfolgt aufgrund der
Kenntnis von Oberflachenmarkern, die Tumorzellen von gesunden Zellen unterscheiden. MOC31
ist gegen das epitheliale Zelladhdsionmolekiil EpCAM gerichtet. Unter 2.1.3.1 wurde beschrieben,
warum sich das tumorassoziierte Transmembranprotein als Zielstruktur eignet. Fiir den
monoklonalen anti-EpCAM Antikérper MOC31 konnte in in wvivo Studien mit radioaktiv
markiertem Antikorper die Anwendbarkeit zur Detektion von EpCAM-positiven Tumoren gezeigt
werden.?>1%] Trotz vorbestimmter Affinitdt des zielfithrenden Biomolekiils zum angezielten
Oberflaichenmarker kann die Bindung durch Konjugation an die Nanopartikel beeintrachtigt
werden.”! Eine sehr wichtige Anforderung an die Biokonjugation ist daher der Erhalt der
biologischen Aktivitdt des Antikdrpers und damit der Bindungsfahigkeit an die komplementare
Zielstruktur. Weiterhin sollte die Funktionalitit der Eisenoxid-Nanopartikel nicht beeinflusst
werden und die Bindung zwischen Partikel und Zielsteuerungsmotiv sollte unter physiologischen
Bedingungen stabil sein. Lost sich der zielfithrende Antikorper im Verlauf der Zirkulation von den
PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikeln fiihrt dies dazu, dass die Bioverteilung nicht richtig
angezeigt wird.”l Unter 2.1.3 sind verschiedene Techniken zur nicht-kovalenten Anbindung von
Biomolekiilen an die Oberfliche der Nanopartikel, sowie kurz auch Verfahren zur direkten
kovalenten Bindung vorgestellt. Eine direkte kovalente Bindung ist gegeniiber einer nicht-
kovalenten in Hinblick auf die Reproduzierbarkeit und Stabilitat der Biokonjugate zu bevorzugen
(2.1.3). Fiir die meisten terminalen Funktionen wie etwa Thiol-, Amin-, Carboxyl- oder

Hydroxylgruppen erfolgt vor der Biofunktionalisierung eine Aktivierung unter Einsatz eines
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geeigneten Aktivierungsreagenz.'® In dieser Studie erfolgte die kovalente Anbindung des
monoklonalen Antikérpers MOC31 an die terminale Hydroxylgruppe der Polymerhiille unter

Verwendung einer Bromcyan-vermittelten Kopplungsreaktion.

3.21 Bromcyan-vermittelte Kopplung von MOC31 an die PEGylierten Eisenoxid-

Nanopartikel

Die kovalente Anbindung des anti-EpCAM Antikorpers an die organische Hiillschicht der
Eisenoxid-Nanopartikel erfolgt iiber die Hydroxylgruppe der Polymere. Aufgrund der geringen
Reaktivitat dieser funktionellen Gruppe stellt der erste Schritt der Konjugation die Aktivierung der
terminalen Hydroxylgruppe der PEG-Beschichtung dar. Zur Aktivierung wurde Bromcyan
verwendet. Viele der chemischen Methoden zur Modifizierung von Hydroxylgruppen wurden
urspriinglich zur Immobilisierung von Affinitdtsliganden auf chromatographischen Matrices
entwickelt?2], so auch die Bromcyan-Methode. Diese wurde urspriinglich zur Aktivierung einer
Agarosematrix und anschliefender Kopplung von Liganden fiir Affinitaitschromatographien
verwendet.[??] Seitdem wurde die Bromcyan-Methode unter anderem zur Immobilisierung von
Biomolekiilen auf polymeren Mikrokiigelchen mit dem Ziel der Isolierung von Immunoglobulinen
und von bestimmten Zelltypen aus biologischen Fliissigkeiten?**234 sowie zur Herstellung einer
stationdren Phase fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographiel?! eingesetzt.

Anders als eine Reihe anderer Methoden zur Aktivierung von Hydroxylgruppen, wie etwa die
Aktivierung unter Verwendung von Carbodiimid (CDI), erlaubt die Bromcyan-vermittelte
Biokonjugation eine Aktivierung sowie Kopplung unter milden, wassrigen Reaktionsbedingun-
gen.[?21 Die Kopplung von Proteinen erfordert milde Bedingungen in wéssrigem Medium um eine
Denaturierung zu vermeiden; Proteinstrukturverdnderungen gehen in den meisten Fillen mit
einem Verlust der biologischen Aktivitit einher.?!l Die Aktivierung resultiert in der Bildung eines
Cyanatesters.[2322%52%] Das Kohlenstoffatom der Cyanatgruppe ist elektrophil und kann von
nukleophilen Agenzien angegriffen werden. Die Reaktion mit Aminen fithrt zur Ausbildung einer
Isoureabindung, welche unter pH-neutralen Bedingungen eine positive Ladung aufweist.[23223]
Eine schematische Darstellung der Bromcyan-vermittelten Kopplungsreaktion ist in Abbildung
3.29 fiir die kovalente Immobilisierung eines Antikorpers auf der polymeren Oberflache der

Eisenoxid-Nanopartikel gezeigt.
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Die Bromcyan-vermittelte Konjugation kann iiber freie Aminogruppen des Antikorpers wie die e-
Aminogruppe der Lysin-Seitenkette oder aber auch die Aminogruppe des N-Terminus erfolgen.
Lysin gehort zu den am héufigsten modifizierten Resten.[”627] Im Rahmen dieser Arbeit wird die
Biokonjugation mit dem nativen Antikorper durchgefiihrt. In den meisten Proteinen sind mehrere
Aminofunktionen auf der Oberflache enthalten, so dass sie vor der Kopplung nicht modifiziert
werden miissen. Dies reduziert die Gefahr einer Denaturierung im Verlauf einer Modifizierung
und damit die Gefahr eines Verlusts der biologischen Aktivitat. Gleichzeitig stellt das
Vorhandensein mehrerer identischer Gruppen, iiber welche die Anbindung an die Nanopartikel
erfolgen kann, auch einen Nachteil dar: Die Bindung eines Antikorpers an die Oberfliche der
Partikel tiber mehrere Aminofunktionen kann die Bindungsaffinitit an die komplementare
Zielstruktur verringern oder unter Umstdnden kann diese sogar komplett verloren gehen. Auf
diesen Punkt wird unter 3.2.2 im Rahmen der Untersuchung der Bindungsfahigkeit der
Biokonjugate an EpCAM eingegangen.

In Abbildung 3.29 ist die kovalente Anbindung der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel an einen

Antikorper unter Ausbildung einer Isoureabindung gezeigt.
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Abbildung 3.29: Schematische Darstellung der Bromcyan-vermittelten Kopplungsreaktion zwischen der Hydroxyl-
terminierten Polymerhiille auf der Oberfliche der Eisenoxid-Nanopartikel und der Aminofunktion eines Antikorpers.
Der erste Schritt der kovalenten Konjugation ist die Uberfiihrung der terminalen Hydroxylgruppe der Hiillmolekiile auf
der Partikeloberfldche in eine aktivierte Form. Die Aktivierung erfolgt durch Zusatz des Kopplungsreagenz Bromcyan.
Als aktivierte Form wird ein Cyanatester erhalten (I). Im zweiten Schritt kann es zur kovalenten Kopplung iiber freie
Aminogruppen des Antikorpers unter Ausbildung einer Isoureabindung kommen (II).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Menge an Aktivierungsreagenz und der Menge
an Antikorper auf die Bindungsfihigkeit der Biokonjugate an EpCAM untersucht. Zur
Aktivierung der Hydroxylgruppen wurden zundchst verschiedene Mengen an Bromcyan
eingesetzt um das optimale Verhaltnis von Bromcyan zu Eisenoxid-Nanopartikeln zu ermitteln.
Hierzu wurde ein 3-facher Uberschuss an MOC31 verwendet und das Bromcyan/Nanopartikel-

Verhiltnis wurde zwischen 2*10%und 3*10° variiert. Die Uberschiisse beziehen sich jeweils auf die
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eingesetzte molare Menge an Nanopartikeln. Da von einer Bedeckungsdichte von deutlich weniger
als 1000 Liganden pro Nanopartikel ausgegangen werden kann (siehe hierzu 3.1.2.2), ergibt sich
bezogen auf die Ligandenmenge pro Nanopartikel in jedem Fall ein Uberschuss an Aktivierungs-
reagenz. Neben dem Bromcyan/Nanopartikel-Verhéltnis sollte auch der MOC31-Uberschuss
optimiert werden. Daher wurden Ansdtze mit einem gleichbleibenden Bromcyan/Nanopartikel-
Verhaltnis aber unterschiedlichen Mengen an MOC31 (dquimolarer Einsatz, 3-facher und 6-facher
Uberschuss) zur Reaktion gebracht.

Die Aufreinigung der biokonjugierten Eisenoxid-Nanopartikel von nicht konjugierten
Biomolekiilen erfolgte mithilfe einer Magnetseparationssdule. Es wird angenommen, dass
vernachlassigbar geringe Mengen an ungebundenen Antikorpern in der Nanopartikelsuspension
vorliegen. Diese Annahme konnte im Verlauf der Arbeit durch Untersuchung der eluierten
Waschfraktionen (3.2.3; Abbildung 3.39) bestatigt werden.

Fiir die ersten Biokonjugationsreaktionen wurde zur Ermittlung des Anteils an Nanopartikel-
konjugiertem Antikdrper und somit zur Ermittlung der Kopplungseffizienz ein kolorimetrischer
Proteinquantifizierungstest durchgefiihrt. Die Durchfiihrung des BCA-Assays (Bicinchoninsaure,
BCA) erfolgte durch Anna Schildt, die zu diesem Zeitpunkt Masterstudentin im Institut fiir
Anatomie und Experimentelle Morphologie von Prof. Dr. Udo Schumacher am UKE war und ist
im experimentellen Teil nicht ndher beschrieben. Der kleinste verwendete Standard lag bei
5 pug/mL. Mit der durchgefiihrten Methode war eine Quantifizierung des Antikorpers - aufgrund
der geringen Menge, in der die Nanopartikel und damit der Antikdrper eingesetzt wurden -
allerdings nicht durchfiihrbar. Bei unverdndert kleinen Ansatzgroffen muss zur quantitativen
Analyse der Nanopartikel-gebundenen Antikdrpermenge daher eine sensitivere Methode
Anwendung finden. Traditionell ist die radioaktive Markierung in der Biochemie der sensitivste
Weg um quantitative Ergebnisse iiber das Verhalten in vivo zu erhalten.l'®!l Im Rahmen dieser
Arbeit wurde abschlieflend eine radioaktive Markierung des Antikorpers vorgenommen um unter
anderem die Kopplungseffizienz zu ermitteln. Diese Ergebnisse sind unter 3.2.3 vorgestellt.

Eine hohe Kopplungseffizienz ist fiir die Biokonjugation von Vorteil. Entscheidender als die Frage
danach, wie viel Nanopartikel-gebundener Antikorper vorliegt und folglich auch wie viele
Biokonjugate erhalten wurden, sind die Bindungseigenschaften der Biokonjugate: Bleibt die

biologische Aktivitdt des Antikdrpers und damit die Bindungsfahigkeit an den komplementaren
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Oberflachenrezeptor erhalten? Daher wurden die Konjugate zunéchst in in vitro Experimenten auf

ihre Fahigkeit getestet spezifisch an EpCAM-positive Zellen zu binden.

3.2.2 In vitro Untersuchung der Bindungsfihigkeit der MOC31-konjugierten Eisenoxid-
Nanopartikel an EpCAM

In den folgenden in vitro Experimenten wurde untersucht, ob die Biofunktionalisierung der
PEGylierten FEisenoxid-Nanopartikel mit dem anti-EpCAM Antikérper MOC31 zu einer
spezifischen Bindung an Zelloberflichen-prasentierte EpCAM-Molekiile fiihrt. Dabei gilt: Je hoher
der Anteil an biologisch aktiven Nanopartikel-konjugierten Antikorpern, desto hoher ist das
Ausmaf$ an Biokonjugaten, die spezifisch iiber Antikorper-Antigen-Erkennung an der Zellober-
flache binden. Trotz vorbestimmter Affinitdt des Biomolekiils zum angezielten Oberflichenmarker
kann die Bindungsfahigkeit durch Konjugation an die Oberfliche der Nanopartikel beeinflusst
werden."! Im Folgen wird auf mogliche Ursachen fiir eine Verringerung oder einen Verlust der
biologischen Aktivitat Nanopartikel-konjugierter MOC31-Antikorper eingegangen. Hierzu wird
zundchst kurz die Struktur von Immunoglobulinen (Ig), genauer von IgG, betrachtet. Es gibt fiinf
verschiedene Isotypen von Immunoglobulinen: IgG, IgE, IgD, IgA, IgM.[21 Die haufigste Klasse
von Antikorpern und die wichtigste im Blutserum!?!l sind jene vom Typ IgG (y-Globuline).[23223]
Bei dem im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Antikorper handelt es sich ebenfalls um einen
Immunoglobulin-G-Antikorper. Das Ypsilon-formige Immunglobulin G besteht aus vier Ketten;
zwei identischen schweren (~ 50 kDa) und zwei identischen leichten (~ 25 kDa).[?31232238] Jede
schwere Kette ist mit einer leichten Kette iiber eine Disulfidbriicke kovalent verbunden und die
schweren Ketten sind untereinander ebenfalls durch mindestens eine Disulfidbriicke kovalent
verkniipft.[3123223] Eine schematische, sehr stark vereinfachte Darstellung eines IgG-Molekiils ist
in Abbildung 3.30 gezeigt. Die aminoterminalen Doménen der schweren und der leichten Kette
bilden die Enden der Arme, die aus der Struktur ragen, und enthalten variable und hypervariable
Regionen.?123%] Die spezifische Aminosduresequenz dieser Regionen variiert zwischen
verschiedenen Antikérpern. Die hypervariable Region bildet die eigentliche Antigenbindungs-
stelle aus und verleiht den Antikorpern Spezifitat.??l Ein Antikorper enthdlt zwei identische

hypervariable Bereiche und kann daher zwei Antigene binden. Die konstante Region Fc besteht
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aus den carboxyterminalen Doménen der schweren Ketten und ist nicht an der Antikorper-
Antigen-Bindung beteiligt.

Ein teilweise erfolgender oder vollstandiger Verlust der biologischen Aktivitit und damit der
nativen Bindungsfahigkeit an das komplementare Antigen kann zum Beispiel durch Blockierung
der Antigenbindungsstelle im Verlauf der kovalenten Konjugation an die Oberfliche der
Nanopartikel erfolgen. Die Grofle der Nanopartikel ist nicht trivial; bei einer Orientierung der
Bindungsstelle des Antikorpers in Richtung der Partikeloberfliche kann infolge der mdoglichen
Blockierung des aktiven Zentrums mit einem Aktivitatsverlust gerechnet werden.['?1 Die meisten
Antikorper weisen mehrere Lysin-Seitenketten auf der gefalteten Oberfliche auf. Daher
involvieren Kopplungsreaktionen, die {iber Aminogruppen erfolgen, sicherlich auch Lysin-
Seitenketten in der Antigenbindungsregion. Dies fiihrt zu einer Blockierung der Bindungsstelle.
Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass nicht nur der Antikorper mehrere verfiigbare
Aminogruppen an verschiedenen Stellen aufweist, sondern dass auch die polymerumhiillten
Eisenoxid-Nanopartikel iiber eine grofie Anzahl an terminalen Hydroxylgruppen verfiigen. Diese
Multivalenz erhoht die Wahrscheinlichkeit der Beeinflussung der Antikorperaktivitat. Der
multivalente Antikdrper kann seine biologische Aktivitdt beispielsweise durch Blockierung der
Bindungsstellen infolge einer Antikorper-vermittelten Nanopartikel-Nanopartikel-Querver-
netzung verlieren. Weiterhin kann die Multivalenz des Antikorpers und des Nanopartikels zur
Ausbildung mehrerer intrapartikularer Bindungen fiihren. Ein Antikorper wird durch
Multipunktanbindung an ein Partikel gebunden. Diese feste Anbindung kann die Flexibilitat des
Antikorpers drastisch reduzieren und infolge auch die Bindungsfahigkeit an das komplementére
Antigen.

Trotz dieser potentiellen Probleme liegt in der Anwendung von monoklonalen Antikérpern als
zielfithrende Komponente ein grofies Potential; dies ist in der hohen Spezifitiat begriindet.
Antikorperkonjugate konnten weiterhin bereits erfolgreich genutzt werden.”]

In Abbildung 3.30 ist schematisch die Anbindung des MOC31-Antikorpers an die Partikel-
oberflache {iber Aminogruppen in der Antigenbindungsregion und in Distanz zu dieser iiber
Aminogruppen in der Fc-Region, sowie die Bindungsfahigkeit der entsprechenden Biokonjugate

an das komplementdre Antigen EpCAM gezeigt.
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Abbildung 3.30: Schematische Darstellung moglicher Antikoérper-Nanopartikel-Konjugate sowie deren
Bindungsfihigkeit an EpCAM. Zur kovalenten Bindung des anti-EpCAM Antikorpers an die aktivierten, terminalen
Hydroxylgruppen der Polymerhiille wird die Anwesenheit mehrerer verfiigbarer Aminogruppen an verschiedenen
Stellen des Antikorpers genutzt. Dies resultiert in einer willkiirlichen Anlagerung an die Hiillschicht auf der
Nanopartikeloberflache. Erfolgt die kovalente Kopplung in der Néahe der Antigenbindungsstellen, kann dies zu einem
Verlust der biologischen Aktivitdt fithren. Diese Konjugate zeigen in einem in vitro Test mit einer EpCAM
hochexprimierenden Karzinomzelllinie keine spezifische Bindung an den Oberfldchenrezeptor (I). Erfolgt die Kopplung
in Distanz zu den aktiven Zentren - es ist die Anbindung an den Fc-Teil gezeigt - ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass die
biologische Aktivitat des Antikorpers nach kovalenter Konjugation erhalten bleibt und die Biokonjugate spezifisch iiber
EpCAM an die Zelloberfldche binden.

Die an den anti-EpCAM Antikorper MOC31 konjugierten Eisenoxid-Nanopartikel wurden in vitro
mit einer humanen Kolonkarzinomzelllinie (HT29) charakterisiert. Die HT29-Zelllinie ist ein sehr
gut geeignetes Modell zur Untersuchung der spezifischen Anbindung der MOC31-Nanopartikel-
Konjugate an das epitheliale Zelladhesionsmolekiil EpCAM: Heine et al.® konnten fiir diese
humane Karzinomzelllinie mittels FACS (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung, fluorescence
activated cell sorting), Immunzytochemie und Immunhistochemie eine Uberexpression von EpCAM
auf der Zelloberflache nachweisen.

Es ist zu beriicksichtigen, dass neben der spezifischen, MOC31-vermittelten Anbindung an die
Zelloberflache iiber das epitheliale Zelladhdasionsmolekiil EpCAM auch unspezifische Bindungs-
effekte auftreten konnen. In diesem Fall erfolgt die Bindung nicht durch Antikorper-Antigen-
Wechselwirkung. Um das Ausmafs der spezifischen Bindung beurteilen zu kénnen, wurden
Vergleichsuntersuchungen zur unspezifischen Anbindung der Biokonjugate an die HT29-Zellen
durchgefiihrt. Hierzu wurden die spezifischen Bindungsstellen vor Inkubation mit den
Biokonjugaten durch Vorbehandlung mit einem Uberschuss an freiem MOC31-Antikorper
blockiert. In Abbildung 3.31 ist exemplarisch die Anbindung biologisch aktiver Biokonjugate an

die HT29-Zellen mit und ohne Blockierungsschritt dargestellt.
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Abbildung 3.31: Schematische Darstellung der Bindung der Antikérper-konjugierten Eisenoxid-Nanopartikel an
HT29-Zellen mit und ohne Blockierung der spezifischen Bindungsstellen. Werden die HT29-Zellen mit den Konjugaten
inkubiert (MOC31-SPIO) kénnen zwei Arten der Bindung auftreten. Neben der spezifischen Bindung der Konjugate tiber

MOC31 an das auf der Zelloberfliche exprimierte Antigen EpCAM, kénnen unspezifische Bindungseffekte auftreten (I).
Werden die Zellen vor Inkubation mit den Konjugaten mit freiem MOC31 inkubiert, werden die spezifischen
Bindungsstellen blockiert. Die spezifische Bindung {iber das Antigen wird damit inhibiert, unspezifische Bindung findet
hingegen unverandert statt (II). Der Blockierungsschritt ermoglicht Aussagen iiber die Spezifitit der Antikorper-
Nanopartikel-Konjugate. Zeigt sich ein Einfluss der Blockierung spezifischer Bindungsstellen auf das detektierte Signal
(z.B. im MRT-Experiment die ermittelte Relaxationszeit) - zeigen blockierte und unblockierte Zellen Unterschiede - zeigt
dies die Spezifitat der Konjugate und damit die biologische Aktivitdt der Nanopartikel-konjugierten Antikorper.

Ohne Blockierungsschritt (I) kann neben der spezifischen auch eine unspezifische Anbindung an
die Zelloberflache stattfinden. Durch die Vorinkubation mit freiem Antikorper (II) werden die
spezifischen Bindungsstellen blockiert und somit eine Bindung tiiber Antikorper-Antigen-
Wechselwirkung inhibiert. Der Blockierungsschritt hat keinen Einfluss auf die unspezifische
Anbindung an die Zelloberflache und zeigt somit den Effekt der unspezifischen Anhaftung. Zeigt
sich zwischen blockierten und unblockierten Zellen ein Unterschied im detektierten Signal, wie
etwa die im MRT-Experiment ermittelte Relaxationszeit, ist dies auf eine spezifische Anbindung
der Biokonjugate iiber den EpCAM-Oberfldachenrezeptor zuriickzufiihren.

Um auszuschlieffen, dass MOC31-konjugierte Nanopartikel (Biokonjugate, MOC31-SPIO) trotz
vorheriger Blockierung der EpCAM-Bindungsstellen spezifisch an die Zelloberflache binden - evtl.
durch Aufhebung der Blockierung durch multivalente, biokonjugierte Nanopartikel, deren

Aviditat die des freien Liganden iibersteigt - wurden als zusitzliche Kontrolle PEGylierte
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Eisenoxid-Nanopartikel ohne konjugierten MOC31-Antikorper (SPIO) mit HT29-Zellen unter
identischen Bindungen inkubiert. Die nicht mit dem Antikorper gekoppelten Nanopartikel sollten
keine spezifische Bindung an die HT29-Zellen zeigen. Unter der Annahme, dass das unspezifische
Bindungsverhalten der Partikel durch die Biokonjugationsreaktion nicht beeinflusst wird, kann
eine signifikante spezifische Bindung der Biokonjugate an blockierte Zellen durch einen
vergleichbaren Gehalt an nicht-konjugierten Partikeln auf unblockierten (bzw. auch blockierten)
Zellen und an Biokonjugaten auf vorinkubierten Zellen ausgeschlossen werden.

Zur Untersuchung der biologischen Aktivitdt der Biokonjugate wurden diese umfangreichen in
vitro Tests unterworfen. Die Anwesenheit von Zelloberflichen-gebundenen Nanopartikeln wurde

anschlieSend mit verschiedenen Methoden untersucht.

3.2.2.1 In vitro Untersuchung der Bindungsfihigkeit der MOC31-konjugierten Eisenoxid-
Nanopartikel an EpCAM mittels MRT

Um die Bindungsfahigkeit der Biokonjugate an EpCAM beurteilen zu konnen, wurden die
MOC31-konjugierten Eisenoxid-Nanopartikel mit und ohne vorangehenden Blockierungsschritt
mit HT29-Zellen inkubiert und anschlieffend im MRT auf ihren Einfluss auf den T>*-Effekt getestet.
Weiterhin wurden unbehandelte Zellen (Negativkontrolle) sowie mit nicht-konjugierten Partikeln
inkubierte Zellen betrachtet. Die an die Zelloberflache gebundenen superparamagnetischen
Eisenoxid-Nanopartikel konnen mittels MRT {iiber die von ihnen bewirkte Signaldnderung
detektiert werden. Magnetisch markierte Zellen erscheinen in der T»*-gewichteten Bildgebung
dunkler. Die bewirkte Signaldnderung ist dabei abhdngig von dem Partikelgehalt auf der
Zelloberflache. Je hoher der Gehalt an Nanopartikeln, desto starker ist der induzierte Signalabfall
und desto dunkler erscheinen die Zellen in der magnettomographischen Aufnahme.

Abbildung 3.32 zeigt T:*-gewichtete MRT-Aufnahmen unbehandelter HT29-Zellen, sowie
entsprechende Aufnahmen von Zellen, die ohne Blockierungsschritt mit Biokonjugaten inkubiert
wurden. Dies erfolgt reprasentativ am Beispiel der Konjugate, die mit einem 3-fachen Antikorper-
tiberschuss und einem 2*10°-fachen Bromcyaniiberschuss erhalten wurden. Weiterhin sind
effektive transversale Relaxationszeiten fiir unbehandelte Zellen sowie fiir Zellen nach Inkubation
mit Eisenoxid-Nanopartikeln - nicht-konjugierte Eisenoxid-Nanopartikel sowie Biokonjugate (am

selben Beispiel wie die gezeigten MRT-Aufnahmen) - gezeigt.
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Abbildung 3.32: Analyse der Bindung von nicht-konjugierten sowie von MOC31-konjugierten Eisenoxid-
Nanopartikeln an HT29-Zellen mittels MRT. Gezeigt sind T>*-gewichtete Aufnahmen unbehandelter (NK) sowie mit
den Konjugaten (MOC31-SPIO) inkubierter Zellen (rechts). Der rote Pfeil markiert das Zellpellet. Des Weiteren sind die
effektiven transversalen Relaxationszeiten (12*) unbehandelter Zellen sowie von Zellen, die mit nicht-konjugierten
Nanopartikeln (SPIO) und den Konjugaten inkubiert wurden, gezeigt. Bei den Konjugat-behandelten Zellen erfolgte
zusatzlich eine Vorinkubation mit freiem MOC31 (MOC31 blockiert) zur Blockierung spezifischer Bindungsstellen (links).
Die Konjugate wurden mit einem 3-fachen Antikorperiiberschuss und einem 2*10%-fachen Aktivierungsreagenz-
iiberschuss erhalten. Die Behandlung der Zellen mit den Konjugaten fiihrt zu einer Verdnderung des T2*-Effekts im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Die Messungen zeigen einen Einfluss der Blockierung der Bindungsstellen durch
MOC31-Vorinkubation und damit Spezifitt. Die Zellen wurden mit ~ 3250 fmol Nanopartikel (~ 5 ug Eisen) inkubiert. Es
ist der Mittelwert aus mindestens drei Messungen an einem Zellphantom gezeigt. Mittelwert +/- s.em. mitn >3 (* p <
0.05, ** p<0.01, ** p <0.001).

Nach Behandlung der HT29-Zellen mit den Biokonjugaten (MOC31-SPIO) erscheinen die Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (NK) in der T>*-gewichteten MRT-Bildgebung dunkler.
Fiir das gezeigte Gelphantom wurden die EpCAM-Bindungsstellen der HT29-Zellen im Vorfeld
der Behandlung mit den Biokonjugaten nicht blockiert. Daher zeigt dies zundchst nur, dass
Nanopartikel auf der Zelloberflache gebunden haben. Die beobachtete Anderung kdnnte sowohl
auf unspezifische Adhésion als auch auf spezifische Bindung der Biokonjugate iiber EpCAM
zuriickzufithren sein. Es sind keine magnettomographischen Aufnahmen von MOC31-
vorinkubierten, Konjugate-behandelten Zellen gezeigt, da die Aussagekraft dieses visuellen
Vergleichs gering ist.

Um Aussagen iiber das Ausmafs einer moglichen spezifischen Interaktion der Biokonjugate
machen zu konnen wird die effektive transversale Relaxationszeit betrachtet. Diese Betrachtung

stellt weiterhin auch die Vergleichbarkeit verschiedener Konjugate sowie auch nicht-konjugierter
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Nanopartikel in Hinblick auf ihr Bindungsverhalten her. Es wird angenommen, dass die
Biokonjugationsreaktion keinen Einfluss auf die relaxometrischen Eigenschaften der Eisenoxid-
Nanopartikel hat. Im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (NK) zeigen die Zellen, die mit
Eisenoxid-Nanopartikeln (SPIO und MOC31-SPIO) inkubiert wurden, einen veranderten T2*-
Effekt. Die beobachtete Verkiirzung der effektiven transversalen Relaxationszeit ist auf die
Anwesenheit von Nanopartikeln auf der Zelloberflache zuriickzufiihren. Die transversale
Relaxationszeit ist dabei umso kiirzer, je hoher der Nanopartikelgehalt auf der Zelloberflache ist.
Der Einfluss der nicht-konjugierten Nanopartikel auf den T>*-Effekt ist vergleichbar mit dem der
Biokonjugate, die mit MOC31-vorbehandelten Zellen inkubiert wurden. Die Anderung der T2*-
Relaxationszeit ist damit vor allem auf unspezifisch an die Zelloberfliche angebundene
Nanopartikel (MOC31-SPIO) zuriickzufiihren; eine moglicherweise trotz Blockierung der
EpCAM-Bindungsstellen signifikant stattfindende spezifische Bindung ist auszuschliefen.
Werden die MOC31-blockierten und unblockierten Konjugat-behandelten Zellen betrachtet, zeigt
sich ein signifikanter Einfluss des Blockierungsschritts auf die gemessene T2*-Relaxationszeit. Die
Ergebnisse zeigen, dass die biologische Aktivitdt des Antikorpers nach Anbindung an die
Partikeloberflidche zu einem bisher noch unbestimmten Anteil erhalten bleibt.

Um den Einfluss der Menge des Aktivierungsreagenz auf die Bindungsfahigkeit der Biokonjugate
an EpCAM zu untersuchen, wurde der Aktivierungsreagenziiberschuss bei einem
gleichbleibenden 3-fachen Antikorperiiberschuss zunédchst zwischen 2*10° und 2*10° variiert. Statt
der effektiven transversalen Relaxationszeit wird im Folgenden die effektive transversale
Relaxationsrate (Rz2*) betrachtet. Zwischen der Relaxationszeit und der Relaxationsrate besteht ein
reziproker Zusammenhang (Rz = 1/T2). Folglich ist die Relaxationsrate umso grofler, je kiirzer die
Relaxationszeit ist. Damit gilt: Je mehr Nanopartikel an der Zelloberfldche binden, desto grofSer ist
die Relaxationsrate. In Abbildung 3.33 sind die effektiven transversalen Relaxationsraten fiir
unbehandelte Zellen sowie fiir Zellen nach Inkubation mit den Biokonjugaten gezeigt. Weiterhin
ist die Differenz der Relaxationsraten (AR2*) der unblockierten und blockierten Zellen gezeigt. Die
Ergebnisse fiir die Konjugate, die mit einem 2*10%-fachen Uberschuss erhalten wurden, sind nicht
gezeigt. Flir diese Konjugate konnte kein signifikanter Unterschied zwischen blockierten und

unblockierten Zellen detektiert werden; der ermittelte R2*-Wert lag bei ~ 8 s..
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Abbildung 3.33: MRT-Analyse der Bindung von Antikdrper-konjugierten Eisenoxid-Nanopartikeln an HT29-Zellen.
Gezeigt sind die effektiven transversalen Relaxationsraten unbehandelter Zellen (NK), sowie von Zellen, die mit (MOC31
blockiert) und ohne Vorinkubation (unblockiert) mit Konjugaten behandelt wurden (links). Die Konjugate wurden mit
einem gleichbleibenden 3-fachen Antikorper- bei variierendem Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten. Des Weiteren
ist fiir die Konjugat-behandelten Zellen die Differenz der Relaxationsraten (AR2*) der unblockierten und blockierten Zellen
gezeigt (rechts). AR>* entspricht direkt der Signalanderung, die durch spezifisch gebundene Konjugate hervorgerufen
wird. Fiir alle Konjugate zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Relaxationsraten der blockierten und
unblockierten Zellen; alle Konjugate zeigen eine spezifische Bindung an EpCAM. Die fiir die unblockierten HT29-Zellen
ermittelten Relaxationsraten unterscheiden sich signifikant. Mit zunehmendem Uberschuss an Aktivierungsreagenz
nimmt die Relaxationsrate der unblockierten Zellen, und damit auch AR:* zu. Daraus folgt, dass mehr Konjugate
spezifisch auf der Zelloberfliche gebunden werden. Die Zellen wurden mit ~ 3250 fmol Nanopartikel (~ 5 ug Eisen)
inkubiert. Es ist der Mittelwert aus mindestens drei Messungen an einem Zellphantom gezeigt. Mittelwert +/- s.e.m. mit
n23 (* p<0.05 ** p<0.01, ** p<0.001).

Die Konjugate-behandelten Zellen, bei denen die spezifischen Bindungsstellen im Vorfeld
blockiert wurden, zeigen Relaxationsraten in einem vergleichbaren Bereich um ~ 7.5 s. Die
unblockierten, Konjugat-behandelten Zellen weisen hingegen signifikante Unterschiede in ihren
Relaxationsraten auf. Mit abnehmendem Uberschuss an Aktivierungsreagenz nimmt die
Relaxationsrate ab. Daraus folgt, dass weniger Konjugate spezifisch an der Zelloberfldache
gebunden werden. Zur anschaulichen Darstellung des Ausmafies der spezifischen Bindung des
jeweiligen Biokonjugats wird die Differenz der Relaxationsraten (AR2*) der unblockierten und
blockierten Konjugat-behandelten Zellen betrachtet. Diese Differenz gibt die Anderung der
Relaxationsrate an, die durch an EpCAM gebundene Konjugate bewirkt wird. Der Anteil an
EpCAM-bindungsfahigen Biokonjugaten nimmt mit abnehmendem Aktivierungsreagenz-
tiberschuss ab. Vermutlich ist diese Beobachtung darauf zuriickzufiihren, dass ein hoherer

Uberschuss an Aktivierungsreagenz dazu fiihrt, dass mehr aktivierte Bindungsstellen fiir den
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Antikorper auf der Oberfldche der Nanopartikel vorhanden sind und dadurch wahrscheinlich
grofiere Mengen an Antikorper gebunden werden konnen. Es ist zu berticksichtigen, dass die
Biokonjugationsreaktion nicht zwingend dazu fithren muss, dass an der Oberfliche jedes
Nanopartikels auch ein Antikorper gebunden wird. Es konnen daneben auch unkonjugierte
Nanopartikel vorliegen. Durch Erhchung des Aktivierungsreagenziiberschusses scheinen mehr
bindungsaktive Antikorper-konjugierte Nanopartikel gebildet zu werden. An dieser Stelle kann
festgehalten werden, dass zwischen den verschiedenen Biokonjugaten Unterschiede in Hinblick
auf die Bindungsfahigkeit an EpCAM festgestellt werden konnen. Das beste Ergebnis in Bezug auf
den Anteil an bindungsaktiven Konjugaten wird mit dem hochsten eingesetzten Aktivierungs-
reagenziiberschuss von 2*10° erhalten.

Die Zellversuche zu der im Vorfeld gezeigten magnettomographischen Untersuchung wurden am
selben Versuchstag durchgefiihrt; ebenso erfolgten die Konjugationsreaktionen an einem Tag. Fiir
diese Untersuchungsreihe wurden die starksten Signalanderungen infolge spezifisch gebundener
Konjugate beobachtet. Bei Untersuchungen weiterer Chargen MOC31-konjugierter Eisenoxid-
Nanopartikel wurden geringere Anderungen beobachtet. Beispielsweise wurden fiir Konjugate,
die bei einem 3-fachen Antikorperiiberschuss und einem 2*10°-fachen Aktivierungsreagenz-
tiberschuss synthetisiert wurden, Signaldnderungen durch spezifisch gebundene Konjugate von
~ 3 s beobachtet. Fiir Konjugate, die bei einem 2*105-fachen Aktivierungsreagenziiberschuss
erhalten wurden, konnte in diesen Zellexperimenten kein signifikanter Unterschied zwischen
unblockierten und blockierten Zellen festgestellt werden. Der im Vorfeld beschriebene Trend, dass
ein hoherer Aktivierungsreagenziiberschuss zu einem hoheren Anteil an bindungsaktiven
Konjugaten fiihrt, bleibt folglich erhalten. Daher wurde der Aktivierungsreagenziiberschuss
anschlieffend in einem Bereich um 2*10° variiert. Die Bindungsfahigkeit dieser Biokonjugate wurde
allerdings nicht mehr mittels in vitro MRT-Experimente untersucht. Mittels MRT kann die durch
die Nanopartikel bewirkte Verkiirzung der Relaxationszeit detektiert werden. Die bewirkte
Anderung zeigt dabei eine Abhéngigkeit von der Menge der Nanopartikel auf der Zelloberfliche.
Um aus der Anderung der Relaxationszeit der Konjugat-behandelten Zellen den Nanopartikel-
gehalt auf der Zelloberflache quantitativ zu bestimmen, miisste zunachst untersucht werden, ob
die relaxometrischen FEigenschaften der Eisenoxid-Nanopartikel durch die Biokonjugations-
reaktion tatsachlich unbeeinflusst bleiben. Dies wurde im Vorfeld fiir den Vergleich angenommen.

Weiterhin ist zu beriicksichtigen, dass die Interaktion der Nanopartikel mit den Zellen auch zu
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einer Aggregation der Partikel fithren konnte. Eine Aggregation wiirde zu verdnderten
relaxometrischen Eigenschaften fiihren. Infolge ware eine Quantifizierung des Partikelgehalts auf
der Zelloberflache nicht mehr moglich. Um die Bindungseigenschaften der Konjugate in in vitro
Zellexperimenten quantitativ zu beschreiben erfolgte eine analytische Bestimmung des

Eisengehalts mittels Atomabsorptionsspektroskopie.

3.2.2.2 In vitro Untersuchung der Bindungsfihigkeit der MOC31-konjugierten Eisenoxid-
Nanopartikel an EpCAM mittels AAS

In diesem Kapitel wird die quantitative Analyse der Bindungseigenschaften MOC31-konjugierter
Eisenoxid-Nanopartikel beschrieben. Hierzu wurden Zellpellets nach Nanopartikelexposition
mittels AAS-Analytik auf ihren Eisengehalt hin untersucht. Je hoher der Gehalt an Nanopartikeln
auf der Zelloberfliche desto hoher ist der Eisengehalt. Zur quantitativen Untersuchung der
Anreicherung der Eisenoxid-Nanopartikel auf der Zelloberflache mittels Eisenanalytik wurden die
Zelloberflachen-gebundenen Nanopartikel wie unter 6.3.2 beschrieben aufgelost.

Um die spezifische Bindung der Biokonjugate an den Zelloberflichenrezeptor EpCAM zu
quantifizieren, wurden zunachst in vitro Experimente mit der EpCAM-positiven Kolonkarzinom-
zelllinie HT29 durchgefiihrt. Hierzu wurden HT29-Zellen mit MOC31-konjugierten als auch mit
nicht-konjugierten Eisenoxid-Nanopartikeln mit und ohne vorangehenden Blockierungsschritt
inkubiert. Weiterhin wurden MOC31-blockierte und unblockierte Nanopartikel-unbehandelte
Zellen betrachtet. Die analytische Betrachtung der unbehandelten Zellen dient der Bestimmung
des endogenen Eisengehalts und wird unter anderem im Folgenden genauer erlautert.
Abbildung 3.34 zeigt den Eisengehalt unbehandelter HT29-Zellen sowie den Eisengehalt von
HT29-Zellen, die mit nicht-konjugierten Nanopartikeln sowie mit Biokonjugaten inkubiert
wurden. Letzteres erfolgt reprasentativ am Beispiel von Biokonjugaten, die mit einem 3-fachen
Antikorperiiberschuss und einem 2*10°¢-fachen Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten wurden.
Die Eisenquantifizierung zeigt die Ergebnisse einer in vitro Bindungsstudie, die mit derselben
Charge MOC31-konjugierter Eisenoxid-Nanopartikel durchgefithrt wurde. Die Daten der
unbehandelten Zellen sowie der Zellen, die mit nicht-konjugierten Nanopartikeln behandelt
wurden, zeigen die Ergebnisse von in vitro Bindungsstudien, die am selben Versuchstag wie die

Studien mit den Konjugat-behandelten Zellen durchgefiihrt wurden. Die Zellexperimente wurden
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in mindestens einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Fiir die einzelnen Zellexperimente wird
der Fehler der Messwerte immer vernachlassigt. In Abbildung 3.34 ist weiterhin der Eisengehalt
von unblockierten und blockierten HT29-Zellen als Mittelwert von jeweils mindestens neun

Zellexperimenten an insgesamt drei Versuchstagen gezeigt.
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Abbildung 3.34: AAS-Untersuchungen von HT29-Zellen vor und nach Inkubation mit nicht-konjugierten sowie mit
MOC31-konjugierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Gezeigt ist der Eisengehalt unbehandelter Zellen (NK), sowie von
Zellen, die mit nicht-konjugierten Nanopartikeln (SPIO) und mit Konjugaten (MOC31-SPIO) inkubiert wurden. Die
Konjugate wurden mit einem 3-fachen Antikorperiiberschuss und einem 2*10°-fachen Bromcyaniiberschuss erhalten. Fiir
die Konjugat-behandelten Zellen ist zusétzlich der Eisengehalt nach Vorinkubation mit MOC31 (MOC31 blockiert) gezeigt
(links). Des Weiteren ist der Eisengehalt von unblockierten und blockierten Zellen als Mittelwert von jeweils mindestens
neun Zellexperimenten an insgesamt drei Versuchstagen gezeigt (rechts). Der geringe Fehler zeigt den vergleichbaren
intrinsischen Eisengehalt der Zellen unabhingig von dem Versuchstag. Blockierte und unblockierte Zellen weisen einen
vergleichbaren Eisengehalt auf. Die Behandlung der Zellen mit den Konjugaten fiihrt zu einer signifikanten Erhéhung
des Eisenwertes im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Die Messungen zeigen einen Einfluss der Blockierung von
EpCAM-Bindungsstellen durch MOC31-Vorinkubation und damit Spezifitdt. Die Zellen wurden mit ~ 3250 fmol
Nanopartikel (~ 5 ug Eisen) inkubiert. Die Daten sind der Mittelwert aus mindestens drei Zellexperimenten, Mittelwert
+/-s.eem. mitn 23 (* p <0.05, ** p < 0.01, ** p <0.001).

Der native Eisengehalt der unbehandelten Zellen gibt den Untergrund vor. Im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen zeigen alle Zellen, die mit oder ohne MOC31-Vorinkubation mit
Nanopartikeln behandelt wurden eine Zunahme im Eisengehalt. Diese Zunahme ist auf exogenes
Eisen und damit auf eine Bindung der Nanopartikel an die Zelloberfldche zuriickzufiihren. Mittels
AAS-Analytik konnte die zusitzliche Eisenmenge, die auf die Zelloberflachen-gebundenen
Eisenoxid-Nanopartikel zuriickzufiihren ist, signifikant vom intrinsischen Untergrund unterschie-

den werden. Dies deutet an, dass die ausgewdhlte Technik eine geeignete Methode ist, um die
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Bindungseigenschaften der Biokonjugate vergleichend in in vitro Experimenten zu untersuchen.
Analog zu den Ergebnissen der in vitro MRT-Analytik zeigt sich bei der Eisenquantifizierung ein
Einfluss des Blockierungsschritts auf das Messergebnis und somit die Spezifitit der Biokonjugate.
Neben der spezifischen Bindungsfahigkeit an EpCAM weisen die Biokonjugate auch ein
unspezifisches Bindungsverhalten an die Zelloberflache auf. Die Adhéasion der Biokonjugate an
die blockierten Zellen ist vergleichbar mit der Bindung von nicht-konjugierten Nanopartikeln an
unblockierte HT29-Zellen. Im Vergleich mit den Ergebnissen der MRT-Analytik bindet allerdings
eine wesentlich grofiere Anzahl der Nanopartikel an die Zelloberflache der blockierten Zellen;
wohingegen der Anteil der spezifischen Bindung im Vergleich reduziert ist. Mittels Scatchard-
Analyse wurde von de Jonge et al'® angenommen, dass ungefihr 3*10° spezifische
Bindungsstellen fiir den MOC31-Antikorper pro GLC-28 Tumorzelle in vitro vorhanden sind. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden ~ 2*10° HT29-Zellen mit 0.07 nmol MOC31 vorinkubiert. Unter der
Annahme, dass beide Zelllinien (HT29 und GLC-28) eine vergleichbare Anzahl an MOC31-
komplementdren Oberflachenrezeptoren aufweisen, wiirde die eingesetzte Zellzahl unter
Beriicksichtigung der Daten von de Jonge et al.[1516*10'2 Bindungsstellen (0.01 nmol) entsprechen.
Somit sollte der eingesetzte Uberschuss an freiem MOC31 ausreichen, um alle spezifischen
Bindungsstellen zu blockieren. Daher sollte der beobachtete hthere Nanopartikelgehalt auf der
Zelloberflache von MOC31-vorinkubierten Zellen nicht darauf zurtickzuftihren sein, dass neben
unspezifischer doch auch spezifische Bindung stattfinden kann. Die vergleichbaren Mengen an
nicht-konjugierten Nanopartikeln (auf unblockierten Zellen) und Konjugaten (auf blockierten
Zellen) liefern bereits ein Indiz gegen die Theorie freier Bindungsstellen auf der Oberflache der
vorinkubierten Zellen.

Im Folgenden wird der Einfluss des Aktivierungsreagenziiberschusses, bei einem gleichbleiben-
den 3-fachen Antikorperiiberschuss, auf das Bindungsverhalten der Biokonjugate untersucht.
Anstatt des Eisengehalts erfolgt direkt die Betrachtung des Nanopartikelgehalts. Der Eisengehalt
setzt sich aus dem intrinsischen Eisenspiegel der Zellen sowie dem exogenen Eisen, das auf die
Oberflachen-gebundenen Eisen-basierten Nanopartikel zuriickzufiihren ist, zusammen. Zunachst
wird fiir jedes durchgefiihrte Zellexperiment der exogene Eisengehalt bestimmt, indem von dem
Eisengehalt der Nanopartikel-behandelten Zellen - hier wird jedes Zellexperiment einzeln
betrachtet - der mittlere Eisengehalt aus den am selben Versuchstag erfolgten Experimenten mit

den entsprechenden nativen Zellen - der Fehler der gemittelten Zellexperimente wird nicht
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beriicksichtigt - abgezogen wird. Abschlielend wird der Mittelwert iiber den exogenen
Eisengehalt der einzelnen Zellexperimente gebildet. Aus dem so bestimmten Eisengehalt ldsst sich
die Stoffmenge der Nanopartikel unter der Annahme von Sphaérizitdt der Partikel und der Dichte
von Magnetit (0: 5.2 g/cm?) ermitteln.

Bevor fiir verschiedene Biokonjugate die auf diese Weise ermittelten Zelloberflichen-gebundenen
Nanopartikelmengen gezeigt werden, wird kurz auf das rechte Diagramm in Abbildung 3.34
eingegangen. Dies zeigt den Eisengehalt von unblockierten und blockierten HT29-Zellen und zwar
als Mittelwert von jeweils mindestens neun Zellexperimenten an insgesamt drei unabhéangigen
Versuchstagen (n > 9). Es ist ersichtlich, dass sich zwischen den mit freiem Antikdrper inkubierten
und den unblockierten Zellen kein Unterschied in Bezug auf den ermittelten Eisengehalt zeigt.
Weiterhin zeigt der geringe Fehler, dass die Zellen auch an verschiedenen Versuchstagen immer
eine vergleichbare intrinsische Eisenmenge aufweisen. Unter der Annahme, dass alle Biokonjugate
eine vergleichbare unspezifische Bindung aufweisen, sollte die ausgewdhlte Technik
uneingeschrankt geeignet sein, um die auf die Nanopartikel zuriickzufiihrende Eisenmenge
signifikant vom Untergrund zu unterscheiden und um somit den Gehalt der Eisen-basierten
Nanopartikel auf der Zelloberflache zu quantifizieren.

In Abbildung 3.35 ist der Gehalt an Nanopartikeln gezeigt, die mit und ohne vorangehenden
Blockierungsschritt an EpCAM-positive Zellen binden. Es ist der Nanopartikelgehalt nach
Inkubation mit nicht-konjugierten Nanopartikeln sowie mit Biokonjugaten gezeigt. Die Konjugate
wurden bei einem gleichbleibenden 3-fachen Antikorperiiberschuss und variierendem
Aktivierungsreagenziiberschuss, Variation zwischen 1*10° und 3*10¢, erhalten. Mit Ausnahme der
Konjugate, die mit einem 1*10°-fachen Bromcyaniiberschuss erhalten wurden, sind Ergebnisse von
mindestens zwei Kopplungsreaktionen gezeigt. Bei jeder Zellexperimentenreihe eines
Versuchstags wurden in vitro Bindungsstudien mit nicht-konjugierten Nanopartikeln
durchgefiihrt. Weiterhin ist in Abbildung 3.35 fiir die Konjugat-behandelten Zellen die Differenz
des Nanopartikelgehalts der unblockierten und blockierten Zellen gezeigt. Die Differenz entspricht
dem Gehalt an spezifisch gebundenen Antikorper-konjugierten Nanopartikeln. Unter der
Annahme, dass ein an EpCAM-bindendes Biokonjugat aus genau einem Antikorper-konjugierten
Nanopartikel besteht, wird die Menge an spezifisch gebundenen Eisenoxid-Nanopartikeln der

Menge an spezifisch gebundenen Konjugaten gleichgesetzt.
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Abbildung 3.35: AAS-Analytik der zelluliren Bindung von Eisenoxid-Nanopartikeln, die mit unterschiedlichem
Aktivierungsreagenziiberschuss an MOC31 gekoppelt wurden. Gezeigt ist der Gehalt an Nanopartikeln, die an HT29-
Zellen mit und ohne Préainkubationsschritt binden (links). Die Zellen wurden mit nicht-konjugierten Nanopartikeln (SPIO)
und Konjugaten (MOC31-SPIO) inkubiert. Die Konjugate wurden mit einem gleichbleibenden 3-fachen
Antikorperiiberschuss erhalten. Des Weiteren ist fiir die Konjugat-behandelten Zellen die Differenz der an die
unblockierten und blockierten Zellen gebundenen Partikel gezeigt (rechts). Fiir die blockierten Zellen werden
vergleichbare Nanopartikelmengen gefunden und damit ein vergleichbares MafS an unspezifischer Bindung. Fiir die
nicht-konjugierten Nanopartikel wird kein Unterschied zwischen blockierten und unblockierten Zellen gefunden. Fiir die
Konjugate zeigt sich ein Einfluss der Blockierung der spezifischen Bindungsstellen. Die fiir die unblockierten, Konjugat-
behandelten HT29-Zellen erhaltenen Werte unterscheiden sich signifikant. Der grofite Anteil spezifisch gebundener
Konjugate wird bei einem Aktivierungsreagenziiberschuss von 2.5*10°¢ erhalten. Die Zellen wurden mit ~ 3250 fmol
Nanopartikel inkubiert. Es ist der Mittelwert aus mindestens drei Zellexperimenten gezeigt, Mittelwert +/- s.e.m. mit
n23 (* p<0.05* p<0.01, *** p <0.001).

Bei vorheriger Blockierung der spezifischen Bindungsstellen mit freiem MOC31 ist zwischen den
Konjugaten kein signifikanter Unterschied im Nanopartikelgehalt zu erkennen. Alle zeigen eine
vergleichbare unspezifische Bindung, die auch vergleichbar mit der Bindung der nicht-
konjugierten Nanopartikel ist. Fiir alle Konjugate zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen
der Menge an Nanopartikeln auf der Zelloberfliche mit und ohne vorangehenden
Blockierungsschritt. Die biologische Aktivitdt des Antikorpers bleibt nach Anbindung an die
Partikeloberfldche zu einem bisher noch unbestimmten Anteil erhalten. Fiir die nicht-konjugierten
Nanopartikel ist kein Unterschied erkennbar. Die verschiedenen Konjugate zeigen keinen
Unterschied in Bezug auf den ermittelten Nanopartikelgehalt auf den zuvor blockierten Zellen.
Fiir die verschiedenen Konjugate zeigen sich aber signifikante Unterschiede im Nanopartikel-
gehalt auf der nicht blockierten Zelloberflache und damit in dem Ausmafl ihrer spezifischen
Bindung. Der Anteil spezifisch gebundener Konjugate nimmt mit zunehmendem Uberschuss an

Aktivierungsreagenz zundchst zu. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der in vitro
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MRT-Studien. Es wurde angenommen, dass mit Erh6hung des Aktivierungsreagenziiberschusses
mehr aktivierte Bindungsstellen fiir den Antikorper auf der Oberfliche der Nanopartikel
vorhanden sind und infolge auch mehr bindungsaktive Antikorper-konjugierte Nanopartikel
erhalten werden (3.2.2.1). Der grofite Anteil spezifisch bindender Konjugate wird bei einem 2.5*10°-
fachen Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten. Bei weiterer Erhéhung des Uberschusses erfolgt
eine Abnahme der bindungsaktiven Konjugate. Diese Beobachtung konnte darauf zurtickgefiihrt
werden, dass der Antikorper auf der Nanopartikeloberflache verstarkt iiber mehrere aktivierte
Endgruppen an diese und damit fester gebunden wird. Diese Multipunktanbindung kann die
Flexibilitat des Antikorpers drastisch reduzieren; infolge kann die Zuganglichkeit der
Antigenbindungsstellen beeinflusst und die Bindungsfahigkeit an EpCAM reduziert werden
(3.2.2).

Im Folgenden wurden die eingesetzten AntikOrperdquivalente bei gleichbleibendem 2.5*10°-
fachen Bromcyantiberschuss variiert, um zu untersuchen, ob der Gehalt spezifisch gebundener
Konjugate weiter erhoht werden kann. Der Antikorper wurde dquimolar sowie in einem 3- und 6-
fachen Uberschuss eingesetzt. In Abbildung 3.36 sind der Nanopartikelgehalt auf blockierten und
unblockierten HT29-Zellen sowie der Gehalt an spezifisch gebundenen Konjugaten gezeigt. Fiir
alle Konjugate sind Ergebnisse von mindestens zwei Kopplungsreaktionen gezeigt.

Die Ergebnisse der bereits gezeigten Bindungsstudien hinsichtlich des unspezifischen
Bindungsverhaltens der Konjugate wurden bestitigt. Weiterhin lassen sich hinsichtlich des
spezifischen Bindungsverhaltens Unterschiede zwischen den verschiedenen Konjugaten
feststellen. Wird der Antikdrper nicht in einem 3-fachen Uberschuss sondern dquimolar eingesetzt,
nimmt der Anteil spezifisch gebundener Konjugate signifikant ab. Es ist zu beriicksichtigen, dass
die Kopplungsreaktion nicht zwingend dazu fithren muss, dass an der Oberfliche jedes
Nanopartikels auch ein Antikdrper gebunden wird; es konnen daneben auch nicht-konjugierte
Nanopartikel vorliegen. Die Beobachtung ist daher vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass mit
zunehmender Antikorpermenge wahrend der Kopplungsreaktion auch mehr bindungsaktive
Antikorper-konjugierte Nanopartikel erhalten werden. Wird der Antikorperiiberschuss von 3-fach
auf 6-fach erhoht, nimmt hingegen der Anteil spezifisch gebundener Konjugate signifikant ab.
Unter der Annahme, dass die Ausbeute an Antikdrper-konjugierten Nanopartikeln bei Erhchung

des Antikorperiiberschusses nicht abnimmt, ist die beobachtete Abnahme vermutlich darauf
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zuriickzufiihren, dass die biologische Aktivitit des Antikorpers nach Anbindung an die Partikel
zu einem geringeren Anteil erhalten bleibt.

Durch die durchgefiihrten Variationen des Antikorperiiberschusses konnte somit der Anteil an
Konjugaten, die spezifisch iiber EpCAM an die Zelloberflache binden, nicht weiter erhcht werden.
Das beste Ergebnis beziiglich der spezifischen Bindungsfahigkeit wurde weiterhin bei einem 3-

fachen Antikorperiiberschuss erhalten.
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Abbildung 3.36: AAS-Analytik der zelluliren Bindung von Eisenoxid-Nanopartikeln nach Kopplung an MOC31 bei
einem 2.5*10°%-fachen Aktivierungsreagenziiberschuss und einem variierenden Antikoérperiiberschuss. Gezeigt ist der
Gehalt an Nanopartikeln, die an HT29-Zellen mit und ohne Prainkubationsschritt binden (links). Des Weiteren ist die
Differenz der an die unblockierten und blockierten Zellen gebundenen Partikel gezeigt (rechts). An die blockierten Zellen
werden vergleichbare Nanopartikelmengen gebunden. Es zeigt sich ein Einfluss der Blockierung der spezifischen
Bindungsstellen. Die fiir die unblockierten HT29-Zellen erhaltenen Werte unterscheiden sich signifikant. Der grofste
Anteil spezifisch gebundener Konjugate wird bei einem 3-fachen Antikorperiiberschuss erhalten. Die Zellen wurden mit
~ 3250 fmol Nanopartikel inkubiert. Es ist der Mittelwert aus mindestens sieben Zellexperimenten gezeigt, Mittelwert +/-
s.em. mitn>7 (* p <0.05, * p <0.01, *** p <0.001).

Neben den Bindungsstudien mit der EpCAM hoch exprimierenden Kolonkarzinomzelllinie HT29
erfolgten in vitro Experimente mit einer knockdown Kolonkarzinomzelllinie mit geringerer EpCAM
Expression (HT29EpCAMKkd). Bei diesen Zellen ist das EpCAM-Level auf der Zelloberfliche
drastisch reduziert, was sich auf den spezifisch gebundenen Nanopartikelgehalt auswirken sollte.
In Abbildung 3.37 ist der Nanopartikelgehalt auf HT29- und HT29EpCAMkd-Zellen nach
Inkubation mit nicht-konjugierten Nanopartikeln sowie mit Biokonjugaten, diese wurden bei

einem 2.5*10°-fachen Bromcyaniiberschuss und einem 3-fachen Antikorperiiberschuss erhalten,
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gezeigt. Die in vitro Bindungsstudien wurden mit derselben Charge MOC31-konjugierter
Eisenoxid-Nanopartikel an einem Versuchstag durchgefiihrt. Die Daten der unbehandelten Zellen
sowie der Zellen, die mit nicht-konjugierten Nanopartikeln behandelt wurden, zeigen die
Ergebnisse von in vitro Bindungsstudien, die am selben Versuchstag wie die Studien mit den

Konjugat-behandelten Zellen durchgefiihrt wurden.

| [ moc31 blockiert
N
— 45 ] [ ] unblockiert

SPIO  MOC31-SPIO SPIO  MOC31-SPIO

HT29EpCAMkd HT29

Abbildung 3.37: AAS-Analytik der Bindung von nicht-konjugierten sowie von MOC31-konjugierten Eisenoxid-
Nanopartikeln an HT29- sowie HT29EpCAMKkd-Zellen. Gezeigt ist der Gehalt an Nanopartikeln, die an HT29-Zellen
sowie HT29EpCAMkd-Zellen binden. Die Zellen wurden mit nicht-konjugierten Nanopartikeln (SPIO) sowie mit
Konjugaten (MOC31-SPIO) inkubiert. Fiir die Konjugat-behandelten Zellen ist zusdtzlich der Partikelgehalt nach
Vorinkubation mit MOC31 (MOC31 blockiert) gezeigt. Die Konjugate wurden mit einem 3-fachen Antikdrper- und einem
2.5*10°-fachen Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten. Mit Ausnahme der HT29-Zellen, die ohne Vorinkubation mit den
Konjugaten inkubiert wurden, werden vergleichbare Mengen an Nanopartikeln auf der Zelloberfliche gefunden. Die
Zellen wurden mit ~ 2600 fmol Nanopartikel inkubiert. Es ist der Mittelwert aus mindestens drei Zellexperimenten
gezeigt, Mittelwert +/- s.e.m. mitn >3 (* p <0.05, ** p <0.01, ** p <0.001).

Der Vergleich mit den EpCAM-defizienten Zellen zeigt ein vergleichbares unspezifisches
Bindungsverhalten der Nanopartikel an beide Zelllinien. Dies bestéatigt die unter Beriicksichtigung
der Scatchard Analyse von de Jonge et al.l15] getroffene Annahme, dass der eingesetzte Uberschuss
an freiem MOC31 im Prdinkubationsschritt ausreicht, um alle spezifischen Bindungsstellen zu
blockieren. Fiir die HT29-Zellen zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den blockierten
und nicht-blockierten Konjugat-behandelten Zellen und damit spezifische Bindung. Fiir die
EpCAM-defizienten Zellen unterscheidet sich der Nanopartikelgehalt infolge der geringen
EpCAM-Dichte hingegen nicht signifikant. Mittels in vitro Bindungsstudien mit verschiedenen
Zelllinien konnte gezeigt werden, dass die Abnahme des EpCAM-Levels eine Reduzierung des

Nanopartikelgehalts auf unblockierten Zelloberflachen bewirkt. Der signifikante Unterschied im
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Nanopartikelgehalt auf jeweils unblockierten HT29- und HT29EpCAMkd-Zellen belegt die
spezifische, Antikorper-vermittelte Bindung der Konjugate an EpCAM.

Allerdings bindet auch unter optimalen Bedingungen nur ein geringer Anteil der Nanopartikel
spezifisch an EpCAM. Bezogen auf die im Zellexperiment eingesetzte Menge an Nanopartikeln
betrdgt der prozentuale Anteil spezifisch gebundener Konjugate maximal ~ 0.9%. Im néachsten
Kapitel wird untersucht, ob dies evtl. mit der Zahl der eingesetzten Partikel zusammenhangt.
Weiterhin erfolgt eine umfassende Charakterisierung der Biokonjugate; es wird die Kopplungs-
effizienz ermittelt und die biologische Aktivitdt der Antikorper nach Anbindung an die
Partikeloberfldche untersucht. Ein geringer Anteil spezifisch gebundener Konjugate konnte evtl.
durch eine niedrige Kopplungsausbeute und/oder eine reduzierte spezifische Bindungsfahigkeit
der Nanopartikel-konjugierten Antikorper bedingt sein. Diese Untersuchungen erfolgten durch
Radiomarkierung der Biokonjugate. Die Bindungsstudien erfolgten mit unblockierten HT29- und
ebenfalls unblockierten HT29EpCAMkd-Zellen. Durch vorherige Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die blockierten HT29-Zellen und die unblockierten HT29EpCAMkd-Zellen keinen
signifikanten Unterschied im Nanopartikelgehalt aufweisen (siehe Abbildung 3.37). Daher ist die
Verwendung von unblockierten HT29EpCAMkd-Zellen anstelle von blockierten HT29-Zellen

geeignet, um den Anteil der spezifischen Bindung zu bestimmen.

3.2.3 Radiomarkierung des monoklonalen anti-EpCAM Antikérpers MOC31 mit »Iod

Die Modifikation von Proteinen und anderen Biomolekiilen mit radioaktiven Nukliden ist eine
extrem sensitive Methode zur Detektion und Quantifizierung der radiomarkierten Molekiile im
Verlauf von Aufreinigungsschritten und biochemischen Assays (Radioimmunassays). Weiterhin
wird durch die Radiomarkierung die Verfolgung von physiologischen Vorgangen
ermoglicht.[?223% Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Markierung des anti-EpCAM Antikorpers
MOC31 mit Radionukliden um die Frage nach der Effizienz der kovalenten Kopplung von MOC31
an die PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel zu beantworten (3.2.3.1), sowie um in Zellexperimen-
ten zu klaren, ob und wie sich die Modifizierung der Oberflache der Nanopartikel mit MOC31 auf
die biologische Aktivitiat des Antikorpers auswirkt (3.2.3.2). Weiterhin wird ein moglicher Einfluss
der im Zellexperiment eingesetzten Partikelmenge auf den Gehalt spezifisch gebundener

Konjugate untersucht (3.2.3.2). Zu den gangigsten Markierungsnukliden gehort unter anderen
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125]0d.[2322401 Heine et al.®® nutzten die Radiomarkierung von MOC31 mit ®lod zur in vivo
Untersuchung der Zuganglichkeit von EpCAM in Kolonkarzinom-Mausmodellen. Auch im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Markierung von MOC31 mit diesem radioaktiven
Isotop. Fiir die Radioiodierung kénnen zwei Durchfiihrungsarten unterschieden werden: Die
direkte sowie die indirekte Modifizierung.l>*?! Bei der indirekten Methode wird zunichst eine
intermedidre Komponente markiert, welche anschliefend zur finalen Modifikation der
Zielstruktur eingesetzt wird. Als Beispiel sei die '?lod-Markierung von Proteinen durch
Modifizierung primédrer Aminogruppen mit dem Bolton-Hunter Reagenz genannt.[232240241] Bei der
direkten Radioiodierung erfolgt in Gegenwart eines Oxidationsmittels die in situ Herstellung einer
elektrophilen Radioiod-Spezies fiir eine anschlieffende Modifikation von Tyrosin- und
Histidinresten durch elektrophile aromatische Substitution.?®224-2421 Im Rahmen dieser Arbeit
erfolgte die Radioiodierung von MOC31 durch eine direkte elektrophile aromatische
Substitutionsreaktion; die in situ Oxidation von lodid erfolgte dabei durch Verwendung von
Iodination Beads. Abbildung 3.38 zeigt schematisch die direkte Radioiodierung eines IgG-
Molekiils unter Verwendung von Iodination Beads.

Bei den lodination Beads handelt es sich um nicht pordse Polystyrolkiigelchen, welche an ihrer
Oberflache immobilisierte, oxidierende N-Chlorbenzylsulfonamid-Gruppen aufweisen; folglich
handelt es sich um polymergebundene Chloramin-T-Analoga (Chloramin-T: N-chloriertes p-
Toluolsulfonsdaureamid).(322392421 Bei der Iodierung mit Chloramin-T als Oxidationsmittel liegen
alle Reaktanden in Losung vor (Einphasensystem).?*"l Bei der Oxidation von Iodid mit Iodination
Beads handelt es sich um eine Zweiphasenreaktion. Markwell et al.[%% konnten zeigen, dass die
aktive Iodierungsspezies auf der Oberflache der Kiigelchen lokalisiert bleibt. Der Vorteil eines
Zweiphasensystems gegeniiber der direkten Verwendung von Chloramin-T in homogener Losung
liegt unter anderem in der erleichterten Abtrennung der iodierten Spezies von dem
Iodierungsagenz und damit in dem vereinfachten Reaktionsabbruch.?322%:2401 Bei der Verwendung
von Chloramin-T muss zum Abbruch der Reaktion die Zugabe eines Reduktionsmittels erfolgen;
dies kann bei Anwesenheit empfindlicher Disulfidbriicken kritisch sein.[?*22401 Weiterhin ist das an
die Polymerkiigelchen gekoppelte N-Chlorbenzylsulfonamid ein milderes Oxidationsmittel als
das N-chlorierte p-Toluolsulfonsdaureamid.?32240242l Chloramin-T oxidiert zum Beispiel nicht nur

Iod sondern kann auch alpha-Aminogruppen von Aminosauren zum Nitril oxidieren. 24
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Bei der Verwendung von lodination Beads wird die Kontaktzeit zwischen dem Oxidationsmittel
und der zu iodierenden Spezies minimiert und infolge auch die Reaktionsrate der
Iodinkorporation in Makromolekiile sehr stark reduziert.?22421 Eine hohe spezifische
Radioaktivitdit kann eine extrem sensitive Detektion ermoglichen. Andererseits kann eine
Uberladung dazu fiihren, dass die biologische Aktivitit durch die Iodierungsprozedur

beeintrachtigt wird.[232240]

lodination Bead | N-lodbenzylsulfonamid I
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Abbildung 3.38: Schematische Darstellung der Radiomarkierung eines IgG-Molekiils mit ®Iod. Die Radioiodierung
des MOC31-Antikorpers erfolgte unter Verwendung einer Iodination Bead. Bei dieser handelt es sich um porenfreie
Polystyrolkiigelchen (~ 2.8 mm im Durchmesser®]), welche an ihrer Oberfliche immobilisierte, oxidierende N-
Chlorbenzylsulfonamid-Gruppen aufweisen. Der Reaktionsmechanismus, der bei Umsetzung mit Iodid die elektrophile
Iodspezies erzeugt, unterscheidet sich von anderen Oxidationsmitteln (z.B. Chloramin-T). Markwell et al.?®) konnten
zeigen, dass die aktive Iodierungsspezies auf der Oberflache der Kiigelchen lokalisiert bleibt. Vermutlich erfolgt durch
Substitution des Chloratoms gegen ein Iodatom die Bildung von N-Iodbenzylsulfonamid als intermedidre reaktive
Spezies (I).?*) Durch das reaktive Intermediat ist in einer elektrophilen Substitutionsreaktion die direkte Iodierung von
Tyrosin- (Tyr) und Histidinresten (His) im Antikérper moglich (II).

Die »Jod-Markierung von MOC31 ging der kovalenten Kopplung an die Nanopartikel voraus. Im
Folgenden wird die Charakterisierung der radiomarkierten Biokonjugate vorgestellt. Es wurden
Biokonjugate untersucht, die bei gleichbleibendem 3-fachen Antikorper- und variierendem
Aktivierungsreagenziiberschuss (2*10%- und 2.5*10°-fach), sowie bei gleichbleibendem 2.5*10°-
fachen Aktivierungsreagenz- und variierendem Antikdrperiiberschuss (1, 3 und 6 Aquivalente)

erhalten wurden.
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3.2.3.1 Ermittlung der Effizienz der kovalenten Kopplung von '*Iod-markiertem MOC31 an die

PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel

Die Kopplung mit dem !?lod-markierten Antikorper wurde in einem Isotopenlabor unter
Befolgung der Strahlenschutzvorschriften durchgefiihrt. Die Aufreinigung der biokonjugierten
Eisenoxid-Nanopartikel von nicht konjugiertem Antikorper erfolgte analog zu der Reinigung der
nicht radioaktiv markierten Biokonjugate {iber eine Magnetseparationssdule (6.2.4.1). Die
Reaktionslosung wurde auf die im Magnetfeld platzierte Saule aufgetragen. Nach Durchlauf dieser
Losung wurde die magnetisierte Saule mehrfach gewachsen, anschlieflend wurden die Eisenoxid-
Nanopartikel von der entmagnetisierten Saule eluiert. In Abbildung 3.39 sind die Radioaktivitat
der verschiedenen Waschfraktionen, sowie die Radioaktivitit der Suspension der eluierten

Eisenoxid-Nanopartikel gezeigt.
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Abbildung 3.39: Ermittelte Radioaktivitit im Verlauf der Aufreinigung von Eisenoxid-Nanopartikel Suspensionen
nach Konjugation »I-markierter Antikorper. Gezeigt sind die Radioaktivitédt verschiedener Waschfraktionen sowie die
Radioaktivitit der von der Magnetsdule eluierten Eisenoxid-Nanopartikel. Dies ist reprdsentativ. am Beispiel von
Konjugaten gezeigt, die bei einem 2.5*10%fachen Aktivierungsreagenz- und bei einem 3-fachen Antikorperiiberschuss
erhalten wurden. Der Radioaktivitatsverlauf ist représentativ fiir alle Proben. Bevor die Eisenoxid-Nanopartikel eluiert
werden nimmt die Radioaktivitdt ab. Im Eluat der Nanopartikel steigt die Radioaktivitdt drastisch an. Daraus wird
geschlossen, dass in der Suspension der eluierten Nanopartikel keine bzw. vernachldssigbar geringe Mengen ungebun-

dener Antikorper vorliegen.

Die hochste %lod-Aktivitat findet sich in den ersten drei Fraktionen, in den anschliefSenden
Waschfraktionen (Waschschritt 4-6) ist ein sehr starker Abfall der Radioaktivitdt zu verzeichnen.

Die gemessene Radioaktivitit dieser Fraktionen (1-6) ist auf unkonjugierten Antikorper
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zuriickzufiihren. Nanopartikel-konjugierte Antikorper eluieren erst von der entmagnetisierten
Saule (7). Im Eluat der Nanopartikel (7) ist ein deutlicher Anstieg der ®lod-Aktivitit zu
beobachten. Aufgrund des geringen Radioaktivitdtsgehalts der Fraktionen vor Partikelelution
wird angenommen, dass im Eluat keine freien Antikorper vorhanden sind. Fiir die nicht gezeigten
Konjugate wurde die '?lod-Aktivitit auf analoge Weise im Verlauf der Isolierung der
Nanopartikel bestimmt. Die gemessene Radioaktivitat zeigt fiir alle Konjugate ein dhnliches Profil.
Auffillig ist, dass sich der grofite Anteil der »lod-Aktivitédt in den ersten Waschfraktionen findet;
nur ein Bruchteil ist in dem Eluat der Eisenoxid-Nanopartikel wiederzufinden.

Im Folgenden wird der Gehalt an Nanopartikel-konjugiertem Antikorper bestimmt. Die
Quantifizierung des kovalent an die Polymerhiille der Eisenoxid-Nanopartikel gebundenen
Antikorpers erfolgt iiber den radioaktiven Marker. Hierzu wurde die spezifische Aktivitit des
MOC31-Antikorpers nach Radioiodierung (**lod-Aktivitdt/ug Antikorper) ermittelt. Aus der
ermittelten Jod-Aktivitat der Nanopartikelsuspension kann so auf den Gehalt an konjugiertem
Antikorper geschlossen werden. Dabei wird die Annahme berticksichtigt, dass kein ungebundener
Antikorper vorliegt und dass die aus der gemessenen Aktivitat ermittelte Antikrpermenge somit
der Menge an Nanopartikel-konjugiertem Antikorper gleichgesetzt werden kann. Der Partikel-
gehalt der Suspension wurde iiber den photometrisch bestimmten Eisengehalt ermittelt. Die
Kenntnis des Antikorper- sowie des Partikelgehalts ermdglicht die Bestimmung der
Kopplungseffizienz. Diese wird definiert als der Anteil an konjugiertem Antikorper bezogen auf
den Partikelgehalt (nmvocsi/nsrio * 100%; nmocsi: Stoffmenge an Antikorper, nsrio: Stoffmenge an
Partikel). Unter der Annahme, dass ein Antikorper pro Nanopartikel bindet, entspricht die
Kopplungseffizienz dem Anteil an Nanopartikeln, die einen Antikorper gebunden haben. In
Tabelle 3.3 ist die ermittelte Kopplungseffizienz vergleichend fiir die verschiedenen Konjugate
dargestellt.

Die Ergebnisse bestdtigten die aus den in vitro MRT- und AAS-Experimenten getroffene Annahme
hinsichtlich des Einflusses des Aktivierungsreagenz- sowie des Antikorperiiberschusses auf die
Menge an konjugiertem Antikdrper. Mit zunehmenden Uberschiissen wird mehr Antikorper

gebunden.
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Tabelle 3.3: Effizienz der Kopplungen, die bei variierenden Antikorper- und Aktivierungsreagenziiberschiissen
durchgefiihrt wurden. Die Effizienz wird definiert als der Anteil an Nanopartikel-konjugiertem Antikérper bezogen auf
den Partikelgehalt. Unter der Annahme, dass nur ein Antikdrper pro Nanopartikel konjugiert wird, entspricht die
Kopplungseffizienz direkt dem Anteil an Konjugaten. Mit zunehmendem Antikorper- und Aktivierungsreagenz-
iiberschuss steigt die Kopplungseffizienz. * bezeichnet einen 3-fachen Antikorperiiberschuss, # bezeichnet einen 2.510°-
fachen Aktivierungsreagenziiberschuss.

molare Uberschuss des Aktivierungsreagenz* Kopplungseffizienz [%]
2*106 44
2.5*106 7.8
eingesetzte Antikorperdquivalente* Kopplungseffizienz [%]
1 3.3
3 7.8
6 15.5

Die Biokonjugate, fiir die in den zuvor durchgefiihrten in vitro Bindungsstudien das beste Ergebnis
in Bezug auf den grofiten Anteil spezifisch gebundener Konjugate gefunden wurde, weisen eine
Kopplungseffizienz von 7.8% auf. Diese Effizienz wurde fiir eine Charge MOC31-konjugierter
Eisenoxid-Nanopartikel ermittelt. In einem zweiten Kopplungsansatz betrug die Kopplungs-
effizienz 8.5%. Die mittlere Effizienz aus diesen zwei Ansadtzen betrdgt demnach ~ 8.2 +/- 0.5%.
Unter der Annahme, dass nur ein Antikorper pro Nanopartikel konjugiert wird, wiirden im besten
Fall gerade ~ 16% der Eisenoxid-Nanopartikel - und damit gerade jedes etwa sechste Nanopartikel
- Antikorper-konjugiert vorliegen. Die Ergebnisse zeigen, dass die durchgefiihrte Biokonjugations-
reaktion nicht sehr effizient ist. Im Folgenden wird nach moglichen Ursachen fiir die geringe
Kopplungseffizienz gesucht. Eine mogliche Erklarung fiir die geringe Menge an konjugiertem
Antikorper konnte eine bevorzugt stattfindende Antikorper-vermittelte Nanopartikel-
Nanopartikel-Quervernetzung bieten. Die meisten Antikdrper weisen mehrere reaktive
Aminogruppen auf der gefalteten Oberflache auf, {iber welche eine Anbindung an die aktivierten
Nanopartikel erfolgen kann. Dies konnte dazu fithren, dass mehrere Nanopartikel an denselben
Antikorper binden. Die Antikorper-vermittelte Quervernetzung mehrerer Nanopartikel sollte im
Sinne einer Aggregation der Partikel zu einer deutlichen Erhohung des hydrodynamischen
Durchmessers sowie gleichzeitig zu einer stark verbreiterten Grofienverteilung fithren. Anhand
der DLS-Analytik einzelner Konjugat-Chargen konnten keine Hinweise auf eine verstarkt
stattfindende Aggregatbildung gefunden werden. Weiterhin zeigten keine Konjugate Anzeichen

von Sedimentation. Es ist daher auszuschliefien, dass die geringe Menge an konjugiertem
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Antikorper auf eine bevorzugt stattfindende Verbriickung mehrerer Nanopartikel iiber einen
Antikorper zuriickzufiihren ist.

Eine mogliche Erklarung fiir die geringe Umsetzungsrate konnte sein, dass fiir die Umsetzung mit
dem Antikorper nur eine geringe Anzahl reaktiver Gruppen zur Verfiigung steht. Aus den
Stabilitatsuntersuchungen an den PEGylierten Partikeln wurde auf eine hohe Bedeckungsdichte
geschlossen. Trotz einer hohen Bedeckung miissen aber nicht alle Hydroxylgruppen zugénglich
sein. Dies kann durch die Oberflachenkriimmung der Nanopartikel begriindet werden. Durch die
Kriimmung der Oberflache nimmt die Packungsdichte der PEG-Ketten mit dem distalen Abstand
von der Oberfliche ab und infolge konnten die PEG-Ketten mit zunehmender Distanz zur
Partikeloberflache auch als zufélliges Knauel vorliegen.[1¥171 In dieser geknduelten Form konnte
die Zugdnglichkeit der terminalen Hydroxylgruppen reduziert sein. Weiterhin ist die hohe
Biorepulsivitdt bei hohen Bedeckungsdichten zu berticksichtigen. Die Zuganglichkeit und die
Reaktivitdt der aktivierten Hydroxylgruppen konnen daher dadurch eingeschréankt sein, dass sie
in einer Ligandenhiille auf Partikeln vorliegen. Ein weiterer Grund konnte die aktivierte Form der
Hydroxylgruppen sein. Hierzu ist in Abbildung 3.40 eine schematische Darstellung der moglichen
Produkte, die bei der Bromcyan-vermittelten Aktivierung der terminalen Hydroxylgruppen
erhalten werden konnen, gezeigt. Die Aktivierung resultiert in der Bildung eines reaktiven
Cyanatesters.[2322%52%] Aufgrund der hohen Reaktivitat des aktivierten Intermediats konnte dieses
schon vor Reaktion mit dem Antikoérper durch Hydrolyse zum inaktiven Carbamat (Abb. 3.40, I)
deaktiviert werden.?%¢2431 Durch die Pre-Hydrolyse wird die Anzahl an reaktiven Gruppen, die fiir
die kovalente Kopplung des Antikorpers zur Verfiigung stehen, reduziert. Reaktive Cyanatester
konnen auch zur Bildung von Imidocarbonaten (11, III) fithren.[?32236243] Imidocarbonate weisen im
Vergleich zum Cyanatester eine deutlich geringere Reaktivitdt auf; konnten aber mit
Aminogruppen des Antikorpers unter Ausbildung von z.B. N-subsituierten Imidocarbonaten
reagieren.3223624831 Yavuz et al.>** koppelten Concanavalin A auf Bromcyan-aktivierten, polymeren
Mikrokiigelchen tiber Imidocarbonat-Reste bei einer Temperatur von 25 °C. Cyantester wurden
durch Aktivierung bei einem hohem pH-Wert (~ 11.5) iiber einen Zeitraum von 60 Minuten
deaktiviert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Umsetzung mit dem Antikorper bei
4 °C iiber einen Zeitraum von 24 Stunden. Es wurde nicht untersucht, ob durch Erhéhung der
Reaktionstemperatur bei der Kopplung des Antikdrpers eine verbesserte Kopplungseffizienz

erreicht werden kann.
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Abbildung 3.40: Schematische Darstellung méglicher Produkte bei Umsetzung terminaler Hydroxylgruppen mit
Bromcyan als Aktivierungsreagenz. Als direktes Produkt im Aktivierungsschritt wird ein Cyanatester erhalten, der im
anschlieSenden Kopplungsschritt mit freien Aminogruppen des Antikdrpers unter Ausbildung einer Isoureabindung
reagieren kann. Daneben sind weitere Reaktionen des reaktiven Cyanatesters moglich. Einerseits kann dieser durch
Hydrolyse unter Bildung eines inerten Carbamats deaktiviert werden (I). Des Weiteren kénnen durch Reaktion mit nicht
aktivierten Hydroxylgruppen in der Polymerhiille eines weiteren oder desselben Partikels Imidocarbonate ((II
(interpartikuldr) und III (intrapartikulédr)) gebildet werden. Diese weisen im Vergleich zum Cyanatester eine deutlich
reduzierte Reaktivitit auf. Prinzipiell kénnten Imidocarbonate mit freien Aminogruppen des Antikdrpers im
Kopplungsschritt umgesetzt werden. Abbildung modifiziert nach?l

Im Folgenden werden die Ergebnisse der in vitro Bindungsstudien mit den !*lod-markierten
Biokonjugaten gezeigt. Es wurde ein moglicher Einfluss der im Zellexperiment eingesetzten
Partikelmenge auf den Gehalt spezifisch gebundener Konjugate untersucht. Weiterhin wurde
untersucht ob und wie sich die Anbindung an die Partikeloberflache auf die biologische Aktivitat

des Antikorpers auswirkt.

3.2.3.2 In vitro Untersuchung der biologischen Aktivitit Nanopartikel-konjugierter, >’Iod-
markierter MOC31-Antikorper

Der Gehalt an Nanopartikeln, die spezifisch an EpCAM binden, ist bestimmt durch den Anteil an
Nanopartikeln, die Antikorper-konjugiert vorliegen und durch den Anteil an Nanopartikel-
konjugierten Antikorpern, die nach Anbindung an die Partikeloberfldche ihre biologische Aktivitat
behalten.

Bevor die Ergebnisse zur Untersuchung der biologischen Aktivitdt dargestellt werden, wird
zundchst kurz auf die Ergebnisse der Untersuchung eines moglichen Einflusses der im

Zellexperiment eingesetzten Partikelmenge auf den Gehalt an spezifisch gebundenen Konjugaten
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eingegangen. Ein geringer Anteil spezifisch gebundener Konjugate konnte dadurch bedingt sein,
dass bei der eingesetzten Partikelmenge die maximale Bindungskapazitdt der Zellen bereits
erreicht ist. Abbildung 3.41 zeigt schematisch die Bindung der Konjugate an EpCAM als Funktion
der im Zellexperiment eingesetzten Nanopartikelmenge (MOC31-SPIO). Sind alle spezifischen
Bindungsstellen durch die Konjugate abgesattigt, stellt sich ein Plateau ein. Trotz weiterer
Erhohung der eingesetzten Nanopartikelmenge kann der Gehalt an spezifisch gebundenen

Konjugaten nicht weiter zunehmen.
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Abbildung 3.41: Schematische Darstellung der spezifisch an die Oberfliche EpCAM-positiver Zellen gebundenen
Biokonjugate als Funktion der eingesetzten Menge an Eisenoxid-Nanopartikeln. Steigt die Menge an im Zellexperiment
eingesetzten Eisenoxid-Nanopartikeln (MOC31-SPIO) bei gleichbleibender Zellzahl, nimmt der Anteil der an EpCAM
gebundenen, und damit spezifisch gebundenen Konjugate zunichst stetig zu. Sind alle EpCAM-Bindungsstellen durch
die Konjugate abgesittigt, stellt sich ein Plateau ein. Trotz weiterer Ethohung der eingesetzten Nanopartikelmenge bleibt
der Gehalt an spezifisch gebundenen Konjugaten unverandert. Vereinfacht sind nur bindungsaktive Biokonjugate gezeigt.

Unter Beriicksichtigung der Daten von de Jonge et al.'%! (siehe 3.2.2.2) wiirde die im Rahmen dieser
Arbeit eingesetzte Zellzahl 6*10'2 Bindungsstellen (0.01 nmol) entsprechen. Die im Rahmen der in
vitro AAS-Experimente eingesetzte Menge an Nanopartikeln (~ 0.0033 nmol) sollte daher nicht
dazu ausreichen alle spezifischen Bindungsstellen abzusattigen. Unter Umstanden sind aber
weitere Parameter, wie die Zuganglichkeit der Bindungsstellen mit zunehmender Bedeckung der
Zelloberflache mit Nanopartikeln, zu berticksichtigen.

Um zu untersuchen, ob die maximale Bindungskapazitat der Zellen bereits erreicht wurde,
wurden Bindungsstudien bei unterschiedlichen Konzentrationen der Nanopartikel-konjugierten
Antikorper durchgefiihrt. Die Bindungsstudien erfolgten mit unblockierten HT29- und ebenfalls
unblockierten HT29EpCAMkd-Zellen. Die Menge an Nanopartikel-konjugierten, !%lod-
markierten Antikorpern auf der Zelloberflaiche wird aus der !*lod-Aktivitdt ermittelt. Die
Differenz der Menge an Nanopartikel-konjugierten Antikérpern auf den HT29- und

HT29EpCAMkd-Zellen entspricht der Menge an EpCAM-gebundenen Nanopartikel-konjugierten
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Antikorpern. Fiir die Konjugate, die mit einem dquimolaren Einsatz an '»I-markiertem Antikorper
und einem 2.5*10°-fachen Aktivierungsreagenziiberschuss synthetisiert wurden, konnte bei
Erhohung der im Zellexperiment eingesetzten Antikorpermenge von ~ 85 fmol auf ~ 200 fmol eine
Zunahme der Menge an spezifisch gebundenen, Nanopartikel-konjugierten Antikdrpern von
~ 6 fmol auf ~ 14 fmol beobachtet werden. In dem untersuchten Konzentrationsbereich kann ein
stetiger Anstieg der EpCAM-gebundenen Antikorper bei steigender eingesetzter Menge an
konjugierten Antikdrpern beobachtet werden. Der Untersuchungsbereich deckt die im Rahmen
der in vitro AAS-Experimente eingesetzte Menge an Nanopartikeln (~ 3250 fmol) ab. 200 fmol
Nanopartikel-konjugierter Antikorper entsprechen ~ 6000 fmol Nanopartikel (siehe Tabelle 3.3).
Daher ist auszuschlieffen, dass der mittels AAS-Analytik ermittelte Anteil spezifisch gebundener
Konjugate auf eine Absittigung der EpCAM-Bindungsstellen auf der Zelloberfldche zuriickzu-
fithren ist. Die Ergebnisse hinsichtlich der Bindungskapazitdt der HT29-Zellen konnten mit
anderen Konjugaten bestatigt werden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Untersuchung der biologischen Aktivitdt des
Antikorpers nach Anbindung an die Partikeloberflache diskutiert. Fiir die Konjugate, die bei einem
3-fachen Antikorper- und einem 2*10°-fach Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten wurden,
erfolgten die Bindungsstudien nur bei einer Antikorpermenge. Fiir die anderen Konjugate wurden
unterschiedliche Antikérpermengen im Zellexperiment eingesetzt. In Abbildung 3.42 ist fiir
verschiedene Konjugate der prozentuale Anteil an biologisch aktiven Nanopartikel-konjugierten
Antikorpern gezeigt. Biologisch aktiv sind die Nanopartikel-konjugierten Antikorper, die
spezifisch tiber EpCAM an die Zelloberflache binden.

Unabhingig von den untersuchten Variationen der Uberschiisse liegt der Anteil an biologisch
aktiven Nanopartikel-konjugierten Antikdrpern in einem vergleichbaren Bereich. Einzige
Ausnahme sind die Konjugate, die bei einem 6-fachen Antikorperiiberschuss erhalten wurden. Bei
diesen liegt der Anteil an Antikorpern, die nach Anbindung an die Partikeloberfldache biologisch
aktiv sind, bei gerade ~ 2%. Eine mdgliche Erklarung fiir die geringere biologische Aktivitat konnte
eine mit zunehmendem Antikorperiiberschuss vermehrt erfolgende Anbindung mehrerer
Antikorper an dasselbe Partikel bieten. In Abhéangigkeit der Orientierung der Antikorper
zueinander konnte dies zu einer gegenseitigen Blockierung der Antigenbindungsstellen und
infolge zu einem Verlust der Bindungsfdhigkeit an EpCAM fiihren. Durch Vorlegen der

Antikorperlosung und die schnelle Zugabe des grofieren Volumens der aktivierten Partikel sollte



Ergebnisse und Diskussion 131

bereits durch die Partikelzugabe eine starke Durchmischung erreicht werden kénnen. Die
Beobachtung weist darauf hin, dass eine rein statistische Betrachtung die Reaktion zwischen
Nanopartikel und Antikorper nicht ausreichend beschreibt, sondern dass veranderte Reaktivitdten
der Antikorper-konjugierten Nanopartikel gegeniiber unkonjugierten Nanopartikeln berticksich-

tigt werden miissen.

ter Antikorper [%]
N
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Abbildung 3.42: Analytik der biologischen Aktivitit '*I-markierter Antikérper nach Anbindung an Eisenoxid-
Nanopartikel. Mit Ausnahme von den Konjugaten, die bei einem 6-fachen Antikdrper- und einem 2.5*10°-fachen
Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten wurden, liegt der Anteil an biologisch aktiven Nanopartikel-konjugierten
Antikdrpern in einem vergleichbaren Bereich zwischen ~ 6% und ~ 9%. Bei einem 6-fachen Antikorperiiberschuss nimmt
die biologische Aktivitdt im Vergleich drastisch ab. Der Anteil biologisch aktiver Partikel-konjugierter Antikorper liegt
nur noch bei ~ 2 %. Die %-Angabe bezieht sich auf die im Zellexperiment zugesetzte Antikdrpermenge. Diese lag bei
~ 85 fmol, ~ 200 fmol oder ~ 400 fmol. Der Anteil biologisch aktiver, Partikel-konjugierter Antikdrper wurde aus der
Differenz der Mittelwerte der an die HT29- und HT29EpCAMkd-Zellen gebundenen, prozentualen Anteile an
Nanopartikel-konjugierten Antikdrpern ermittelt. Die Mittelwerte wurden aus jeweils mindestens drei Zellexperimenten
erhalten, Mittelwert +/- s.e.m. mit n > 3. Fiir alle Konjugate unterscheiden sich die fiir die HT29- und HT29EpCAMkd-
Zellen erhaltenen Werte signifikant.

Aufgrund der vergleichbaren biologischen Aktivitdt der Nanopartikel-konjugierten Antikorper -
mit Ausnahme der Konjugate, die bei einem 6-fachen Antikorperiiberschuss erhalten wurden -
sind die in den in vitro AAS-Experimenten ermittelten Unterschiede in dem Gehalt spezifisch
gebundener Konjugate wahrscheinlich vor allem auf die Unterschiede in der Menge an
Antikorper-konjugierten Nanopartikeln zuriickzufiihren (Tabelle 3.3). Der im Vergleich hohere
Aktivitatsverlust der Nanopartikel-konjugierten Antikorper, die bei einem 6-fachen Antikorper-
tiberschuss erhalten wurden, scheint eine Erkldarung fiir die geringe Menge an spezifisch

gebundenen Konjugaten trotz hoher Kopplungseffizienz zu sein. Die Ergebnisse zur Unter-
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suchung der biologischen Aktivitdt sind im Einklang mit den im Rahmen der in vitro AAS-
Experimente getroffenen Vermutungen.

Mittels Radiomarkierung konnte die biologische Aktivitdt der Antikérper nach Anbindung an die
Partikeloberflache ermittelt werden. Werden Bindungsstudien mit !*Iod-markierten, unkonjugier-
ten MOC31-Antikorpern durchgefiihrt, wird eine Bindung von ~ 75% der zugesetzten Antikorper
an HT29-Zellen beobachtet. Unter optimalen Bedingungen binden gerade ~ 9% der im
Zellexperiment eingesetzten Nanopartikel-konjugierten Antikoérper an EpCAM. Im Folgenden
wird auf mogliche Ursachen fiir die reduzierte Bindungsfahigkeit eingegangen.

Die biologische Aktivitdt kann dadurch reduziert sein, dass die Antikorper direkt auf der
polymeren Oberflache der Nanopartikel gebunden werden. Werden z.B. Methoxy-terminierte und
damit unreaktive Polyethylenglykol-Liganden zur Stabilisierung der Nanopartikel und
langerkettige PEG-Polymere mit funktioneller Endgruppe fiir die Biokonjugation verwendet,
konnte der Antikorper aus der stabilisierenden Polymerhiille herausragen. Dies konnte die
Wahrscheinlichkeit verringern, dass die biologische Aktivitat durch sterische Hinderung reduziert
wird. In gemischten Ligandenhiillen wiirde die Anzahl der fiir die Kopplungsreaktion
verfiigbaren aktivierten Gruppen allerdings weiter reduziert werden. Dies kénnte sich daher auf
die Kopplungseffizienz auswirken. Die Reaktion von Proteinen erfordert milde Bedingungen in
wissrigem Medium um eine Denaturierung zu vermeiden. Daher ist eine kovalente Anbindung
des Antikorpers an das Polymer und ein anschlieBender Phasentransfer der Olsdure-stabilisierten
Nanopartikel durch Ligandenaustausch - mit kiirzeren, stabilisierenden und langeren, Antikorper-
funktionalisierten PEG-Liganden - schwierig.

Eine entscheidende Rolle bei der reduzierten biologischen Aktivitat spielt sicherlich der Umstand,
dass der Anbindungspunkt zwischen Antikorper und polymerumbhiillten Partikel durch die
durchgefiihrte Bromcyan-vermittelte Kopplungsreaktion nicht gesteuert werden kann. Die
Kopplungsstrategie nutzt das Vorhandensein mehrerer freier Aminogruppen auf der Oberfldche
des Antikorpers. Der Vorteil hiervon ist, dass der Antikorper vor der Kopplungsreaktion zur
Einfithrung kopplungsfihiger Gruppen nicht modifiziert werden muss. Der beobachtete
Aktivitatsverlust deutet allerdings darauf hin, dass in hohem Mafie Aminogruppen in der
Antigenbindungsregion an der Kopplung beteiligt sind. Um bei unverdnderter Kopplungsstrate-
gie die Bindungseigenschaften der Biokonjugate zu verbessern, konnten die aktiven Zentren im

Vorfeld der Kopplungsreaktion blockiert werden. Ein mdéglicher Einfluss dieser Blockierung auf
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die biologische Aktivitdt der Nanopartikel-konjugierten Antikorper konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden, da ein festphasengebundenes Antigen nicht
verfiigbar ist.

Durch Bindungsstudien mit Nanopartikel-konjugierten, 1%lod-markierten Antikoérpern konnte
gezeigt werden, dass eine Kopplungsstrategie ohne Kontrolle iiber den Anbindungspunkt des
Antikorpers an die Partikeloberflaiche, zu einer drastischen Verringerung der biologischen
Aktivitat fiithrt. Optimale Biokonjugationsreaktionen involvieren die Befestigung {iber die Fc-
Region wahrend die Antigenbindungsstellen in Richtung des umgebenden Mediums orientiert
und somit zuganglich fiir die Bindung an das komplementare Antigen sind.[”? Antikorper, welche
in der Fc-Region glykosyliert sind, konnen tiber die Kohlenhydrat-Einheit an die Polymerhiille der
Nanopartikel gebunden werden. 21135136241 Dijese Kopplungsstrategie setzt die Modifizierung der
Kohlenhydrat-Einheit zur Erzeugung kopplungsfahiger Gruppen voraus. Joshi et al.?*l konnten
erfolgreich glykosylierte Antikorper iiber die Fc-Region an die Oberflache PEGylierter Gold-
Nanorods koppeln. Vergleichende Untersuchungen zur Kopplungseffizienz und zur biologischen
Aktivitat Nanopartikel-konjugierter Antikorper unter Anwendung weiterer Kopplungsstrategien
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt werden.

Die Menge an Nanopartikel-konjugierten, ?>lod-markierten Antikorpern, die tiber EpCAM an die
Zelloberflache binden, wird tiiber die Detektion der radioaktiven Strahlung ermittelt. Somit
konnten auch radioaktiv-markierte Antikorper detektiert werden, die evtl. gar nicht biologisch
aktiv sind, aber mit einem biologisch aktiven Antikorper an dasselbe Nanopartikel konjugiert
vorliegen. Mittels AAS-Analytik wurden die Eisenoxid-Nanopartikel quantifiziert. Durch die
Experimente nach Radiomarkierung des Antikorpers konnten die Nanopartikel-konjugierten,
1%Jod-markierten Antikorper quantifiziert werden. Durch Korrelation der Ergebnisse der
verschiedenen analytischen Methoden konnten Aussagen iiber die Zusammensetzung der
bindungsaktiven Biokonjugate ermoglicht werden. Hierzu wurde zundchst die Annahme
gemacht, dass bindungsaktive Biokonjugate aus genau einem Antikorper und einem Nanopartikel
bestehen. Die Menge an spezifisch gebundenen Nanopartikeln (AAS), sowie die Menge an
biologisch aktiven Nanopartikel-konjugierten Antikorpern (!*lod-Markierung) entspricht damit
direkt der Menge an bindungsaktiven Konjugaten. In Abbildung 3.43 ist der prozentuale Anteil

spezifisch gebundener Konjugate dargestellt. Fiir die AAS-Experimente und fiir die Experimente
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nach Radiomarkierung des MOC31-Antikorpers wurden verschiedene Chargen von Biokonjuga-

ten verwendet.
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Abbildung 3.43: Vergleich verschiedener analytischer Methoden zur Bestimmung der spezifischen Bindungsfihigkeit
von Eisenoxid-Nanopartikeln nach Kopplung an MOC31. Um aus der Eisenquantifizierung und der Messung der
Radioaktivitdit den Anteil spezifisch gebundener Konjugate zu ermitteln, wurde die Annahme gemacht, dass
bindungsaktive Konjugate aus genau einem Eisenoxid-Nanopartikel und einem Antikorper bestehen. Mit Ausnahme von
den Konjugaten, die bei einem 6-fachen Antikdrper- und einem 2.5*10°-fachen Aktivierungsreagenziiberschuss erhalten
wurden, zeigt sich der Trend, dass der durch Radioiodierung ermittelte Anteil an spezifisch gebundenen Konjugaten
kleiner ist (im Mittel ~ 25%). Die verschiedenen analytischen Methoden liefern aber vergleichbare Ergebnisse. Dies deutet
darauf hin, dass die im Vorfeld getroffene Annahme fiir diese Konjugate zutreffend ist. Fiir die Konjugate, die bei einem
6-fachen Antikérperiiberschuss erhalten wurden, zeigt sich ein anderer Trend. Der durch Radioiodierung ermittelte Anteil
an spezifisch gebundenen Konjugaten ist grofser. Dies deutet darauf hin, dass in bindungsaktiven Konjugaten mehr als
ein Antikorper pro Nanopartikel konjugiert vorliegt. Es ist die Differenz aus Mittelwerten von jeweils mindestens drei
Zellexperimenten gezeigt, Mittelwert +/- s.e.m. mit n > 3. Die %-Angabe bezieht sich auf die im Zellexperiment zugesetzte
Antikdrper- bzw. Nanopartikelmenge.

Werden die Ergebnisse fiir die Konjugate, die mit einem 2.5*10°-fachen Aktivierungs- und einem
6-fachen Antikorperiiberschuss erhalten wurden, zunachst nicht in die vergleichende Betrachtung
der analytischen Methoden einbezogen, zeigt sich, dass beide unabhingigen Methoden
vergleichbare Ergebnisse liefern. Dies deutet darauf hin, dass die im Vorfeld getroffene Annahme
fiir die betrachteten Konjugate zutreffend ist. Der geringe Unterschied zwischen den
verschiedenen analytischen Methoden - im Vergleich ist der durch Radioiodierung des
Antikorpers bestimmte Wert im Mittel um ~ 25% kleiner - kann verschiedene Ursachen haben.

Zundchst ist zu beriicksichtigen, dass mittels analytischer Eisenbestimmung und Radiomarkierung
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verschiedene Chargen von Biokonjugaten auf ihre spezifische Bindungsfahigkeit hin untersucht
wurden. Weiterhin konnte die Verwendung von unblockierten HT29EpCAMkd-Zellen anstelle
von blockierten HT29-Zellen dazu beitragen, dass ein kleinerer Gehalt an spezifisch gebundenen
Konjugaten ermittelt wird. Uberdies konnten die Unterschiede auch durch eine bereits durch die
Iodierung erfolgte, geringfiigige Reduzierung der biologischen Aktivitit des Antikorpers bedingt
sein.

Werden die Ergebnisse fiir die Konjugate, die mit einem 6-fachen Antikorperiiberschuss
synthetisiert wurden, betrachtet, kann fiir die verschiedenen analytischen Methoden ein anderer
Trend beobachtet werden. In diesem Fall ist der durch Radioiodierung des Antikorpers ermittelte
Anteil an spezifisch gebundenen Konjugaten deutlich grofier. Dies deutet darauf hin, dass
bindungsaktive Konjugate aus mehr als einem Antikorper pro Nanopartikel bestehen. Wird die
Annahme gemacht, dass zwei Antikorper - von denen mindestens einer biologisch aktiv ist - an
ein Nanopartikel konjugiert vorliegen, zeigen die beiden unabhéngigen Methoden vergleichbare
Werte (AAS: 0.16 +/- 0.052% '?°lod-Markierung: 0.17 +/- 0.048%). Dies kommt dem Trend naher,
der fiir die anderen Konjugate beobachtet wurde. Die Ergebnisse bestitigen die aus der reduzierten
biologischen Aktivitdt getroffene Annahme beziiglich der Zusammensetzung dieser Biokonjugate.
Mit zunehmendem Antikorperiiberschuss werden mehrere Antikorper an ein Nanopartikel
gebunden.

Durch die Radiomarkierung des Antikorpers mit 2lod konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmendem Antikorper- und Aktivierungsreagenziiberschuss mehr Antikorper gebunden
wird. Fiir die Konjugate, die bei einem 2.5*10%-fachen Aktivierungs- und einem 6-fachen
Antikorperiiberschuss erhalten wurden, scheint eine Anbindung mehrerer Antikorper an dasselbe
Partikel zu erfolgen. Der Anteil an Nanopartikel-konjugierten Antikérpern kann daher nicht dem
Anteil an Biokonjugaten gleichgesetzt werden. Weiterhin war es mit Hilfe der Radioiodierung
moglich die biologische Aktivitat der Nanopartikel-konjugierten, '*lod-markierten Antikorper in
in vitro Versuchen zu priifen. Mit Ausnahme von den Konjugaten, die bei einem 2.5*10%-fachen
Aktivierungs- und einem 6-fachen Antikorperiiberschuss erhalten wurden, liegt der Anteil an
biologisch aktiven Partikel-konjugierten Antikorpern unabhdngig von den eingesetzten
Uberschiissen in einem vergleichbaren Bereich zwischen gerade ~ 6% und ~ 9%. Bei einem 6-fachen
Antikorperiiberschuss nimmt die biologische Aktivitdt im Vergleich drastisch ab. Bei diesen

Konjugaten muss in Hinblick auf die Ergebnisse der im Vorfeld gezeigten Korrelation zusatzlich
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berticksichtigt werden, dass der Anteil an biologisch aktiven Antikorpern kleiner als der ermittelte
Wert von ~ 2% sein kann.

Durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten Biofunktionalisierung der polymer-
umhiillten Eisenoxid-Nanopartikel mit dem anti-EpCAM Antikorper MOC31 konnte in in vitro
Untersuchungen eine spezifische Markierung EpCAM hoch exprimierender HT29-Zellen erreicht
werden. Unter optimalen Bedingungen binden aber gerade ~ 0.9% der im Zellexperiment
eingesetzten Nanopartikel spezifisch an EpCAM. Eine deutliche Steigerung der Antikorper-
vermittelten Bindung der Nanopartikel an die Zielzellen ist vor allem in Hinblick auf eine in vivo
Anwendung unerldsslich. In vivo miissen neben der Kopplungseffizienz und der biologischen
Aktivitat der Biomolekiile zahlreiche weitere Einflussfaktoren berticksichtigt werden, die die
Effizienz der spezifischen Markierung beeinflussen. Wilhelm et al.?*! konnten in einem
umfassenden Vergleich verschiedener Literaturdaten zeigen, dass die Effizienz der spezifischen
Markierung von soliden Tumoren durch nanopartikuldre Biokonjugate in vivo im Mittel gerade bei

~0.6% liegt.
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4 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Synthese lang-zirkulierender Eisenoxid-Nanopartikel sowie deren
Modifizierung mit einem monoklonalen anti-EpCAM Antikorper untersucht. Diese Partikel
konnten vielversprechende Kandidaten fiir die gezielte in vivo Detektion verschiedener EpCAM

hoch exprimierender Tumorentitaten darstellen.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Herstellung sowie umfassende Charakterisierung der
Eisenoxid-Nanopartikel vorgestellt.

Durch die thermische Zersetzung eines Metallprecursors in Gegenwart von Olsaure als Stabilisator
konnten Eisenoxid-Nanopartikel mit hoher Qualitdt hinsichtlich Monodispersitdt, Uniformitat
sowie Kristallinitat erhalten werden. Die Nanopartikel sind aufgrund der Synthesebedingungen
durch eine stabilisierende Olsaureschicht bedeckt. Im nachsten Schritt wurde die Partikelober-
flache durch Ligandenaustausch mit einem mafigeschneiderten Polyethylenglykol-Liganden
modifiziert. Der heterobifunktionelle Ligand konnte durch Endgruppenfunktionalisierung
hergestellt werden. Es wurde gezeigt, dass der Ligandenaustausch unter Erhalt einer engen
Teilchengrofienverteilung und somit unter Verhinderung von Aggregation der Nanopartikel
durchgefiihrt werden konnte.

In umfangreichen Untersuchungen konnte das Potential der so erhaltenen PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel fiir biomedizinische Anwendungen demonstriert werden. In in vitro Versuchen
konnte gezeigt werden, dass die PEG-beschichteten Eisenoxid-Nanopartikel {iiber einen
physiologisch relevanten Konzentrationsbereich keine akute zytotoxische Wirkung zeigen.
Weiterhin konnte die hohe kolloidale Stabilitdt der PEGylierten Partikel unter physiologischen
Bedingungen demonstriert werden. Die Partikel weisen eine hohe Stabilitit gegen Verdiinnung
auf und sind tiber einen breiten pH-Bereich, sowie bei einer im Blutserum gegebenen Ionenstarke
stabil. Durch Inkubation in FCS wurde gezeigt, dass eine Proteinadsorption auf der
Partikeloberflache nicht vollstandig verhindert werden kann; die Partikel weisen aber eine hohe
Stabilitdt gegen eine Protein-induzierte Aggregation auf. Die hohe kolloidale Stabilitdt sowie die
Biorepulsivitat konnten auch in abschlieffenden in vivo MRT-Untersuchungen zur Blutzirkulation

im Tiermodell demonstriert werden. Die Partikel weisen eine lange vaskulére Zirkulationszeit auf;
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nach intravenoser Partikelapplikation blieb die Signalintensitdt im Blut {iber den untersuchten

Zeitraum von 24 Minuten nahezu konstant.

Im zweiten Teil wurde die Biofunktionalisierbarkeit der PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel mit
dem anti-EpCAM Antikorper MOC31 untersucht.

Die Bindungsfahigkeit der Biokonjugate an EpCAM wurde in in vitro Experimenten mit einer
EpCAM hoch exprimierenden, humanen Kolonkarzinomzelllinie (HT29) untersucht. Im Rahmen
dieser Experimente konnte durch Untersuchung des Einflusses der Blockierung von EpCAM-
Bindungsstellen eine spezifische Bindung der Konjugate gezeigt werden. In Experimenten mit
einer knockdown Kolonkarzinomzelllinie (HT29EpCAMkd) konnte ein Einfluss des EpCAM-Levels
auf die spezifische Bindung demonstriert werden. Dies belegt zusédtzlich die Spezifitdt der
Biokonjugate fiir EpCAM.

Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften wurden verschiedene analytische Methoden
eingesetzt. Die Anwesenheit der Nanopartikel auf der Zelloberflache konnte erfolgreich mittels
MRT-Analytik nachgewiesen werden. Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die Atomabsorptionsspektroskopie eine geeignete Methode fiir die in vitro Detektion und
Quantifizierung von Zelloberflachen-gebundenen, Eisen-basierten Nanopartikeln darstellt. Durch
eine der kovalenten Anbindung an die Nanopartikel vorangehende Radioiodierung des
Antikorpers war eine quantitative Erfassung der Nanopartikel-konjugierten Antikorper trotz der
geringen Ansatzgrofien der Kopplungsreaktionen moglich. Weiterhin konnte auf diese Weise die
biologische Aktivitat des MOC31-Antikorpers nach kovalenter Anbindung an die Polymerhiille
der Nanopartikel iiberpriift werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Syntheseparameter Aktivierungsreagenz- und
Antikorpermenge auf die Bindungsfahigkeit der Biokonjugate an EpCAM untersucht. Zwischen
den verschiedenen Konjugaten konnten Unterschiede nachgewiesen werden. Der hochste Anteil
an Biokonjugaten, die spezifisch an EpCAM binden, wurde fiir die Kopplungsprodukte erhalten,
bei denen das Aktivierungsreagenz in einem 2.5*10°-fachen und der Antikorper in einem 3-fachen
Uberschuss eingesetzt wurden. Mittels AAS-Analytik konnte gezeigt werden, dass unter diesen
optimalen Bedingungen ~ 0.9% der im Zellexperiment eingesetzten Partikel spezifisch an EpCAM
binden. Durch Radioiodierung konnte fiir diese Konjugate eine Kopplungseffizienz von ~ 8%

sowie ein prozentualer Anteil an biologisch aktiven Nanopartikel-konjugierten Antikdérpern von
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~ 9% ermittelt werden. Durch Erhohung des Antikorperiiberschusses konnte zwar die
Kopplungseffizienz gesteigert werden (~ 16%); allerdings scheint eine Anbindung mehrerer
Antikorper an dasselbe Partikel zu erfolgen. Gleichzeitig nimmt der Anteil biologisch aktiver
Nanopartikel-konjugierter Antikorper drastisch ab (~ 2%). Mittels AAS-Analytik wurde gezeigt,
dass nur ~ 0.16% der im Zellexperiment zugesetzten Partikel spezifisch an EpCAM binden. Durch
die Kombination der AAS-Analytik mit der Radiomarkierung des Antikorpers konnte eine

umfassende Charakterisierung der Biokonjugate erreicht werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten PEGylierten Eisenoxid-Nanopartikel weisen ein hohes
Potential fiir biomedizinische Anwendungen auf. Die Ergebnisse der Biofunktionalisierung
zeigen, dass eine spezifische Markierung von EpCAM hoch exprimierenden Karzinomzellen mit
Eisenoxid-Nanopartikeln tiber MOC31 mdoglich ist. Eine Optimierung in Hinblick auf das Ausmaf?

dieser spezifischen Bindung ist jedoch erforderlich.
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5 Abstract

The focus of this work was the synthesis of long-circulating iron oxide nanoparticles as well as
their modification with a monoclonal anti-EpCAM antibody. These particles could be promising
candidates for the targeted in vivo detection of a variety of different tumor entities with EpCAM

overexpression.

In the first chapter of the thesis, iron oxide nanoparticle production and detailed characterization
were presented.

The thermal decomposition of a metal precursor in the presence of oleic acid yielded iron oxide
nanoparticles with high monodispersity, shape uniformity as well as crystallinity. Due to synthesis
conditions, the particles are coated with a stabilizing layer of oleic acid. In the next step the particle
surface was modified with a tailor-made polyethylene glycol ligand using a ligand exchange
method. The synthesis of the heterobifunctional ligand was achieved by end-group modification.
The ligand exchange could be successfully performed: A narrow size distribution and therefore the
prevention of particle aggregation were ascertained.

The potential of the PEGylated particles for biomedical applications could be demonstrated by
detailed investigations. In in vitro cytotoxicity assays, no acute toxicity of the PEG-coated particles
was observed at relevant physiological concentrations. Furthermore, the high colloidal stability of
the PEGylated particles under physiological conditions was shown. The particles exhibit excellent
stability in high dilution, over a large pH-range and at physiological ionic strength. When
incubating the particles with FCS, the results demonstrated that protein adsorption to the particle
surface could not be completely prevented; but the particles show a high stability against protein-
induced aggregation. In order to investigate the blood circulation time living animal dynamic MRI
was employed. The particles are characterized by a long circulation time; after intravenous
application of the particles, the signal intensity in the blood remained nearly unchanged over the
probed time span of 24 minutes. The MRI measurements confirmed the high colloidal stability and

bio-repulsion.
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In the second chapter, the biofunctionalization of the PEGylated iron oxide nanoparticles with the
anti-EpCAM antibody MOC31 was investigated.

The binding of the bioconjugates to EpCAM was tested in in vitro experiments with the human
colon cancer cell line HT29 that highly expresses EpCAM. Blockage of the EpCAM binding sites
was used to investigate specific binding. For the conjugates, a specific antigen binding could be
demonstrated. In experiments with a knockdown colon cancer cell line (HT29EpCAMkd) the
influence of the EpCAM protein level on specific binding was shown. Furthermore, these
observations proved the specificity of the conjugates for EpCAM.

The binding properties were investigated by different analytical methods. MRI studies could be
successfully used to verify the presence of the particles on the cell surface. Additionally, it was
possible to show that the atom absorption spectroscopy is suitable for in vitro detection and
quantification of iron-based nanoparticles bound to cell surface. Radio-labeling of the antibody
before conjugation allowed quantitative analysis of nanoparticle-conjugated antibodies despite the
small batch sizes. Furthermore, through the use of the radioactive label it was possible to verify the
biological activity of the antibody after the coupling.

The effect of the excess of activating agent and antibody on the binding properties of the conjugates
was investigated: Different conjugation conditions resulted in differences in the specific binding
capacity. Among our experiments, the highest degree of specific binding to EpCAM was obtained
with a 2.5*10°-fold excess of activating agent and a 3-fold excess of antibody. For these conjugates
AAS-analysis revealed a specific binding efficiency of ~ 0.9%. Through radioactive iodination the
coupling efficiency was determined to be ~ 8% and the percentage of nanoparticle-conjugated
antibodies that preserved their biological activity was determined to be ~ 9%. Increasing the excess
of antibody, the coupling efficiency could be improved (~ 16%); however, it seems that these
bioconjugates are composed of more than one antibody per nanoparticle. Simultaneously the
percentage of antibodies with preservation of their biological activity was significantly reduced
(~2%). AAS-analysis revealed a specific binding efficiency of just ~ 0.16%. The combination of AAS-
analysis with the radio-labeling of the antibody allowed a detailed characterization of the

bioconjugates.
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The PEGylated iron oxide nanoparticles are promising candidates for biomedical applications. The
results of the bioconjugation demonstrated that specific particle labeling of cells with EpCAM
overexpression is possible through MOC31. Nevertheless, a significant improvement in efficiency

of specific binding is necessary.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Griissing, Merck, Sigma Aldrich
und VWR bezogen. Die im Institut fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) sowie die im Centrum fiir Angewandte
Nanotechnologie (CAN GmbH) verwendeten Medien und Losungen fiir die Zellkulturexperi-
mente stammen, sofern nicht anders erwdhnt, von Thermo Fisher Scientific Inc. und Lonza. Es
wurde Reinstwasser (18.2 MQ) aus einer Milli-Q-Reference A+ Anlage mit einem Milllipak-20

Express (0.22 um) Membranfilter (Millipore GmbH) verwendet.

6.2  Durchgefiihrte Synthesen

6.2.1 Synthese der Eisenoxid-Nanopartikel

Die Synthese der Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte in einer organischen Hochtemperatursynthese
nach einem abgewandelten Protokoll von Yu et al.[157]

0.62 g (7.0 mmol) fein gemorsertes Eisen(IlI)oxidhydroxid wurden mit 8.2 g (29 mmol) Olsdure und
50 mL 1-Octadecen in einem 100 mL Dreihalskolben vorgelegt. Der Kolben wurde mit einem
Septum, einem Temperaturfiihler sowie einem Riickflusskiihler versehen, und tiber den Kiihler
mit einer Schlenkapparatur verbunden. Der Reaktionsansatz wurde unter Stickstoffatmosphére
fiir 90 Minuten auf 220 °C erhitzt, und nach Abkiihlen auf 100 °C fiir ebenfalls 90 Minuten bei
dieser Temperatur konditioniert. Dieser Vorgang wurde analog wiederholt. Anschliefiend wurde
die Reaktionslosung unter Stickstoffatmosphare fiir weitere 60 Minuten bei 220 °C geriihrt und
direkt im Anschluss fiir 80 Minuten bei 320 °C zum Riickfluss erhitzt. Im Anschluss wurde unter
Rithren das Abkiihlen der Losung auf 100 °C abgewartet. Bei dieser Temperatur erfolgte die
Injektion von ~ 20 mL Toluol um ein Festwerden der Reaktionslosung bei Raumtemperatur zu
verhindern. Um die Nanopartikel aus dem Reaktionsmedium zu isolieren wurde dieses nach

Abkiihlen auf Raumtemperatur mit Ethanol als Fallungsreagenz bis zu einer einsetzenden
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Triitbung versetzt und anschliefend zentrifugiert (3260 g, 10 min). Der klare, leicht gelbliche
Uberstand wurde verworfen. Nach der Aufnahme des dunkelbraunen Fallungsprodukts in
Chloroform erfolgte eine weitere Fallung durch Zusatz von Aceton, gefolgt von Zentrifugation
(3260 g, 10 min). Resuspension und Fallung wurden analog ein weiteres Mal wiederholt.
Anschlieffend wurde das gereinigte Produkt in Chloroform resuspendiert und als kolloidale

Losung bei Raumtemperatur gelagert.

6.2.2 Synthese heterobifunktioneller Polyethylenglykol-Liganden

6.2.2.1 Veresterung von Polyethylenglykol-Monoacrylat mit Phosphoroxychlorid

Die Synthese des Phosphat-funktionalisierten Polyethylenglykol-Monoacrylat-Polymers erfolgte
angelehnt an die Vorschrift von White et al.'”/l mit mehreren Modifikationen.

Zur Phosphatesterbildung wurden 9.7 g (~ 9.7 mmol) kommerziell erhéltliches Polyethylenglykol-
1000-Monoacrylat (~ 1000 g/mol) (Monomer-Polymer & Dajac Labs) in einem 100 mL Dreihals-
kolben vorgelegt. Der Dreihalskolben wurde mit einem Temperaturfiihler und einem Septum
versehen und iiber einen Kiihler an eine Schlenkapparatur angeschlossen. Zur Entfernung von
Wasserspuren wurde das Polymer fiir 5 h bei 80 °C unter Riihren konditioniert. Anschlieflend
wurde unter Stickstoffatmosphare abgekiihlt. Bei ~ 40 °C erfolgte die Zugabe von 28 mL absolutem
Tetrahydrofuran (THF) und bei Raumtemperatur die Zugabe von 2.1 mL (15 mmol) Triethylamin
(TEA). Unter Eiskiihlung und starkem Riihren erfolgte anschlieffend die Zugabe von 1.4 mL
(15 mmol) Phosphoroxychlorid (POCls). Die erhaltene triibe, weiSliche Losung wurde fiir ~ 18 h
unter Stickstoffatmosphare bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieffend wurde die Reaktion durch
Zugabe von ~ 70 mL Wasser unter Eiskiihlung und starkem Riihren abgebrochen. Die Isolation des
Rohprodukts erfolgte, indem die nach Wasserzugabe klare Reaktionslosung dreimal mit je
~ 100 mL Chloroform extrahiert wurde. Die vereinigten organischen Extrakte wurden tiber
Natriumsulfat getrocknet. Anschlieffend wurde das Chloroform unter vermindertem Druck
(~ 350 mbar) bei etwa 40 °C am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt im Olpumpen-

vakuum getrocknet.
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6.2.2.2 Umsetzung des Acrylat-Terminus des Phosphat-funktionalisierten Polyethylenglykol-
Polymers in einer Michael-Typ-Addition

Die Einfiihrung einer terminalen Hydroxylgruppe mittels Michael-Typ-Reaktion erfolgte nach
einem Protokoll von Thiry et al.['83 mit einigen Modifikationen.

Hierzu wurden 2.7 g (~ 2.5 mmol) des Phosphat-funktionalisierten Polyethylenglykol-
Monoacrylat-Polymers (~ 1080 g/mol) in einem 50 mL Dreihalskolben mit Septum und
Riickflusskiihler, iiber welchen ein Anschluss an eine Schlenkapparatur erfolgte, vorgelegt. Das
Polymer wurde mit 174 uL (2.48 mmol) Mercaptoethanol und 1.273 mL (7.437 mmol) N-
Ethyldiisopropylamin versetzt. Das Gemisch wurde anschliefSend in 26 mL absolutem Chloroform
aufgenommen und unter Stickstoffatmosphare auf 40 °C erhitzt. Der Reaktionsansatz wurde bei
dieser Temperatur fiir ~ 72 Stunden unter Stickstoffatmosphare geriihrt. Die Aufarbeitung erfolgte,
indem die Reaktionslosung zunachst auf ~ -20 °C abgekiihlt und anschliefsend langsam in kalten
Diethylether (~ -20 °C) gegeben wurde. Der gebildete weifSe Niederschlag wurde ziigig durch
Vakuumfiltration tiber einen Glasfiltertiegel abgetrennt und mehrfach mit kaltem Diethylether
gewaschen. Abschlieend wurde das Produkt im Olpumpenvakuum getrocknet. Das erhaltene
farblose Pulver wurde bis zur weiteren Verwendung, dem Phasentransfer der Olsaure-

stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel, bei Raumtemperatur gelagert.

6.2.3 Ligandenaustausch mit Phosphat-funktionalisiertem Polyethylenglykol

Zur hydrophilen Oberflichenmodifizierung wurden in Chloroform suspendierte Olsdure-
stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel mit Aceton bis zur Triibung versetzt und zentrifugiert
(~ 20000 g, 5 min). ~ 2 nmol der Nanopartikel wurden in 1.5 mL THF resuspendiert. Parallel dazu
wurden 316 mg (~ 0.273 mmol) des Phosphat-funktionalisierten Polyethylenglykol-Liganden in
einer 0.1 M Natriumhydroxydlosung gelost (der pH-Wert der Losung betrug 7) und mit THF
versetzt (Ligandenkonzentration: ~ 0.16 M). Unter starkem Riihren wurden 370 uL der
Ligandenlosung in die vorgelegte Partikellosung tiberfiihrt. Das Reaktionsgemisch wurde unter
Riihren fiir ~ 18 h im Olbad auf 64 °C erhitzt. Nach erfolgtem Abkiihlen auf Raumtemperatur
wurden die Partikel geféllt. Dazu wurde die Reaktionslosung zunidchst bis zum Erhalt einer

einphasigen Losung mit Ethanol und Chloroform versetzt. Anschliefiend erfolgte die Zugabe von
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n-Hexan bis sich die Losung triibte. Nach Zentrifugation (~ 20000 g, 5 min) wurde die tiberstehende
farblose Losung verworfen, der Niederschlag im Stickstoffstrom getrocknet und in ~ 500 pL
Wasser aufgenommen. Die weitere Aufreinigung erfolgte in der Regel mittels eines 10 kDa Amicon
Ultra Zentrifugenfilters (10000 MWCO, regenerierte Zellulose, Merck Millipore). Zum Teil erfolgte
die Reinigung iiber eine Magnetsédule (LD Column, Miltenyi Biotec).

Der Ligandenaustausch erfolgte analog in mehrfacher Ausfiihrung. Einzelne Ansitze wurden nach
erfolgter Standardanalytik (DLS sowie teilweise auch TEM) kombiniert. Die Lagerung erfolgte bei

Raumtemperatur.

6.2.4 Biokonjugation

6.2.4.1 Aktivierung der Eisenoxid-Nanopartikel und anschliefende kovalente Kopplung von

MOC31

Die Bromcyan-vermittelte Bindung von MOC31 an die Hydroxyl-terminierte Hiille der
Polyethylenglykol-stabilisierten = Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte basierend auf einer in
Bioconjugate Techniques?2/beschriebenen Methode. Der fiir die Kopplung verwendete monoklonale
anti-EpCAM Antikorper MOC31 wurde vom Institut fiir Anatomie und Experimentelle
Morphologie am UKE von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Udo Schumacher fiir die Durchfiihrung der
Experimente zur Verfiigung gestellt.

Fir die Kopplung wurden die eingesetzten Mengen an Aktivierungsreagenz und Antikorper
variiert. Die Tabelle 6.1 gibt eine Ubersicht iiber die verdnderten Parameter.

In einem Standardexperiment wurden 0.078 nmol der Nanopartikel in Aktivierungspuffer
(Nanopartikelkonzentration: ~ 70 nM; Aktivierungspuffer: 0.1 M Na2COs) mit einer entsprechen-
den Menge an Bromcyan gelost in Acetonitril versetzt. Nach 3 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur unter Schiitteln wurden die Nanopartikel zundchst von iiberschiissigem
Aktivierungsreagenz befreit. Die Aufreinigung erfolgte iiber eine sterile Magnetseparationssaule
(LD Column, Miltenyi Biotec), diese besitzt eine Matrix aus Eisenkugeln. Die Sdule wurde in einem
Permanentmagneten platziert. Durch das starke Magnetfeld werden die Eisenoxid-Nanopartikel
in der Matrix zuriickgehalten, alle Molekiile ohne magnetische Markierung koénnen die Saule

ungehindert passieren. Die Reaktionslosung wurde auf die Magnetsaule, welche im Vorfeld mit
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kaltem Wasser dquilibriert wurde, aufgetragen. Nach Durchlauf dieser Losung wurde die Saule
zundchst mit 1 mL kaltem Wasser und dann mit 1 mL kaltem Kopplungspuffer (0.1 M Na2COs,
pH: 8.5) gewaschen. Anschlieffend wurden die Nanopartikel mit kalter Pufferlosung in eine
entsprechende Menge an MOC31 von der entmagnetisierten Saule eluiert. Hierzu wurde die Saule
aus dem Magnetfeld entfernt. Das Endvolumen betrug ~ 2 mL. Der Ansatz wurde fiir ~ 24 Stunden
bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert. Um noch aktiviert vorliegende Nanopartikel zu blockieren
wurden drei Aquivalente Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) gelost in 500 uL. Kopplungs-
puffer in den Reaktionsansatz gegeben und die Inkubation analog fiir weitere 3 Stunden
durchgefiihrt. Der Uberschuss an Tris ist bezogen auf die eingesetzte molare Menge an
Aktivierungsreagenz. Der Uberschuss an freiem Antikorper und Tris wurde {iber eine in einem
Permanentmagneten platzierte Magnetsdule abgetrennt. Im Vorfeld wurde diese mit kaltem
Kopplungspuffer dquilibriert. Nach Durchlauf der aufgetragenen Reaktionslosung wurde die
Saule mit 1 mL und anschlieffend viermal mit 1.5 mL kaltem PBS-Puffer (Phosphatgepufferte
Salzlosung) (pH 7.4) gewaschen. Die Elution der Nanopartikel von der entmagnetisierten Saule
erfolgte mit ~ 2-3 mL PBS. Die Konjugate wurden bei 4 °C in PBS gelagert. Die Durchfiihrung der
Zellexperimente zur Untersuchung der Bindungseigenschaften der an MOC31 gekoppelten

Nanopartikel ist unter 6.3 beschrieben.

In einigen Fallen wurde der Antikorper vor der Kopplung mit *lod radioaktiv markiert. Die
Iodierung von MOC31 wird unter 6.2.4.2 beschrieben. Die Kopplungen mit dem *lod-markiertem
Antikorper erfolgte auf analoge Weise. Es ist allerdings zu berticksichtigen, dass die Antikorper-
stammldsung nach Radiomarkierung in einer hoheren Verdiinnung vorlag (~ 0.0019 mM).

Die Kopplungen mit dem iodierten Antikérper wurden im Isotopenlabor des Instituts fiir
Biochemie und Molekulare Zellbiologie am UKE unter Befolgung der entsprechenden Strahlen-
schutzvorschriften durchgefiihrt. Vor Beginn der Versuche erfolgte eine Einweisung in den

Strahlenschutz durch den Strahlenschutzbeauftragten Prof. Dr. Heeren.
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Tabelle 6.1: Bedingungen fiir die Aktivierung der Eisenoxid-Nanopartikel und anschlieende kovalente Kopplung
von MOC31. Der Uberschuss an Aktivierungsreagenz und Antikdrper bezieht sich auf die eingesetzte molarer Menge an
Nanopartikeln. Diese lag in Standard-Kopplungen bei 0.079 nmol. Wurde der hochste Aktivierungsreagenziiberschuss
untersucht, betrug die Konzentration der Bromcyanlosung 2.13 M*. Um die Nanopartikelkonzentration bei der
Aktivierungsreaktion (~ 64 nM) konstant zu halten, wurden die Ansdtze mit abnehmendem Aktivierungsreagenz-
iiberschuss (fiir 2.5*10°- und 2*10°-fach) mit einer entsprechenden Menge an Acetonitril versetzt. Wurde ein 3*10°-facher
Uberschuss nicht untersucht, wurden geringer konzentrierte Bromcyanlsungen verwendet (bei 2.5*105-fach als héchster
Uberschuss: 1.78 M; bei 2*10°-fach als hochster Uberschuss: 1.44 M). Fiir geringere Uberschiisse als 2*106-fach wurden
standardmafig verdiinnte Bromcyanldsungen (0.144 M **, 0.0144 M ***, 0.00144 M ****) verwendet. Bei einem dquimolaren
Einsatz des Antikorpers wurde die MOC31-Stammlésung (~ 0.0074 mM) zuvor verdiinnt (~ 0.0025 mM?¥).
Bromcyan:

Volumen [pL] Stoffmenge [umol] Uberschuss
110 * 234 ~ 3*10°0
92* 196 ~2.5*10¢
74* 158 ~2*10°
110 ** 15.8 ~2%10°
110 *** 1.58 ~2%104
110 **** 0.158 ~2%108
MOC31:
Volumen [uL] Stoffmenge [nmol] Uberschuss
324 0.08 ~1.0
32 0.24 ~3.0
64 0.48 ~6.0

6.2.4.2 Iodierung von MOC31

Fiir die Radiomarkierung des Antikorpers wurden ~ 0.5 mg von diesem in 1 mL PBS mit einem
Aliquot (30 pCi) einer kommerziell erhéltlichen Na'?I-Losung in 0.1 M Natriumhydroxid-Losung
(PerkinElmer) versetzt. Nach Zugabe einer Pierce® Iodination Bead (Thermo Fisher Scientific Inc.)
wurde der Ansatz fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Freie Ionen wurden chromato-
graphisch mit Hilfe einer PD-10 Sdaule (GE Healthcare) abgetrennt. Die Proteinkonzentration

wurde nach Bradford bestimmt. Die 1®Jod-Aktivitat wurde wie unter 6.3.2.3 beschrieben bestimmt.

Die Iodierung des Antikorpers erfolgte durch Dr. Markus Heine, Institut fiir Biochemie und Molekulare
Zellbiologie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE). Die Proteinbestimmung nach Bradford
erfolgte durch Sandra Ehret, Institut fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie, Universititsklinikum
Hamburg-Eppendorf (UKE).
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6.3  Charakterisierungsmethoden

6.3.1 Charakterisierungsmethoden zur Untersuchung der Olsiure- und Polyethylenglykol-

stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel, sowie der Polyethylenglykol-Liganden

6.3.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden an einem Jeol JEM-1011
Mikroskop bei 100 kV und alternativ an einem CM-300 UT Mikroskop von Philips bei 300 kV
aufgenommen. Zur Messung wurden stark verdiinnte Suspensionen der Olsdure-stabilisierten
Nanopartikel in Toluol, und der Polyethylenglykol-stabilisierten Nanopartikel in Wasser
hergestellt. Es wurden 10 uL der Partikelldsung auf ein mit amorphem Kohlenstoff beschichtetes
Kupfer-Netzchen aufgebracht. Im Falle der wassrigen Proben wurde der Kupfer-Trager hierzu auf
einem Deckglas platziert. Die Proben wurden vor der Messung fiir mindestens 24 h bei Raum-
temperatur an der Luft getrocknet. Die statistische Auswertung der TEM-Aufnahmen erfolgte mit

der Software Image]J (Version 1.44 p) der National Institutes of Health.

Die TEM-Aufnahmen an dem Philips CM-300 UT Mikroskop wurden von Stefan Werner, Institut fiir

Physikalische Chemie, Universitit Hamburg, angefertigt.

6.3.1.2 Pulver-Rontgendiffraktometrie

Die Pulver-Rontgendiffraktometrie wurde an einem Philips X'Pert-Diffraktometer mit Bragg-
Brentano-Geometrie gemessen. Dabei wurde Kupfer-Ka-Strahlung (A = 0.154 nm) verwendet. Zur
Probenvorbereitung wurden einige Tropfen einer konzentrierten Suspension der Nanopartikel in

Chloroform auf einen Silizium-Trager aufgetragen und das Losungsmittel verdampft.

Die Rontgendiffraktogramme wurden von Almut Barck, Institut fiir Physikalische Chemie, Universitit

Hamburg, aufgenommen.
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Die erhaltenen kristallspezifischen Reflexe von Nanopartikeln sind im Gegensatz zu denen
makrokristalliner Festkorper nicht scharf, sondern weisen eine grofsenabhédngige Verbreiterung
auf. Unter Verwendung der Debye-Scherrer-Gleichung kann der kristalline Teilchendurchmesser
aus der Reflexverbreiterung ermittelt werden. Fiir die Linienbreit in Hohe der halben Maximal-

intensitat gilt:

KA57.3

0 [6.1]
5" Dcos 6

Hpg beschreibt die Halbwertsbreite des erhaltenen Reflexes bei maximaler Intensitit, 0 den
Beugungswinkel und D den Durchmesser der kristallinen Doméne senkrecht zur reflektierenden
Netzebene. 57.3 ist der Umrechnungsfaktor von rad zu grad. K stellt einen Formfaktor dar, der fiir
sphéarische Partikel naherungsweise gleich 0.89 gesetzt werden kann. Die Bestimmung der
Halbwertsbreite erfolgte mit Anpassung durch eine Voigt-Verteilungsfunktion (Voigt-Fit) mit der
Software fityk (Version 0.9.7). Zuvor wurde eine Untergrundkorrektur der Diffraktogramme mit

der Software X PertHighScorePlus (Version 2.2.3) der Firma Panalytical B.V. durchgefiihrt.

6.3.1.3 Kernresonanz-Spektroskopie

Die Messung der 3'P- und 'H-NMR-Spektren erfolgte bei Raumtemperatur an einem Bruker DRX
500 Spektrometer bei einer Frequenz von ~ 500 MHz oder alternativ an einem Bruker Avance bzw.
Avance I Spektrometer bei einer Frequenz von ~ 400 MHz. Zur Probenvorbereitung wurden
~ 30 mg des Polymers in 0.7 mL deuteriertem Chloroform (Chloroform-d, Deutero) gelost. Die
Auswertung der erhaltenen Spektren erfolgte mittels der Software MestRe-C (Version 4.7.0.1) der

Firma Mestrelab Research.

Die NMR-Spektren wurden vom NMR-Service des Instituts fiir Organische Chemie, Universitit Hamburg,

aufgenommen.
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6.3.1.4 Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI

Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte mit einem Bruker Daltonik UltrafleXtreme MALDI-
TOF/TOF-System unter Verwendung eines Smartbeam™-II Lasers (355 nm). Die Messungen
wurden im Reflexionsmodus (positiver Ionenmodus) aufgenommen und erfolgten durch
mindestens 1000 Laserschiisse. Es wurde im m/z-Bereich von 600-3400 gemessen. Als Matrix
wurde 2,5-Dihydroxybenzoesdure (154 g/mol) verwendet. Losungen der Analyten (~ 1 mg/mL) in
Chloroform wurden mit Matrix (10 mg/mL in Acetonitril/Wasser 30:70 (v/v) und 0.1% (v/v)
Trifluoressigsdaure) im Verhéltnis 1:1 gemischt. 1 pL dieser Lésung wurde auf den MALDI-

Probentrager (GroundsteelTarget) aufgetragen.

Die massenspektrometrischen (MS-) Experimente wurden vom MS-Service des Instituts fiir Organische

Chemie, Universitit Hamburg, durchgefiihrt.

6.3.1.5 Infrarot-Spektroskopie

Fouriertransformierte IR-Spektren wurden mit einem Varian Cary 660 FT-IR-Spektrometer unter
Verwendung des Aufbaus fiir Messungen nach dem Prinzip der abgeschwachten Totalreflektion
(ATR, attenuated total reflection) aufgenommen. Fliissige Proben wurden auf die Diamantzelle der
ATR-Einheit getropft und nach dem Eintrocknen vermessen. Feste, trockene Proben wurden ohne

Vorbereitung direkt auf der Diamantzelle vermessen.

6.3.1.6 Dynamische Lichtstreuung

Die Messung der dynamischen Lichtstreuung wurde an einem Malvern Zetasizer Nano ZS ZEN
3600 bei einer Wellenlinge von 633 nm unter Verwendung eines Helium/Neon-Lasers
durchgefiihrt. Die DLS-Messungen der Proben erfolgten in Abhéngigkeit des verwendeten
Losungsmittels in unterschiedlichen Kiivetten. Dispersionen in organischen Losungsmitteln
wurden in einer Quarzglaskiivette, wassrige Losungen in einer PMMA-Einwegkiivette (Halb-
Mikrokiivette, Carl Roth) bei einer optischen Wegliange von 10 mm und wenn nicht anders
erwahnt bei einer Temperatur von 20 °C vermessen. Zur Bestimmung des hydrodynamischen

Durchmessers wurden die Anzahl sowie die Dauer der einzelnen Zyklen auf automatische
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Anpassung durch die Steuerungssoftware eingestellt. Fiir jede Probe wurden drei Messungen
durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Dispersion Technology

Software (Version 5.10) von Malvern Instruments.

6.3.1.7 Bestimmung der Eisenkonzentration in Partikelsuspensionen

Quantitative Bestimmung des Eisengehalts mittels Bathophenantrolin:

Die photometrische Bestimmung des Eisengehalts in den wassrigen Eisenoxid-Nanopartikel
Suspensionen wurde angelehnt an das Protokoll von Huberman et al.[?%%, wie unter Tromsdorf et
al.'8beschrieben, durchgefiihrt. Als Standard diente eine Verdiinnungsreihe von Eisen(IlI)chlorid
(0.1-51.2 pg/mL). Zum Aufschluss der Nanoteilchen wurden 200 pL der Proben sowie des
Standards in eine transparente 96 Well-Platte (96 Well Polystyrol Mikroplatte, Greiner) {iberfiihrt.
Anschliefiend erfolgte die Zugabe von je 50 uL 5 M Salzsaure. Nach erfolgter Inkubation bei 70 °C
fiir 30 Minuten, wurde nach Abkiihlen auf Raumtemperatur die Eisenbestimmung durchgefiihrt.
Hierzu wurden 50 uL je Ansatz in eine neue Mikrotiterplatte tiberfiihrt. Nach Zugabe von 150 pL
reduzierender Essigsdure/Acetat-Pufferlosung (40% (v/v) 2 M Acetat-Puffer (pH 4.75), 8% (v/v)
Ascorbinsdurelosung (0.1 g/mL), 52% (v/v) Wasser) sowie 100 uL Bathophenanthrolinlésung
(1 g/mL)) je Well erfolgte nach 15-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur die Messung der
Absorption bei 540 nm mittels eines TECAN Infinite 200 Plate Readers. Fiir jede Probe erfolgte,

wenn nicht anders erwdhnt, mindestens eine Dreifachbestimmung des Eisengehalts.

Quantitative Bestimmung des Eisengehalts mittels Atomabsorptionsspektroskopie:

Die Bestimmung des Eisengehalts in Suspensionen Olsaure-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel
erfolgte atomabsorptionsspektroskopisch.

Diese Messungen wurden zum Teil im Institut fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie am
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) durchgefiihrt: Zum Aufschluss der Partikel
wurden die Proben mit 5 M Salzsdure versetzt (Endkonzentration Salzsdure: 1 M) und fiir
30 Minuten bei 70 °C inkubiert und konnten anschlieffend vermessen werden. Daten zur Messung

sind unter 6.3.2.2 beschrieben.
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Die Bestimmungen des Eisengehalts erfolgten vor allem durch die Verfasserin dieser Arbeit, sowie teilweise
durch Dr. Barbara Freund, zu diesem Zeitpunkt wissenschaftliche Mitarbeiterin im Institut fiir Biochemie

und Molekulare Zellbiologie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE).

Weiterhin wurde der Eisengehalt in Suspensionen Olsiure-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel mittels
Flammen-Atomabsorptionsspektroskopie in der zentralen Elementaranalytik des Fachbereichs Chemie der
Universitit Hamburg bestimmt. Der Aufschluss der Partikel erfolgte vor Ort mittels Salpetersiure und

Perchlorsiure.

6.3.1.8 Kernresonanz-Relaxometrie

Die Ermittlung der longitudinalen und transversalen Relaxationszeiten erfolgte an einem minispec
mg-60 NMR Analyzer von Bruker bei einer magnetischen Flussdichte von 1.41 Tesla (60 MHz) bei
37 °C.

Die Messung der longitudinalen Relaxationszeit T1erfolgte iiber eine Inversion-Recovery-Sequenz
bei 20 verschiedenen Verzogerungszeiten T1 (die letzte als 80-faches der ersten Verzogerungszeit)
zwischen dem Inversionspuls (180°) und dem 90°-Detektionspuls. Die erhaltenen Datenpunkte

wurden unter Verwendung folgender Gleichung gefittet:

M(TI) = My(1 — e~ T/T) [6.2]

Die nach der Verzogerungszeit T1 noch verbleibende Signalintensitat entspricht M(TI), Mostellt die

Gleichgewichtssignalintensitat vor dem 180°-Puls dar.

Die Bestimmung der transversalen Relaxationszeit T2 erfolgte mittels einer Carr-Purcell-Meiboom-
Gill (CPMG) Spinecho-Sequenz. Es erfolgte die Aufnahme von 200 Datenpunkten als Vielfaches
der Echozeit Tt (t = nTe= 2nt). T (0.1 ms) ist das Zeitintervall zwischen dem 90°-Anregungspuls

und dem ersten 180°-Refokussierungspuls.
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Die erhaltenen Datenpunkte wurden unter Verwendung folgender Gleichung gefittet:

M(t = nTg) = Mye~ "2 [6.3]

Dabei ist M(t = n Tt) die Signalintensitdt zum Zeitpunkt t.

6.3.1.9 Zytotoxizititsuntersuchungen

Fiir die Toxizitatsuntersuchungen wurden humane Lungenkarzinomzellen (A549-Zellen), die von
der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen wurden,
verwendet. A549-Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1*10* Zellen pro Well (100 Zellen pro uL
Medium) in schwarze 96-Well-Zellkulturplatten (Nunc™ MicroWell™ 96-Well-Platten mit
transparentem Boden aus Polymer, Thermo Fisher Scientific Inc.) ausgesat. Als Medium wurde
DMEM mit 10% (v/v) FCS (PAN Biotech), 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin (Gibco) und 1% (v/v)
Natriumpyruvat (Lonza) verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO:z fiir 48 Stunden bis
zu einer Konfluenz von 100% inkubiert. Anschlieffend wurde das Medium abgenommen und die
Zellen mit 100 pL einer mit Medium verdiinnten Suspension der PEGylierten Eisenoxid-
Nanopartikel versetzt. Es wurden sechs verschiedene Verdiinnungen (Eisenkonzentration:
~3.58 uM - ~ 5370 uM) untersucht. Als Postivkontrolle dienten mit Cadmiumchlorid (25-300 pM
in Medium) versetzte Zellen, als Negativkontrolle die Zellen in Medium. Das Endvolumen je Well
betrug 100 pL. Jede Verdiinnung wurde in einer Dreifachbestimmung untersucht. Die Zellen
wurden fiir etwa 16 Stunden bei 37 °C und 5% CO:z inkubiert. Nach Entfernen des Mediums
erfolgte die Zugabe von 100 puL Farbelosung (0.0075% (v/v) einer 1 mM Losung MitoTracker®
Deep Red (Thermo Fisher Scientific Inc.) in DMSO, 0.025% (v/v) Hoechst 33342 (10 mg/mL in
Wasser, Thermo Fisher Scientific Inc.), in Medium) je Well. Nach Inkubation (37°C, 5% CO) fiir
30 Minuten wurde das Medium abgenommen. Die Zellen wurden nach Zugabe von 100 uL
Fixierlosung (10% (v/v) 37%iges Formaldehyd in D-PBS) fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert. Nach Inkubation wurde die Fixierlosung abgenommen und die Zellen
zundchst mit 100 uL D-PBS gewaschen und anschlieffend mit 200 uL. D-PBS versetzt. Die 96-Well
Platten wurden mit Nescofilm abgeklebt und bis zur Toxizitatsuntersuchung an einem Cellomics

ArrayScan® bei 4 °C gelagert. Die Messungen zur Untersuchung der Zelltoxizitdt erfolgten an
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einem Cellomics ArrayScan® IV von Thermo Fischer Scientific Inc. In Kanal 1 wurde die Intensitat
des Hoechstfarbstoffs und in Kanal 2 die Intensitit des MitoTracker® Deep Red gemessen.

Weiterhin wurden je Well an 50 verschiedenen Punkten Bilder aufgenommen.

Die Zellkulturexperimente zur Untersuchungen der Zytotoxizitit der Polyethylenglykol-stabilisierten
Eisenoxid-Nanopartikel wurden durch Charis Schlundt, Centrum fiir Angewandte Nanotechnologie (CAN
GmbH), durchgefiihrt.

6.3.1.10 Grofsenausschlusschromatographie

Die Grofienausschusschromatographie (SEC, size exclusion chromatography) wurde am Institut fiir
Anatomie und Experimentelle Morphologie am UKE durchgefiihrt. Es wurde eine Superose-6
10/300 GL Saule (GE-Healthcare) verwendet. Die Saule wurde mit ~ 200 pL Probe beladen. Die
Polyethylenglykol-stabilisierten Partikel wurden bei einem Fluss von 0.5 mL/min in 40 Fraktionen
aufgetrennt. Die Fraktionen wurden im Abstand von einer Minute gesammelt. Die erste Fraktion
wurde ab der 10. Minute gesammelt. Als Elutionspuffer wurde PBS (pH 7.4) verwendet.

Der Eisennachweis in den einzelnen Fraktionen erfolgte photometrisch wie unter 6.3.1.7

beschrieben, wobei jeweils 200 uL pro Fraktion aufgeschlossen wurden.

6.3.1.11 In vivo Magnetresonanztomographie

Die MRT-Untersuchungen wurden an einem 7 Tesla Kleintier MRT ClinScan® (Bruker BioSpin MRI
GmbH) durchgefiihrt. Die dynamischen MRT-Messungen des Abdoms erfolgten mittels T2'-
gewichteter Gradientenecho-Sequenz in transversaler Schichtfithrung. Die Sequenzparameter sind
in Tabelle 6.2 gezeigt. Neben der Aufnahme der T:-gewichteten MRT-Bilder wurden
Signalintensitatswerte aus ausgewahlten Arealen ermittelt. Regions of interest wurden in der Leber

und der Vena cava inferior platziert.
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Tabelle 6.2: Parameter der fiir die Experimente verwendeten T:'-gewichteten Gradientenecho-Sequenz.
FOV Schichtdicke | FA TR Te Mittelungen | Voxelauflosung zeitliche
[mm] [mm] [°] [ms] [ms] [um?] Auflésung [s]
30 x 30 1.5 20 19 2 4 234 x 234 x 1500 7.3

FOV: Messfeld field of view FA: FlipWinkel flip angle, TR: Repetitionszeit, Te: Echozeit

Die MRT-Untersuchungen erfolgten mit vier Versuchstieren. Fiir die Experimente wurden BALB/c
Mause verwendet. Bei drei der Tiere erfolgte die Injektion von jeweils 300 uL (~ 300 ug Eisen)
wassriger Losung der Polyethylenglykol-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel in die Schwanz-
vene. Der anderen Versuchsmaus wurde zum Vergleich eine Mischung aus 10 pL Resovist®
(~ 280 pg Eisen) (Bayer Schering Pharma AG) und 290 pL Natriumchlorid-Losung in die
Schwanzvene injiziert. Die Scanzeit pro Tier nach i.v. Injektion betrug ~ 24 Minuten. Die Tiere
wurden wahrend dieser Zeit durch die kontinuierliche Inhalation von Isofluoran (1.5-2%)
andsthesiert. Wahrend der Messung wurde die Korpertemperatur der Versuchsméuse durch eine

interne Heizvorrichtung konstant auf 37 °C gehalten.

Alle Tierversuche unterlagen den Richtlinien fiir die Durchfiihrung von Tierversuchen nach § 8
des Tierschutzgesetzes und wurden von dem Tierschutzkomitee des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf sowie der Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz,

BSG, Hamburg (Tierversuchs-Nr. G14/01) genehmigt.

Die in vivo MRT-Untersuchungen wurden von Dr. Caroline Jung, Klinik fiir Diagnostische und
Interventionelle Radiologie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE), nach einem Protokoll von
Michael Kaul, Klinik fiir Diagnostische und Interventionelle Radiologie, Universititsklinikum Hamburg-

Eppendorf (UKE), durchgefiihrt.

6.3.2 In vitro Bioanalytik der Konjugate

Die Zellkulturexperimente zur Untersuchung des Bindungsverhaltens der MOC31-konjugierten
Eisenoxid-Nanopartikel wurden im Institut fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie am UKE
durchgefiihrt. Der in vitro Test auf Spezifitat erfolgte mit einer EpCAM hoch exprimierenden

Kolonkarzinomzelllinie (HT29) sowie einer knockdown Kolonkarzinomzelllinie mit geringer
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EpCAM Expression (HT29EpCAMkd). Die Zelllinie HT29 wurden von Cell Lines Service (CLS)
bezogen. Die Zelllinie HT29EpCAMkd wurde vom Institut fiir Anatomie und Experimentelle
Morphologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) von der Arbeitsgruppe Prof.

Dr. Udo Schumacher zur Verfiigung gestellt.

Die humanen Zelllinien HT29 und HT29EpCAMkd wurden in RPMI (Gibco) mit 1% (v/v)
Penicillin-Streptomycin (Gibco) und 10% (v/v) FCS bei 37 °C und 5% CO: in Zellkulturflaschen
kultiviert. Das Medium der HT29EpCAMkd Zellen enthielt zusatzlich noch 1 pg/mL Puromycin
(Sigma Aldrich). Die Passagierung erfolgte im Abstand von 3 bis 4 Tagen durch Trypsinierung und
Aussaat in eine neue Zellkulturflasche. Am Tag des Zellkulturexperiments wurden die Zellen nach
Trypsinierung und Zellzahlung mit Trypanblau (Serva) in FACS-Puffer (1% (w/v) bovines

Serumalbumin, 0.1% (w/v) Natriumazid, in PBS) aufgenommen.

Die Vorbereitung der Zellen erfolgte grofStenteils durch Birgit Henkel, Institut fiir Biochemie und
Molekulare Zellbiologie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE). Nur die Vorbereitung der
Zellen fiir anschlieffende MRT-Untersuchungen erfolgte durch Anna Schildt, die zu diesem Zeitpunkt
Masterstudentin im Institut fiir Anatomie und Experimentelle Morphologie von Prof. Dr. Udo Schumacher

am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) war.

Die meisten Experimente zur Untersuchung der Bindungseigenschaften der Konjugate erfolgten
mit Zellen, die mit unkonjugiertem MOC31 vorinkubiert wurden, sowie gleichzeitig auch mit
Zellen, bei denen die spezifischen Bindungsstellen nicht blockiert wurden. Zur Blockierung
wurden in einem Standard-Zellexperiment 2*10° Zellen (4*10° Zellen/mL FACS-Puffer) mit
~ 0.07 nmol MOC31 (~ 0.015 mM in PBS)) versetzt. Zellen dieser Versuchsreihe, bei denen die
spezifischen Bindungsstellen nicht blockiert werden sollten, wurden stattdessen mit einem
entsprechenden Volumen an FACS-Puffer versetzt. Im Verlauf des gesamten Zellkultur-
experiments wurde mit kaltem FACS-Puffer gearbeitet. Die Zellen wurden anschliefiend bei 4 °C
unter Schiitteln inkubiert. Nach 20 Minuten wurden die Zellen bei 500 g (langsame Beschleunigung
und Bremsung) und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Zellpellet
in 300 pL FACS-Puffer aufgenommen und die Zellen anschliefend mit den Eisenoxid-

Nanopartikeln inkubiert. Erfolgten Zellexperimente ohne Vorinkubationsschritt in der Versuchs-
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reihe wurden die Zellen nach Trypsinierung und Aufnahme in FACS-Puffer direkt mit den
Eisenoxid-Nanopartikeln inkubiert.

2*10¢ der in FACS-Puffer suspendierten Zellen wurden mit variierenden Mengen der Eisenoxid-
Nanopartikel Suspensionen (~ 0.6 pmol bis ~ 6 pmol Antikoérper-konjugierte und unkonjugierte
Eisenoxid-Nanopartikel) versetzt und mit FACS-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 500 pL
gebracht. Die Zellen wurden fiir 2 Stunden bei 4 °C unter Schiitteln mit den Nanopartikeln
inkubiert. Als Negativkontrolle wurden 2*10¢ der in 500 uL FACS-Puffer suspendierten Zellen
ohne Nanopartikelzusatz fiir 2 Stunden bei 4 °C geschiittelt. Fiir jede zu untersuchende Probe
wurden die Zellexperimente, soweit nicht anders erwdhnt, in mindestens einer
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Ebenso die Negativkontrollen. Nach Inkubation erfolgte die
Zugabe von 1 mL FACS-Puffer und die Zellen wurden bei 500 g (langsame Beschleunigung und
Bremsung) und 4 °C fiir 5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt. Die Zellen wurden
anschlieffend mehrfach mit FACS-Puffer gewaschen. Hierzu wurde das Zellpellet in 1 mL FACS-
Puffer resuspendiert und bei 500 g (langsame Beschleunigung und Bremsung) und 4 °C fiir
5 Minuten zentrifugiert. Diese Prozedur wurde zweimal wiederholt. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Zellen, je nach anschlieffender Analytik zur Untersuchung des
Bindungsverhaltens, unterschiedlich behandelt.

Fiir die unter 6.3.2.1 beschriebene in vitro Magnetresonanztomographie wurden die Zellen in
75 upL PBS resuspendiert. Anschliefend wurde die Zellsuspension vorsichtig auf eine
Polyacrylamid-Schicht in einem 0.2 mL Eppendorfgefafi aufgetropft und mit PBS luftfrei
aufgefiillt. Zur Sedimentation der Zellen wurden die Zellphantome bis zur Messung (fiir
mindestens zwei Stunden) bei 4 °C gelagert.

Fiir eine Eisenbestimmung mittels Atomabsorptionsspektroskopie (6.3.2.2) wurden die Zellen in
200 pL Wasser aufgenommen und mit 50 puL 5 M Salzsdure versetzt. Die Zellen wurden fiir
30 Minuten bei 70 °C unter Schiitteln (350 rpm) inkubiert. Anschlieffend wurde die Zellsuspension
mit Wasser auf 500 puL aufgefiillt. Die Zellen wurden bei 1000 g fiir 5 Minuten pelletiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und anschliefend atomabsorptionsspektroskopisch auf den
Eisengehalt untersucht.

Erfolgten Zellkulturexperimente mit Eisenoxid-Nanopartikeln, die an 1»Iod-markierte Antikorper
gekoppelt wurden, wurden die Zellen in 1 mL FACS-Puffer aufgenommen und die Radioaktivitat

der Zellsuspensionen wurde wie unter 6.3.2.3 beschrieben bestimmt.
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Die Probenvorbereitung (Durchfiihrung der Zellexperimente und Vorbereitung der Zellphantome) fiir die
MRT-Untersuchungen erfolgte durch Anna Schildt, die zu diesem Zeitpunkt Masterstudentin im Institut
fiir Anatomie und Experimentelle Morphologie von Prof. Dr. Udo Schumacher am Universititsklinikum

Hamburg-Eppendorf (UKE) war.

6.3.2.1 In vitro Magnetresonanztomographie

Die MRT-Messungen der Zellphantome wurden an einem 7 Tesla Kleintier MRT ClinScan® (Bruker
BioSpin MRI GmbH) durchgefiihrt. Es wurde eine T>*-gewichtete Messung mit Gradientenecho-
Sequenz vorgenommen. Die Sequenzparameter sind in Tabelle 6.3 gezeigt. Die Proben wurden in

einem Wasserbad bei 22 °C gemessen.

Tabelle 6.3 Parameter der fiir die in vitro MRT-Untersuchungen verwendeten Gradientenecho-Sequenz.

FOV Schichtdicke FA TR T ETL Mittelungen SNR
[mm] [mm] [’1 [ms] | [ms]
30 0.5 25 300 8 12 2 1

FOV: Messfeld field of view, FA: FlipWinkel flip angle, TR: Repetitionszeit, Te: Echozeit, ETL: Anzahl der Echos echo train
length, SNR: Signal-zu-Rausch-Verhéltnis signal fo noise ratio

Die in vitro MRT-Messungen wurden von Dr. Nina Raabe, Klinik fiir Diagnostische und Interventionelle
Radiologie, Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE), sowie von Anna Schildt, die zu diesem
Zeitpunkt Masterstudentin im Institut fiir Anatomie und Experimentelle Morphologie von Prof. Dr. Udo

Schumacher am Universititsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) war, durchgefiihrt.

6.3.2.2 Atomabsorptionsspektroskopie

Die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) wurde mit einem Perkin-Elmer Graphitrohr AAS 4100
mit HGA 700 Heizeinheit bei einer Wellenldnge von 248 nm im Institut fiir Biochemie und
Molekulare Zellbiologie am UKE durchgefiihrt. Die zu untersuchenden Proben wurden mit
Matrixlosung (0.02 M Salpetersaure, 0.01 pg/mL Triton® X-100) verdiinnt. Von jeder zu unter-
suchenden Probe wurden mindestens drei Verdiinnungen in jeweils einer Dreifachbestimmung
gemessen. Alle verwendeten Arbeitsgerdte wurden im Vorfeld eisenfrei gewaschen (Waschlosung:

0.1% (v/v) Triton, 0.14% (v/v) 65%-ige Salpetersdure, in Wasser).
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6.3.2.3 Messung der Radioaktivitit

Die ?lod-Aktivitat wurde an einem 2479 WIZARD? Automatic Gamma Counter (Perkin Elmer)
im Institut fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie am UKE gemessen. Die zu untersuchenden
Proben wurden ohne weitere Vorbereitung mit dem 1I-Programm {iber einen Zeitraum von 1 bis

10 Minuten vermessen.

6.3.3 Statistik

Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des zweiseitigen, ungepaarten Student’s T-Test tiberpriift.

Bei p < 0.05 wurde statistische Signifikanz angenommen.
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8 Anhang

8.1 Sicherheit

8.1.1 Verwendete Chemikalien

In der Tabelle 8.1 sind die verwendeten Chemikalien mit Sicherheits- und Gefahrenhinweisen

sowie GHS-Kennzeichnung aufgefiihrt.

Tabelle 8.1 : Verwendete Chemikalien.

Substanz GHS-Kennung H-Sitze P-Sitze

Aceton GHS02, GHS07 225,319, 336 210, 261, 305 + 351 +
EUH: 066 338

Acetonitril GHS02, GHS07 225,302 + 312 + 210, 280, 305 + 351 +
332, 319 338

Ascorbinsédure - - -

Bathophenantrolin - - -

bovines Serumalbumin - - -

Bromcyan GHS05, GHS06, 300 + 310 + 330, 260, 264, 273, 280, 284,

GHS09 314, 410 301 + 310

Chloroform GHS06, GHS07 302, 315,319,331, 261,281, 305 + 351 +
336, 351, 361d, 338, 311
372

Chloroform-d GHS06, GHS07 302, 315,319,331, 261, 281, 351 + 338, 311
351, 361, 372

Diethylether GHS02, GHS07 224,302, 336 210, 261

Eisen(IIT)chlorid GHS05, GHS07 290, 302, 315,318 280, 305, 351 + 338

Eisen(II)oxidhydroxid

Essigsaure [96 %] GHS02, GHS05 226, 314 280, 303 + 361 + 353,
305 + 351 + 383, 301 +
330 + 331
Ethanol GHS02 225 210
Fetales Kéalberserum - - -
Hexan GHS03,GHS07, 225,304, 315,336, 210, 261, 273, 301 +
GHS08, GHS09 361f, 373, 411 310, 308 + 313, 331
Mercaptoethanol GHS05, GHS06, 301 + 331, 310, 261, 280, 301 + 310 +
GHS08, GHS09 315, 317, 318,373, 330, 302 + 352 + 310,

410

305 + 351 + 338 + 310,
403 + 233

Natriumacetat
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Substanz GHS-Kennung H-Sitze P-Sitze
Natriumazid GHS06, GHSO08, 300 + 310, 373,410 273, 280, 301 + 310 +
GHS09 330, 302 + 352 + 310,
391, 501
Natriumhydroxid-Losung [1 M] GHS05 290, 314 280, 303 + 361 + 353,
303 + 340 + 310, 305 +
351 + 383
Natriumsulfat - - -
N-Ethyldiisopropylamin GHS02, GHS05, 225,302,318,331, 210, 261, 280, 305 + 351
GHS06 335 +338, 311
1-Octadecen GHS08 304 301 + 310, 331
Olsaure GHS07 315 -
PBS - - -
Phosphoroxychlorid GHS05, GHS06, 302, 314, 330, 372 280, 301 + 330 + 331,
GHS08 EUH: 014, 029 304 + 340, 305 + 351 +
338, 308 + 310
Polyethylenglykol-1000- - - -
Monoacrylat
Salpetersaure [65 %] GHS03, GHS05 272,290, 314 280, 301 + 330 + 331,
305 + 351 + 338, 308 +
310
Salzséaure [35-37 %] GHS05, GHS07 314, 335 261, 280, 305 + 351 +
338, 310
Tetrahydrofuran GHS02, GHS07, 225,319,335,351 210, 261, 281, 305 + 351
GHS08 +338
Toluol GHS02, GHS07, 225,304, 315,336, 210, 261, 281, 301 + 351
GHS08 361d, 373 +338
Triethylamin GHS02, GHS05, 225,302,311 + 210, 261, 280, 303 +
GHS06 331, 314, 335 361, 353, 305 + 351 +
338, 370 + 378

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton® X-100

GHS05, GHS07

302, 318

280, 305 + 351 + 338,
313
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8.1.2 GHS-Kennzeichnung (Gefahrenpiktogramme, Sicherheits- und Gefahrenhinweise)

In der Tabelle 8.2 sind die GHS-Piktogramme mit Kodierung, Signalwort und Gefahrenklasse

angegeben.

Tabelle 8.2 : GHS-Piktogramme.

Gefahren- GHS- Signalwort Gefahrenklasse
piktogramm Kodierung
GHSO01 Gefahr instabile explosive Stoffe, Gemische und
Erzeugnisse mit Explosivstoff(en), selbstzersetz-
liche Stoffe und Gemische, Organische Peroxide
GHS02 Gefahr/Achtung  entziindbar, selbsterhizungsfahig, selbstzersetz-
liche, pyrophor, Organische Peroxide
‘6 GHS03 Gefahr/Achtung  entziindend (oxidierend) wirkend
GHS04 Achtung Gase unter Druck, verdichtete, verfliissigte,
tiefgekiihlt verfliissigte, geloste Gase
GHS05 Gefahr/Achtung auf Metall korrosiv wirkend, hautédtzend, schwere
Augenschadigung
‘ GHS06 Gefahr akute Toxizitat
: : GHS07 Achtung
‘ GHS08 Gefahr/Achtung  diverse Gesundheitsgefahren
é ; GHS09 Achtung gewdssergefahrdend
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Gefahrenhinweise (H-Satze, hazard statements)

H200-Reihe: Physikalische Gefahren

e H200 Instabil; explosiv.

e H201 Explosiv; Gefahr der Massenexplosion.

e H202 Explosiv; grofie Gefahr durch Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

e H203 Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

e H204 Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

e H205 Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

e H220 Extrem entziindbares Gas.

e H221 Entziindbares Gas.

e H222 Extrem entziindbares Aerosol.

e H223 Entziindbares Aerosol.

e H224 Fliissigkeit und Dampf extrem entziindbar.

e  H225 Fliissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

e H226 Fliissigkeit und Dampf entziindbar.

e H228 Entziindbarer Feststoff.

e H240 Erwdarmung kann Explosion verursachen.

e H241 Erwdrmung kann Brand oder Explosion verursachen.

e H242 Erwdrmung kann Brand verursachen.

e H250 Entziindet sich in Beriihrung mit Luft von selbst.

e H251 Selbsterhitzungsfahig; kann in Brand geraten.

e H252 In grofien Mengen selbsterhitzungsfahig; kann in Brand geraten.

e H260 In Berithrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan entziinden
konnen.

e H261 In Beriihrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

e H?270 Kann Brand verursachen oder verstarken; Oxidationsmittel.

e H271 Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.

e H272 Kann Brand verstiarken; Oxidationsmittel.

e H280 Enthélt Gas unter Druck; kann bei Erwdrmung explodieren.

e H281 Enthalt tiefgekiihltes Gas; kann Kalteverbrennungen oder -Verletzungen verursachen.

e H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein

H300-Reihe: Gesundheitsgefahren

e HB300 Lebensgefahr bei Verschlucken.

e H301 Giftig bei Verschlucken.

e H302 Gesundheitsschddlich bei Verschlucken.

e H304 Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege tddlich sein.
e HB310 Lebensgefahr bei Hautkontakt.

e HB311 Giftig bei Hautkontakt.

e HB312 Gesundheitsschddlich bei Hautkontakt.

e HB314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschdden.
e HB315 Verursacht Hautreizungen.

e HB317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

e HB318 Verursacht schwere Augenschéden.

e H319 Verursacht schwere Augenreizung.
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H330 Lebensgefahr bei Einatmen.

H331 Giftig bei Einatmen.

H332 Gesundheitsschadlich bei Einatmen.

H334 Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden
verursachen.

H335 Kann die Atemwege reizen.

H336 Kann Schléfrigkeit und Benommenheit verursachen.

H340 Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt
ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H341 Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H350 Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese
Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H350i Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.

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

H360 Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen oder das Kind im Mutterleib schadigen
(konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern schliissig
belegt ist, dass die Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H360 F Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

H360 D Kann das Kind im Mutterleib schddigen.

H360 FD Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann das Kind im Mutterleib schadigen.
H360 Fd Kann die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich das Kind im Mutterleib
schadigen.

H360 Df Kann das Kind im Mutterleib schadigen. Kann vermutlich die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen.

H361 Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintréchtigen oder das Kind im Mutterleib
schddigen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass die Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H361 f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

H361 d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schadigen.

H361 fd Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen. Kann vermutlich das Kind im
Mutterleib schadigen.

H362 Kann Sauglinge tiber die Muttermilch 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).

H372 Schadigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei langerer oder wiederholter
Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem
anderen Expositionswegbesteht).

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.
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H400-Reihe: Umweltgefahren

e  H400 Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

e H410 Sehr giftig fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

e H411 Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

e H412 Schéadlich fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

e H413 Kann fiir Wasserorganismen schédlich sein, mit langfristiger Wirkung.

Ergianzende Gefahrenmerkmale und Kennzeichnungselemente (EUH-Satze)

e EUHOO01 In trockenem Zustand explosiv.

e EUHO006 Mit und ohne Luft explosionsfahig.

e EUHO014 Reagiert heftig mit Wasser.

e EUHO018 Kann bei Verwendung explosionsfiahige / entziindbare Dampf /Luft-Gemische
bilden.

e EUHO019 Kann explosionsfdhige Peroxide bilden.

e EUHO044 Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

e EUHO029 Entwickelt bei Beriihrung mit Wasser giftige Gase.

e EUHO031 Entwickelt bei Berithrung mit Saure giftige Gase.

e EUHO032 Entwickelt bei Beriihrung mit Sdure sehr giftige Gase.

e EUHO059 Die Ozonschicht schadigend.

e EUHO066 Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut fithren.

e EUHO70 Giftig bei Berithrung mit den Augen.

e EUHO071 Wirkt dtzend auf die Atemwege.

e EUH201 Enthalt Blei. Nicht fiir den Anstrich von Gegenstanden verwenden,die von Kindern
gekaut oder gelutscht werden koénnten.

e EUH201 A Achtung! Enthaélt Blei.

e EUH202 Cyanacrylat. Gefahr. Klebt innerhalb von Sekunden Haut und Augenlider
zusammen. Darf nicht in die Hande von Kindern gelangen.

e EUH203 Enthélt Chrom(VI). Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

e EUH204 Enthalt Isocyanate. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

e EUHZ205 Enthalt epoxidhaltige Verbindungen. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

e EUH206 Achtung! Nicht zusammen mit anderen Produkten verwenden, da gefdhrliche Gase
(Chlor) freigesetzt werden kdnnen.

e EUH207 Achtung! Enthalt Cadmium. Bei der Verwendung entstehen gefiahrliche Dampfe.
Hinweise des Herstellers beachten. Sicherheitsanweisungen einhalten.

e EUH208 Enthalt (Name des sensibilisierenden Stoffes). Kann allergische Reaktionen
hervorrufen.

e EUH209 Kann bei Verwendung leicht entziindbar werden.

e EUH209 A Kann bei Verwendung entziindbar werden.

e EUH210 Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

e EUH401 Zur Vermeidung von Risiken fiir Mensch und Umwelt die Gebrauchsanleitung
einhalten.
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Sicherheitshinweise (P-Satze, precautionary statements)

P100-Reihe: Allgemeines

e P101 Ist arztlicher Rat erforderlich, Verpackung oder Kennzeichnungsetikett bereithalten.
e P102 Darf nicht in die Hdnde von Kindern gelangen.
e P103 Vor Gebrauch Kennzeichnungsetikett lesen.

P200-Reihe: Priavention

e P201 Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

e D202 Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

e D210 Von Hitze / Funken / offener Flamme / heiffen Oberflachen fernhalten. Nicht rauchen.

e P211 Nicht gegen offene Flamme oder andere Ziindquelle spriihen.

e D220 Von Kleidung /.../ brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufbewahren.

e D221 Mischen mit brennbaren Stoffen /... unbedingt verhindern.

e P222 Kontakt mit Luft nicht zulassen.

e P223 Kontakt mit Wasser wegen heftiger Reaktion und moglichem Aufflammen unbedingt
verhindern.

e D230 Feucht halten mit ....

e P231 Unter inertem Gas handhaben.

e P232 Vor Feuchtigkeit schiitzen.

e D233 Behdlter dicht verschlossen halten.

e D234 Nur im Originalbehalter aufbewahren.

e D235 Kiihl halten.

e D240 Behélter und zu befiillende Anlage erden.

e D241 Explosionsgeschiitzte elektrische Betriebsmittel / Liiftungsanlagen / Beleuchtung /...
verwenden.

e D242 Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.

e P243 Mafinahmen gegen elektrostatische Aufladungen treffen.

e  P244 Druckminderer frei von Fett und Ol halten.

e P250 Nicht schleifen / stoflen /.../ reiben.

e P251 Behalter steht unter Druck: Nicht durchstechen oder verbrennen, auch nicht nach der
Verwendung.

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

e D261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.

e D262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.

e D263 Kontakt wihrend der Schwangerschaft / und der Stillzeit vermeiden.

e D264 Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

e P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

e P271 Nur im Freien oder in gut beliifteten Raiumen verwenden.

e P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aufierhalb des Arbeitsplatzes tragen.

e D273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

e P280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tragen.

e P281 Vorgeschriebene personliche Schutzausriistung verwenden.

e P282 Schutzhandschuhe / Gesichtsschild / Augenschutz mit Kalteisolierung tragen.

e D283 Schwer entflammbare / flammhemmende Kleidung tragen.

e D284 Atemschutz tragen.
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e D285 Bei unzureichender Beliiftung Atemschutz tragen.
e D231 +P232 Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schiitzen.
e D235+ P410 Kiihl halten. Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

P300-Reihe: Reaktion

e D301 Bei Verschlucken:

e D302 Bei Beriihrung mit der Haut:

e D303 Bei Beriihrung mit der Haut (oder dem Haar):

e P304 Bei Einatmen:

e D305 Bei Kontakt mit den Augen:

e D306 Bei kontaminierter Kleidung:

e D307 Bei Exposition:

e D308 Bei Exposition oder falls betroffen:

e D309 Bei Exposition oder Unwohlsein:

e D310 Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

e D311 Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

e D312 Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

e P313 Arztlichen Rat einholen / rztliche Hilfe hinzuziehen.

e P314 Bei Unwohlsein arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

e P315 Sofort arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hinzuziehen.

e D320 Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

e P321 Besondere Behandlung (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).

e D322 Gezielte Mafinahmen (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).

e D330 Mund ausspiilen.

e P331 Kein Erbrechen herbeifiihren.

e P332 Bei Hautreizung:

e D333 Bei Hautreizung oder -ausschlag;:

e D334 In kaltes Wasser tauchen / nassen Verband anlegen.

e D335 Lose Partikel von der Haut abbiirsten.

e D336 Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen. Betroffenen Bereich nicht reiben.

e P337 Bei anhaltender Augenreizung:

e D338 Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter ausspiilen.

e P340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, die
das Atmen erleichtert.

e D341 Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Position ruhigstellen, die
das Atmen erleichtert.

e P342 Bei Symptomen der Atemwege:

e D350 Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.

e D351 Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.

e P352 Mit viel Wasser und Seife waschen.

e D353 Haut mit Wasser abwaschen / duschen.

e P360 Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel Wasser abwaschen und danach
Kleidung ausziehen.

e D361 Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

e P362 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.

e D363 Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.

e D370 Bei Brand:
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P371 Bei Grofibrand und groflen Mengen:

P372 Explosionsgefahr bei Brand.

P373 Keine Brandbekdampfung, wenn das Feuer explosive Stoffe / Gemische / Erzeugnisse
erreicht.

P374 Brandbekdmpfung mit iiblichen Vorsichtsmaffnahmen aus angemessener Entfernung.
P375 Wegen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekampfen.

P376 Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

P377 Brand von ausstromendem Gas: Nicht 16schen, bis Undichtigkeit gefahrlos beseitigt
werden kann.

P378 ... zum Loschen verwenden.

P380 Umgebung raumen.

P381 Alle Ziindquellen entfernen, wenn gefahrlos moglich.

P390 Verschiittete Mengen aufnehmen, um Materialschdden zu vermeiden.

P391 Verschiittete Mengen aufnehmen.

P301 + P310 Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P301 + P312 Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P301 + P330 + P331 Bei Verschlucken: Mund ausspiilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.

P302 + P334 Bei Kontakt mit der Haut: In kaltes Wasser tauchen / nassen Verband anlegen.
P302 + P350 Bei Kontakt mit der Haut: Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.

P302 + P352 Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen.

P303 + P361 + P353 Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten, getrankten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen.

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

P304 + P341 Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden 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
spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

P306 + P360 Bei Kontakt mit der Kleidung: Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel
Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.

P307 + P311 Bei Exposition: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P308 + P313 Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat Einholen / arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P309 + P311 Bei Exposition oder Unwohlsein: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P332 + P313 Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

P333 + P313 Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen / &rztliche Hilfe
hinzuziehen.

P335 + P334 Lose Partikel von der Haut abbiirsten. In kaltes Wasser tauchen /nassen Verband
anlegen.

P337 + P313 Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P342 + P311 Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.
P370 + P376 Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos moglich.

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

P370 + P380 Bei Brand: Umgebung raumen.

P370 + P380 + P375 Bei Brand: Umgebung raumen. Wegen Explosionsgefahr Brand aus der
Entfernung bekdmpfen.

P371 + P380 + P375 Bei Grofibrand und grofien Mengen: Umgebung raumen. Wegen
Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekampfen.
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P400-Reihe: Aufbewahrung

P401 ... aufbewahren.

P402 An einem trockenen Ort aufbewahren.

P403 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P404 In einem geschlossenen Behélter aufbewahren.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P406 In korrosionsbestandigem /... Behalter mit korrosionsbestandiger Auskleidung
aufbewahren.

P407 Luftspalt zwischen Stapeln / Paletten lassen.

P410 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

P411 Bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C/ ... aufbewahren.

P412 Nicht Temperaturen von mehr als 50 °C aussetzen.

P413 Schiittgut in Mengen von mehr als ... kg bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C
aufbewahren.

P420 Von anderen Materialien entfernt aufbewahren.

P422 Inhalt in / unter ... aufbewahren

P402 + P404 In einem geschlossenen Behélter an einem trockenen Ort aufbewahren.

P403 + P233 Behalter dicht verschlossen an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P403 + P235 Kiihl an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P410 + P403 Vor Sonnenbestrahlung geschiitzt an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.
P410 + P412 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen und nicht Temperaturen von mehr als 50 °C
aussetzen.

P411 + P235 Kiihl und bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C aufbewahren.

P500-Reihe: Entsorgung

P501 Inhalt / Behalter ... zufithren.
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8.2 Lebenslauf

Entfallt aus datenschutzrechtlichen Griinden.
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