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Einleitung

1 Einleitung

,Heilsame Zwerge. Mediziner nutzen ultrakleine Nanoteilchen zu neuartigen
Therapien — auch gegen Krebs® konnte dem Magazin FOCUS (FOCUS Nr. 5,
2007) entnommen werden. Nicht nur FOCUS, sondern auch etliche andere
Medien rickten in den letzten Jahren die Prasenz der Nanopartikel und -kapseln
als Tragersysteme flr eine zielgerichtete Therapie, bezeichnet als ,Targeted-
Drug-Delivery“-Systeme, immer mehr in den Vordergrund. Dieser Umstand
verdeutlicht die Aktualitat der Forschung im Bereich der Nanomedizin, einem
relativ jungen Forschungszweig der Bionanotechnologie. Mit Hilfe der
entsprechend funktionalisierten Nanopartikel und -kapseln lassen sich
pharmazeutische Wirkstoffe direkt am Zielort freisetzen. Dabei besteht die
Hoffnung, dank der zielgerichteten Bekampfung pathogener Gewebs-
veranderungen, die Nebenwirkungen herkdmmlicher Zytostatika bzw. die
Gesamtbelastung fur den Organismus zu vermeiden oder mindestens stark zu
reduzieren. Nanopartikulare Systeme als Arzneistofftrager werden zunehmend
seit Mitte der 70er Jahre erforscht und in der Praxis getestet. Ein Beispiel hierfur
ist die sogenannte Hitzetherapie zur Bekampfung von beispielsweise
Prostatakrebs. Dabei spielt die passive Anreicherung von Substanzen in
pathogenem Gewebe durch in den Tumor injizierte Nanopartikel eine wichtige
Rolle. Diese Nanopartikel kdnnen mittels elektromagnetischer Energie zum
Schwingen und somit zur Erzeugung von Hitze angeregt werden. Mittels der
erzeugten Hitze wird das krankhafte Gewebe gezielt abgetétet. Dennoch sind
noch viele grundlegende Fragen beziglich der Wechselwirkungen zwischen
Nanopartikel bzw. -kapseln und Zellen offen: Wie missen die Nanospharen bzw.
deren Oberflachen beschaffen sein, um bevorzugt von bestimmten Zellen
aufgenommen zu werden? Besteht die Mdglichkeit, dass Nanopartikel und —
kapseln unerwinschte toxische Reaktionen in Zellen ausldsen? Welche
Nanomaterialien zeigen eine zytotoxische Wirkung? Welche gegenseitigen
Beeinflussungen existieren zwischen Zellen und Nanopartikeln? Die Kenntnis der
biologischen Wirkung von Nanopartikeln und -kapseln hilft, potenzielle

Schadensfalle ausschlieBen und ggf. geeignete Gegenmal3hahmen ergreifen zu
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kénnen. Zu guter Letzt gilt es zudem, die Frage zu beantworten, ob und wie eine

zielgerichtete Applikation funktionieren kann.

Ziel dieser Dissertation war es, die Wechselwirkungen unterschiedlich
modifizierter Nanopartikel, -kapseln mit verschiedenen Zelllinien zu untersuchen.
Bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig aufgeklart sind die Einflisse
von Material, Form, Oberflachenfunktionalisierung und der wéahrend der
Herstellung verwendeten Substanzen, wie z.B. das Tensid, auf die zellulare
Aufnahme. Weiterhin ist das Wissen um zytotoxische Einflisse der zur Synthese
von Nanospharen eingesetzten Materialien insofern wichtig, dass sie wahrend
der nachfolgenden Synthesen vermieden oder verbessert werden kdnnen. Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses verschiedener Modifikationen
von Nanopartikeln und -kapseln auf die zellulare Aufnahme und Zytotoxizitat. Um
diese Frage zu losen, wurden die Parameter systematisch wéahrend der
Herstellung der Nanospharen variiert, so dass die beobachteten Effekte auf die
Veranderung einer Eigenschaft zurickgefihrt werden konnen. In der
vorliegenden Arbeit werden die einzelnen Parameter nacheinander vorgestellt
und ihre Einflusse auf die Nanopartikel-Zelle-Interaktionen untersucht. Zunéachst
wird auf allgemeine Parameter wie Materialalterung und der Einfluss der die
Nanopartikel umgebenden Proteinhille eingegangen. AnschlieBend werden
Parameter wie die Stabilisierung der Nanopartikel mit innovativen Monomeren
und die Form, sowie die Oberflache der Nanopartikel in den Vordergrund gertckt.
Den Abschluss der Zelluntersuchungen bildet die Analyse von Nanospharen mit
einer reduzierten zellularen Aufnahme. Gerade solche Nanosphéaren kénnen fir
spatere gezielte Modifikationen von grolBem Interesse sein. Flr eine gute
Vergleichbarkeit der Studien wurden zwei, fur Zellstudien haufig verwendete
Zelllinien, HeLa-Zellen und hMSCs (human mesenchymal stem cells), eingesetzt.
Zur Untersuchung des Einflusses kristalliner Nanopartikel auf die zellulare
Aufnahme und Zytotoxizitat wurden zusatzlich humane Osteoblasten SaOs-2 auf
Grund deren bekanntliche Praferenz zu kristallinen Oberflachen [1] eingesetzt.
Die Analysen erfolgten mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Laser-Raster-
Mikroskopie.
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2 Theorie

Im folgenden Kapitel wird zunadchst die Synthese und Modifikation von
Nanopartikeln und -kapseln vorgestellt. Anschlie3end wird auf den Aufbau der
Zellmembran eingegangen und die damit verbundenen zellularen Mechanismen

beschrieben.

2.1 Synthese von Nanokapseln und Nanopartikel

Die Herstellung von Nanopartikeln und -kapseln kann auf mehreren Wegen
erfolgen. Fur die vorliegende Arbeit wurden alle Nanopartikel und -kapseln mittels
Miniemulsionspolymerisation und der Losemittelverdampfungstechnik aus
Miniemulsions-Tropfchen hergestellt. Die Prinzipien dieser Techniken werden in

den folgenden Kapiteln naher erlautert.

2.1.1 Miniemulsion

Das Prinzip der Miniemulsionstechnik wurde erstmalig von Ugelstad et al. im
Jahre 1973 publiziert [2]. Seitdem wurde die Technik zur Herstellung von
Partikeln unterschiedlicher Grol3e optimiert und ermdglicht somit eine enorme
Variabilitdt in der Herstellung und Funktionalisierung von Nanopartikeln und -
kapseln. Bei der Herstellung von Nanopartikeln mit dem Miniemulsionsverfahren
werden zunachst zwei nicht mischbare Phasen, eine kontinuierliche Phase
(Phase Il) und eine disperse Phase (Phase I), in einem Gefald vorgelegt (siehe
Abbildung 1). In der kontinuierlichen Phase befindet sich stets das fir die
Stabilisierung der Partikel vorgesehene Tensid. In der dispersen Phase hingegen
befindet sich das Monomer, das osmotische Reagenz und gegebenfalls die
einzubettenden Farb- oder Wirkstoffe. Nach dem Mischen mittels Ruhren
entsteht eine sogenannte Makroemulsion, welche anschlieend hohen
Scherkraften ausgesetzt wird. Wahrend dieses Homogenisierungs-Prozesses
entstehen kleine Tropfchen. Hierbei wird durch die hohe Energie des Ultraschalls

eine  Monodispersitat der Tropfchen erreicht [3]. Dabei verhindert die
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Stabilisierung durch eingesetzte osmotische Reagenzien durch Erhdéhung des
osmotischen Druckes innerhalb der Tropfchen die Ostwald-Reifung, bei der
Ublicherweise, vermittelt durch die Differenz des Laplace-Drucks, ein Materiefluss
von den kleineren Tropfchen zu den grol3eren Tropfchen stattfindet. Der Einsatz
des Tensides und der dadurch erfolgenden gegenseitigen Absto3ung der
Tropfchen verhindert die Koaleszenz (bei der Tropfchen zusammenstoRen und
zusammenflieRen). Fur die Reaktion des Monomers wird im Anschluss die

Polymerisation mittels eines Initiators gestartet (siehe Abbildung 1).

Phase |
Y. e
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\
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: ! %\é %
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] Tensid e  Hydro-/Lipophob [] Kontinuierliche Phase (Phase Il)
*  Farb-/Wirkstoff ] Disperse Phase (Phase |)

Abbildung 1. Graphische Darstellung der Herstellung von Nanopartikeln mittels
Miniemulsion. Nach dem Mischen von Phase | und Il wird die entstandene Makroemulsion
hohen Scherkréften (z.B. Ultraschall) ausgesetzt. Anschlieend erfolgt die Polymerisierung
(Reaktion).

Der Initiator kann dabei schon zuvor der dispersen Phase zugegeben worden
sein oder erst nach der Homogenisierung der kontinuierlichen Phase, so dass
der Initiator in die Tropfchen diffundiert. Die vor der Polymerisierung mit Hilfe der
eingesetzten Tensid-Menge, des Ultraschalls und der Beschallungsdauer [4, 5]
eingestellten Tropfchen-GroRen werden beibehalten [6]. Die Grole der
Nanosysteme betragt dabei 50 bis 500 nm [7]. Bereits gebildete Polymere

kénnen ebenfalls Uber den Miniemulsionsprozess, kombiniert mit der
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Losemittelverdampfungstechnik zu Partikeln vernetzt werden. Hierzu wird das
Polymer in einem Losungsmittel gelost und die Lésung zu einer Miniemulsion
emulgiert. Die Besonderheit bei der Losemittelverdampfungstechnik liegt in der
Tatsache, dass nach dem Homogenisierungsprozess keine Reaktion initiiert wird,
sondern das Losemittel verdampft und wahrend dieses Schrittes die Partikel
gebildet werden. Werden die Nanospharen (Nanopartikel und-kapseln) in einem
nicht-wéasserigen Medium synthetisiert, missen sie anschliel3end in wassrigen
Tensid-Losungen redispergiert werden, um sie fur die Untersuchung biologischer

Systeme einsetzen zu kdnnen.

2.1.2 Modifizierte Formen der Miniemulsion

Die Herstellung von polymeren Nanopartikeln Gber den Miniemulsionsprozess
kann entweder in direkter oder in inverser Miniemulsion erfolgen [8]. Bei der
direkten Miniemulsion liegt eine Ol-in-Wasser-Emulsion und bei der inversen
Miniemulsion eine Wasser-in-Ol-Emulsion vor. Die Auswahl des Wasser zu Ol-
Verhaltnisses, des Tensids und der Temperatur beeinflusst dabei die Art der
Miniemulsion. Als Ol werden verschiedene organische Losungsmittel eingesetzt.
Fiur eine direkte Miniemulsion wird zusatzlich ein Hydrophob, fir eine inverse
Miniemulsion hingegen ein Lipophob als osmotisches Reagenz zur Stabilisierung

der Systeme bendotigt (siehe Abbildung 2).
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Lipophob

* Hydrophob

~~

>~ Organische Phase

Tensid

Abbildung 2: Skizze der beiden Miniemulsion-Typen. A: Direkte Miniemulsion mit
Oltropfchen in Wasser, ausgestattet mit einem Hydrophob und stabilisiert mit einem
Tensid; B: Inverse Miniemulsion mit Wassertropfchen in der organischen Phase,
ausgestattet mit einem Lipophob und stabilisiert mit einem Tensid.

Die Synthese von Nanokapseln mit einem wassrigen Kern erfolgt immer mittels
inverser Miniemulsion. Nanokapseln mit einem Hohlraum im Inneren bieten die

Moglichkeit, Substanzen in geléster Form zum Zielort zu transportieren.

2.1.3 Modifizierung der Nanosphéaren

Fiur unterschiedliche Einsatzgebiete bzw. Fragestellungen zur Erforschung der
Wechselwirkungen zwischen Nanosphéren gqilt es, die hergestellten
Nanosphéaren schon entsprechend wahrend des Herstellungsprozesses zu
modifizieren. Die fir die vorliegende Arbeit verwendeten Modifikationen der

Nanospharen werden im Folgenden naher beleuchtet.
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2.1.4 Funktionalisierung

Die Oberflachenfunktionalisierung der Nanopartikel und —kapseln kann auf
mehreren Wegen erfolgen. Zum einen kann die Funktionalisierung kovalent tber
die Wahl der Monomere und der Comonomere erfolgen. Weiterhin kann dies

adsorptiv tber den Einsatz von Tensiden geschehen (siehe Abbildung 3).

* Fluoreszenz-Farb- oder Wirkstoff

@ Hydrophob

l Tensid

Polymer

Yo

Abbildung 3: Skizze eines mit Hilfe von Polymeren und Tensiden funktionalisierten
Partikels.

Fur die vorliegende Arbeit wurden Nanopartikel mittels Miniemulsion und der
Lésemittelverdampfungstechnik mit unterschiedlichen Monomeren hergestellt. In
diesem Fall wurden Nanopartikel aus Polystyrol (PS), Poly-L-Lactid (PLLA) und
Polymethylmethacrylat (PMMA) hergestellt. Die Strukturformeln sind Abbildung 4

ZU entnehmen.

Abbildung 4: Strukturformeln der verwendeten Polymere. A: Polystyrol; B: PLLA; C: PMMA
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Mit Polystyrol (PS) als Polymer fir Nanopartikel wurden bereits mehrere Studien
zu Nanopartikel-Zell-Interaktionen durchgefihrt [9]. Der Grund liegt darin, dass
es gunstig zu beziehen und gut zu lagern ist. Weiterhin zeichnet es sich durch
eine hohe Haltbarkeit aus und beeinflusst biologische Systeme nicht [10-12].
Aufgrund der Tatsache, dass PS-Partikel nicht biologisch abbaubar sind, eignen
sie sich zudem idealerweise fir Langzeitversuche. Die hohe Hydrophobizitat von
PS vereinfacht den Einschluss von hydrophoben Wirkstoffen. Mit Hilfe der
Oberflachenfunktionalisierung lasst sich die stark hydrophobe Eigenschaft im

Nachhinein verringern.

Poly-L-Lactid (PLLA), ein Polyester der Milchsaure, eignet sich fur die
Herstellung wirkstoffhaltiger Transportsysteme. Die Wirkstoffe kdnnen durch den
Abbau der Polymerkapsel im Zielgewebe freigesetzt werden. PLLA ist ein nicht-
zytotoxisches, bioabbaubares Polymer. Da Milchsdure im menschlichen Kérper
im Schweil3, Blut, Muskelserum, Speichel, in der Niere und in der Galle
vorkommt, gilt PLLA als gut vertraglich fir den menschlichen Organismus.
Weiterhin existieren im Zusammenhang mit PLLA Studien zu Interaktionen von

Partikeln mit biologischen Systemen[13-19].

Polymethylmethacrylat (PMMA), ein hydrophobes Material, gilt ebenfalls als
nicht-zytotoxisch und wird in geringerem Ausmal} als beispielsweise PS auch fur
Studien zu Nanopartikel-Zell-Interaktionen herangezogen [20-24]. Der
Funktionalisierungseffekt der Comonomere in radikalischer
Miniemulsionspolymerisation wird am Beispiel der Carboxyl-Funktionalisierung
mittels  Acrylsdure oder der Aminofunktionalisierung mit Hilfe des
Aminoethylmethacrylat  deutlich. Eine  Oberflachenfunktionalisierung — mit
Phosphonat-Gruppen erfolgt in den meisten Fallen mit Hilfe des Comonomers
Vinylphosphonsaure [25]. Eine Ausnahme stellt die Phosphonat-
Funktionalisierung mit Hilfe von ,Surfmeren® dar, auf die in Kapitel 6.1.6

eingegangen wird [26].

Zur Herstellung der Protein-Nanokapseln wurden verschiedene Proteine

verwendet und die Kapseln mit entsprechenden Tensiden redispergiert. Die
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verwendeten Biomakromolekile waren FCS (engl. Foetal calf serum), BSA (engl.
Bovine serum albumine), ssDNA und Dithiol-ssDNA. Der technisch einfachste
Weg, eine gezielte Oberflachenfunktionalisierung durchzufuhren, ist der Einsatz
stabilisierender Tenside, die nach der Polymerisierung auf der Partikel- oder
Kapseloberflache adsorbiert werden. Dabei kdnnen die Tenside in ionische und
nicht-ionische Tenside unterteilt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde Natriumdodecylsulfat (SDS) als anionisches Tensid,
Cetyltrimethylammoniumchlorid (CTMA-CI) als kationisches Tensid und Lutensol
AT50 (Lut) als nicht-ionisches Tensid verwendet. Die Strukturformeln der Tenside

sind in Abbildung 5 dargestellt.

- HiC & c
O\\ O(J ® ' \NQ > CHs CP
~ ~ g e N P N
P N N, -\/’\\/‘\O /S\\ Na N NS \CH 3

Abbildung 5: Strukturformeln der eingesetzten, stabilisierenden Tenside. A: SDS; B:
CTMA-CI; C: Lutensol AT50, x = Cy5 oder Cy5

Da die verschiedenen Partikeln und Kapseln in biologischen Systemen nur
schwer zu detektieren sind, werden diese mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert.
Bei den in dieser Studie verwendeten Partikeln wurden die hydrophoben
Fluoreszenz-Farbstoffe N-(2,6-Diisopropylphenyl)-perylen-3,4-dicarboximid (PMI)
und Bodipy-2 verwendet. Die Markierung der aus Biopolymeren hergestellten
Nanokapseln aus vernetzten Biopolymeren erfolgte dagegen mit
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Strukturformeln der verwendeten Fluoreszenz-Farbstoffe. A: PMI; B: Bodipy-
2; C: FITC

Der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen zur Detektion von Partikeln oder Kapseln
im Zell-System spielt in den Naturwissenschaften seit jeher eine gro3e Rolle fir
die Untersuchungen der Nanosphéare-Zell-Interaktion [27]. Die Einbindung eines
Fluoreszenz-Farbstoffes kann auf unterschiedliche Art und Weise erfolgen. Zum
einen kann der Farbstoff mittels Adsorption nicht-kovalent an den Partikel
gebunden werden, mittels Copolymerisation (in radikalischer Polymerisation)
einpolymerisiert [28] oder physikalisch eingekapselt werden. Die fur diese Arbeit
verwendeten Fluoreszenz-Farbstoffe lagen nicht-kovalent gebunden (PMI) und
kovalent gebunden (Bodipy-2, FITC) vor.

2.1.5 Polyethylenglykol (PEG)

Polyethylenglykol (PEG), ein Polyether mit der allgemeinen Summenformel
ConHan+20n+1, wird bei der Herstellung von vielen Medikamenten eingesetzt.
Beispielsweise wurden Liposomen, die den Wirkstoff Paclitaxel enthalten,
PEGyliert [29]. Bei anderen wirkstoffhaltigen Substanzen wurde PEG kovalent
angebunden [30]. Die erste Beschreibung der PEGylierung erfolgte in den 70iger

10
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Jahre durch Davies und Abuchowsky [31, 32] und er6ffnete in der Pharmakologie
und Medizin neue Mdglichkeiten. Das diesen Arbeitsschritten zugrundeliegende
Problem ist, dass dem menschlichen Organismus verabreichte Wirkstoffe vom
Korper sogleich als Fremdkorper erkannt und Uber die Leber/Niere eliminiert
wurden. Mit hydrophilem PEG umhiillite Nanopartikel und —kapseln adsorbieren
weniger Proteine und bilden somit eine reduzierte Protein-Corona aus und
werden von Zellen weniger erkannt. Dieser Effekt erhoht die Verweilzeit der
Nanopartikel im Blutkreislauf und fordert den Transport von wirkstoffbeladenen
Nanosystemen zu ihrem Zielgewebe. Durch eine verminderte unspezifische
Aufnahme durch vitale Zellen kann ein passives Targeting in Tumorzellen
erreicht werden [33, 34], d.h. PEGylierte Nanopartikel und -kapseln sind in
hohem Malie resistent gegen die Phagozytose [35]. Die Effekte der PEGylierung
hangen dabei auch vom Molekulargewicht und der Konzentration des PEG auf
der Partikel- oder Kapseloberflache ab [36]. Basierend auf dem Modell von
Szleifer ist die reduzierte Proteinadsorption unter anderem auch auf die PEG-
Kettendichte und -l&ange zurtickzufuhren. Die Reduktion der Proteinadsorption ist
intensiver ausgepragt je dichter die PEG-Ketten auf Oberflachen vorliegen [37].
PEG hat den Vorteil, nur eine geringe Zytotoxizitdt aufzuweisen, die
Biokompatibilitat zu erhéhen und FDA- (,Food and Drug Administration®) gepruft
zu sein. Nachdem mit der Miniemulsionstechnik PEGylierte Polystyrolpartikel
synthetisiert wurden [38], wird im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von
Polystyrol-Partikeln mit unterschiedlich langen PEG-Ketten auf die Zellaufnahme

untersucht.

2.1.6 Formgebung

Eine weitere Mdglichkeit, Nanopartikel zu modifizieren und Einfluss auf die
Nanopartikel-Zell-Interaktionen zu nehmen, bietet die Ver&dnderung der Form. In
der Regel haben die mittels der Miniemulsionstechnik synthetisierten
Nanopartikel eine spharische Form. Studien zu Interaktionen zwischen

spharischen Nanopartikeln und Zellen finden sich in hinreichender Zahl. Studien
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zu formverédnderten Nanopartikeln und deren Zusammenspiel mit verschiedenen
Zelllinien sind dagegen in geringer Zahl vorzufinden und noch verhéaltnismafig
am Anfang [39]. Dennoch ist die Bedeutung dieser Faktoren in den letzten
Jahren als einflussreich auf zellspezifischen Antworten erkannt worden [40-42].
Eine kantige Form der Nanopartikel foérdert deren Aufnahme in Zellen, lasst aber
gleichzeitig auch die Zytotoxizitdt ansteigen [43]. In der Natur verlauft die
Formgebung oder das Wachstum in der Regel anisotrop. Dieser Umstand regte
dazu an, den Einfluss der Form von Nanopartikeln auf deren Aufnahme in
verschiedene Zelllinien und deren Zytotoxizitat naher zu betrachten. Im Rahmen
der Dissertation von (...) am Max-Planck-Institut fur Polymerforschung wurden
Nanopartikel mit einer gestreckten bzw. langgezogenen Form synthetisiert und
sind in der Publikation von Florez et al. beschrieben worden [44]. Die Herstellung
der verstreckten Nanopartikel wird zusatzlich in Kapitel 5.3 erlautert. Eine
weitere Formveranderung von Polystyrol-Partikeln kann durch Kristallisierung
erreicht werden. Hierzu wurden von (...) (Max-Planck-Institut ~ far
Polymerforschung) im Rahmen seiner Dissertation mittels
Losemittelverdampfungstechnik aus Miniemulsionstropfchen kristalline
Nanopartikel mit Hilfe von Styrol-Polymeren mit unterschiedlichen Taktizitaten
(siehe Abbildung 37) hergestellt [45]. Die Aufnahme und die Zytotoxizitat der
kristallinen und verstreckten Nanopartikel in verschiedene Zelllinien wird in dieser

Arbeit beschrieben.
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2.2 Aufnahme von Nanokapseln und Nanopartikel

Auf die mehr dem Bereich der Chemie zuzuordnenden Darstellungen der
Nanopartikel- und Nanokapsel-Produktion mittels Miniemulsion und deren
Modifikationsmaoglichkeiten folgen nun Erlauterungen zu biologischen Aspekten
der Nanopartikel-Zell-Wechselwirkungen. Das Wissen um den allgemeinen
Aufbau einer Zelle bzw. der Zellmembran, den damit verbundenen zellularen
Transportmechanismen und weiteren biologischen Effekten erleichtert das
Verstandnis vom Weg des Nanopartikels innerhalb dieses Systems.

2.2.1 Die Zellmembran

Seit Charles Overton 1895 zum ersten Mal nach verschiedenen Beobachtungen
mit leicht in Zellen gelangenden, fettloslichen Substanzen die Vermutung
auRerte, dass eine biologische Membran aus Lipiden besteht [46], gehort die
Beschreibung einer Zellmembran zum Standartrepertoir naturwissenschaftlicher
Fachliteratur [47-50]. Die Zellmembran von Eukaryonten dient als physikalischer
Schutz und Abgrenzung der Zelle. Sie besteht aus einer 6 bis 12 nm dicken
Phospholipid-Doppelschicht [51], bei der ein Phospholipid-Molekil aus einer
hydrophoben Fettsaure-Seitenkette und einem hydrophilen Kopf aufgebaut ist.
Diese Phospholipid-Doppelschicht enthélt auch Cholesterin, die das von Singer
and Nicolson beschriebene Flissig-Mosaik-Membranmodell ermdglichte [52].
Weiterhin sind in diese Doppelschicht verschiedene Proteine, wie z.B. integrale
Proteine oder Glykoproteine, eingebettet. Desweiteren gehen periphere Proteine
spezifische Wechselwirkungen mit der Zellmembran ein (siehe Abbildung 7). Auf
der extrazellularen Seite der Zellmembran finden sich die Polysaccharide der
Glykokalix, gebunden an einen Teil der Phospholipide. Die Zellmembran hat zum
einen die Funktion, als passive, flr einzelne Komponente semipermeable
Barriere zu fungieren, zum anderen ist die Zellmembran auch fur den aktiven
Transport von Substanzen in die Zelle und umgekehrt zustéandig. Beim passiven
Transport kdnnen H,O, Anionen und Kationen in die Zelle und wieder hinaus

gelangen. Glukose und andere nicht-ionische Komponenten kénnen ebenfalls auf
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diese Art und Weise das Zellinnere passieren. Beim aktiven Transport werden
mit Hilfe von Membranpumpen Natrium-lonen und verschiedene Proteine in die
Zelle, Kalium-lonen und andere Substanzen, wie z.B. Glukose, aus der Zelle
heraus befordert. Diese Methode ermoglicht zusatzlich der Zelle, durch
Koordination des Verhéltnisses zwischen Kationen und Anionen ein elektrisches
Feld aufzubauen. Diese Transportfunktion dient weiterhin der Kommunikation

zwischen den Zellen, zur Beseitigung pathogener Substanzen und dem Schutz

+
L

der Zellverbande.

Glykoprotein

Peripheres Protein

=

Extrazellular

¥ L _F <— Fettsdure-Seitenkette

Phospholipid-
Doppelschicht ™)
Hydrophile polare
Kopfgruppe

’ Zytosolisch
Integrales Protein Proteinkanal

Periphere Proteine

Abbildung 7: Skizze einer typischen zelllularen, eukaryontischen Plasmamembran.

Die zuvor erwahnten integralen Proteine werden auch als Transmembran-
Proteine bezeichnet, durchspannen die Membran haufig sogar mehrfach und
stellen beispielsweise die Membranpumpen fur den aktiven Transport von
Substanzen dar. Die komplexe Ausprégung der Zelloberflache dient neben der
Stabilisierung der Zelle und dem Zusammenhalt der Zellverbdnde auch dem
Erkennen von Substanzen. Mit der Glykokalix interagieren z.B. pathogene
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Keime, wie Viren und Bakterien, mit Rezeptoren beispielsweise Hormone,

Neurosekrete und -transmitter und weiteren Molekilen.

2.2.2 Zellulare Transportmechanismen

Zur Verteidigung des Organismus gegen pathogene Substanzen oder zur
Aufnahme essentieller Bausteine fur das Wachstum werden die jeweiligen
Komponenten wie Makromolekile, Viren oder zellulare Parasiten Uber
membranumhillte Vesikel ins Zellinnere aufgenommen. Feste Komponenten, die
grol3er als 2 um sind wie beispielsweise Bakterien oder Zellbruchstiicke, werden
mittels Phagozytose in sogenannten Phagosomen, grol3ere Mengen
extrazellularer Flussigkeit dagegen mittels Makropinozytose (siehe Abbildung
8.1) von den Zellen aufgenommen. Dabei bilden sich Pseudopodien, welche das
zu endozytierende Objekt festhalten und einschlieBen [53, 54]. Die beiden
Mechanismen Phagozytose und Makropinozytose lassen sich hauptséchlich
biochemisch unterscheiden [53]. Kleinere feste oder flissige Substanzen und in
diesem Zusammenhang auch Nanopartikel oder -kapseln werden demgegeniber
von vielen Zellen aber mittels Endozytose aufgenommen. Die gegebene
Tatsache, dass die Grof3en der eingesetzten Partikel im Bereich zwischen 100
und 500 nm liegen, machen den Aufnahmeweg Endozytose fur diese Arbeit
interessant. Die Aufnahme erfolgt dabei durch als Endosomen bezeichnete
membranumhillten Vesikel. Die Bildung dieser Endozytosevesikel erfolgt dabei
durch die Einstilpung der sich zum Zellinneren hin befindenden Zellmembran,
die Abldsung des neugebildeten Vesikels von der Zellmembran und dessen
Transport ins Zytoplasma in Form von frihen Endosomen, in deren Inneren das
Milieu einen pH-Wert von 6,0 enthélt. Die frihen Endosomen werden zum Teil an
die Zellmembran zurtcktransportiert, um ihren Inhalt in den extrazellularen Raum
zu entleeren (Recycling). Ein anderer Teil der frihen Endosomen entwickelt sich
zu spaten Endosomen (pH 5,0) oder nach Verschmelzung mit Lysosomen zu
sekundaren, Verdauungsenzyme enthaltene Lysosomen. In den Lysosomen ist

das fur die Aktivierung der lysosomalen Enzyme Milieu mit pH 3,8 bis 4,8 saurer
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als im Zytoplasma mit ungefahr pH 7,0 [55]. Hier erfolgt der enzymatische
Verdau und die einzelnen, aufgenommenen Bestandteile, wie z.B. Cholesterin,
werden an ihren Bestimmungsort gebracht [47-49]. Abhangig von den
aufzunehmenden Komponenten und deren Grél3en [56] kann zwischen mehreren

Endozytose-Mechanismen unterschieden werden (siehe Abbildung 8).

1 Dynamin —abhangige Wege

,Lipid-raft‘-abhangige Wege

Abbildung 8: Darstellung verschiedener Endozytose-Wege. 1. Makropinozytose; 2:
Dynamin-unabhangiger und ,,Lipid raft“-abhangiger Weg; 3: Dynamin- und ,,Lipid raft“-
abhangiger Weg; 4: Dynamin-, ,Lipid raft“- und Caveolin-abhéangiger Weg; 5. Dynamin-
und Clathrin-abhangiger Weg. Modifiziert nach Kirkham et Parton [57].

An einer Vielzahl von Endozytose-Mechanismen bzw. den involvierten
Rezeptoren sind auch sogenannte ,Lipid rafts“ beteiligt [58]. Unter ,Lipid rafts*
versteht man dynamische Membrandoménen, die reich an verschiedenen
Lipiden, Cholesterin und Sphingomyelin sind und die sich ggf. zu gréReren ,Lipid
rafts“ zusammenlagern kénnen [59]. Der Dynamin-, ,Lipid raft“- und Caveolin-
abhéngige Weg der Endozytose ist vor allem in den Endothel-Zellen vorzufinden
[60] und zeichnet sich durch die Ausbildung von ca. 60 nm grof3en Einstilpungen

der Zellmembran aus, bei der die sich bildenden Vesikel vom Membranprotein
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Caveolin umgeben werden (siehe Abbildung 8.4). Beim Caveolin-initiierten
Endozytose-Weg werden Objekte bis zu einer GroRe von 80 nm aufgenommen
[56]. Beim Dynamin- und Clathrin-abhangigen Weg der Endozytose (siehe
Abbildung 8.5) werden kugelférmige, auf der Innenseite Clathrin-Proteine
enthaltende Einstilpungen der Zellmembran gebildet, die bei einer
durchschnittlichen Gro3e von 120 nm durch Dynamin abgeschnirt werden [61,
62]. Laut Canton and Battaglia werden beim Clathrin-initierten Endozytose-Weg
bis zu 300 nm grol3e Objekte aufgenommen [56]. Nach AbstoRung der Clathrin-
Proteine wird das betreffende Vesikel zu einem friihen Endosom und durchlauft
dieselben Prozesse wie andere frihe Endosomen. Die Clathrin-vermittelte
Endozytose verlauft deutlich schneller als die Caveolin-vermittelte Endozytose.
Die Abschnirrung der Vesikel erfolgt mit Hilfe von Dynamin unter Verbrauch von
Guanosintriphosphat (GTP). Mittels Inhibitoren kénnen Aufnahmewege gezielt
geblockt werden. Studien zeigen, dass in solch einem Fall andere
Aufnahmewege aktiviert werden [63, 64]. Weiterhin existieren auch Dynamin-
unabhéngige und ,Lipid raft“-abhéngige Wege der Endozytose (siehe Abbildung
8.2) und ebenso Dynamin- und ,Lipid raft“-abhangige Wege der Endozytose
ohne Involvierung von Clathrin oder Caveolin (siehe Abbildung 8.3) [62]. Andere
zellulare Elemente wie Aktin oder das zuvor erwahnte Cholesterin sind dagegen
an allen Endozytose-Prozessen beteiligt [65].

2.2.3 Einfluss der Nanopartikel- und Nanokapselbeschaffenheit auf die
Zellaufnahme

Wie in den vorausgegangenen Kapiteln schon beschrieben wurde, wird die
Aufnahme von Nanopartikeln in Zellen von einer groRen Bandbreite an
unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. Die Anzahl der mdglichen Modifikationen
von Nanopartikeln und —kapseln ist allerdings so grof3, dass in diesem Fall nur
auf eine Auswahl von Partikelmodifikationen und deren Auswirkungen
eingegangen werden soll. An erster Stelle sollte das verwendete Material
erwdhnt werden. Wie schon in Kapitel 3.1.3.1 erwéhnt, hat das eingesetzte

Polymer und dessen Funktionalisierung eine grofe Auswirkung auf die

17



Theorie

Wechselwirkungen zwischen Zelle und Nanopartikel oder -kapsel. Das
eingesetzte Material beeinflusst die Interaktionen mit Serum-Proteinen und auf
diesem Weg daher das Aufnahmeverhalten in die Zelle [66]. Durch das
verwendete Material werden weitere Parameter beeinflusst, wie z.B. der
Glaspunkt [67]. Vom Glaspunkt hangt die zellulare Aufnahme der Nanopartikel
auch ab, da mit sinkendem Glaspunkt die Elastizitdt der Nanopartikel zunimmt
[67]. Ein ebenfalls bekannter Faktor ist die Grof3e der Nanopartikel und —kapseln.
Zum Beispiel werden Partikel, deren Grof3e sich im Bereich von 2 um befinden,
am schnellsten in Form von einer Phagozytose durch die Makrophagen in der
Leber aus dem Blutkreislauf eliminiert [68-70]. Die meisten nicht-phagozytierende
Zelllinien praferieren Partikel, deren Grof3e sich im Bereich von 100 nm bis 10 pm
befindet [71, 72]. Beachtenswert ist ebenfalls die Tatsache, dass die durch den
Durchmesser des Partikels definierte Krimmung die Affinitat zu Proteinen und
somit die Ausbildung einer Protein-Corona beeinflusst [73, 74]. Ein weiterer
Faktor ist die Form der Nanopartikel. Sharma et al. untersuchten den Einfluss der
Partikelform auf zellulare Aufnahme durch Makrophagen [75]. Dabei setzten sie
unterschiedlich modifizierte ellipsoide Partikel ein. Ein Teil der Partikel wurde
langgestreckt und ein anderer Teil rund und flach hergestellt. Fazit der Studie
war, dass die Form der Partikel einen betrachtlichen Einfluss auf die
Phagozytose hat und die bisher hdochste Aufnahmerate bei den runden und
zugleich flachen Partikeln zu verzeichnen war [75]. Diese Ergebnisse bestatigten
die Ergebnisse einer Studie von Doshi et al., in der die Erkennung der Form und
Grol3e von Makrophagen gezeigt wurde [76]. Eine andere Studie, in der langliche
Nanopartikel mit groRen Aspekt-Verhaltnissen eingesetzt wurden, zeigte, dass in
diesem Fall kaum bis keine Phagozytose stattfand [77, 78]. Diese Erkenntnisse
kénnten sich als hilfreich im Kampf gegen beispielsweise den HI-Virus [79] oder
Atherosklerose [80] erweisen, bei denen die Makrophagen die Zielzellen einer
Beeinflussung darstellen. Des Weiteren wird aus dem Bereich der Formvielfalt
auch die kristalline Form von Nanopartikeln und deren Auswirkungen auf die
Nanopartikel-Zell-Interaktionen untersucht. Der Literatur sind diesbezuglich nur
wenige Informationen zu entnehmen, die besagen, dass eine kantige Oberflache

von Nanopartikeln deren Aufnahme in Osteoblasten [1] und andere Zelllinien [43]
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beglnstigt. Auch die Oberflachenfunktionalisierung der Nanopartikel und -
kapseln hat einen betrachtlichen Einfluss auf die Nanopartikel-Zell-Interaktionen
[68, 81-85]. Schliellich ist die Oberflache der eingesetzten Nanopartikel und —
kapseln neben der Gro3e der von den Zellen zuerst ,wahrgenommene® Faktor.
Mit Hilfe der Oberflachenfunktionalisierung lasst sich die Hydrophobizitat der
Partikeloberflache und somit die Starke der Ausbildung einer Protein-Corona
beeinflussen. Frihere Studien zeigten zusétzlich, dass die unterschiedlichen
Funktionalisierungen die Aufnahme der Tragersysteme in Zellen verstarken oder
abschwachen. Aminogruppen- oder Carboxylgruppen-funktionalisierte
Nanopartikel zeigen z. B. eine sehr gute Aufnahme in hMSCs und HelLa-Zellen
[86, 87]. Eine andere Moglichkeit der Einflussnahme auf die Nanopartikel-Zell-
Interaktionen bietet der Einsatz von Tensiden. Die in Kapitel 3.1.3.1 erwéhnten
Tenside SDS, CTMA-CI und Lutensol AT50 ermdglichen eine Steuerung der
Oberflachenladung der Nanopartikel und -kapseln und auf diesem Weg die
Aufnahme ins Zellinnere [86]. Mit Hilfe des negativ geladenen SDS und des
positiv geladenen CTMA-CI lasst sich die zellulare Aufnahme von
Tragersystemen fordern. Das nichtionische, PEGylierte Tensid Lutensol AT50
zeigt in dieser Hinsicht eine Verminderung der Zellaufnahme. Andererseits
kénnen sich die Tenside wahrend der Interaktionen mit den Zellen als zytotoxisch

erweisen und beispielsweise die Zellmembran zerstéren [88].

2.2.4 Protein-Corona

Nanopartikel oder -kapseln, die beispielsweise per vaskularer Applikation in den
Organismus gelangen, gehen unverziglich Interaktionen mit unzahligen
verschiedenen Proteinen ein. Die Ausbildung einer Protein-Schicht auf der
Partikel-Oberflache wird als Protein-Corona (Corona lat., Kranz) bezeichnet. Ihre
Wirkung auf die Zielzellen wird unter anderem von Wechselwirkungen mit den
Proteinen beeinflusst, da durch die Ausbildung einer Protein-Corona das
Gesamtbild des Partikels und dementsprechend auch die biochemische

Eigenschaften veréndert bzw. beeinflusst werden. Umgekehrt beeinflussen die
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Oberflachen-Eigenschaften der Partikel die Interaktionen mit den Proteinen im
umgebenden Medium. Dabei ist die Art und Weise der Interaktionen zwischen
den Partikeln und Proteinen fir die Etablierung zielgerichtet Medikamenten-
transportierender Nanomaterialien von grof3er Bedeutung fur die Medizin und
Pharmakologie [89, 90]. Durch die direkte Steuerung der Protein-Corona-Bildung
lasst sich ggf. die Toxizitat verringern und die Aufnahme-Effizienz in Zelllinien
steigern. Die Steigerung der zielgerichteten Anreicherung von Nanomaterialien in
pathogenem Gewebe dank des EPR-Ph&nomens, der in Kapitel 3.2.5 néher
erlautert wird, erfolgt zum aktuellen Zeitpunkt bevorzugt durch die PEGylierung
(siehe Kapitel 5.4.1). Mit PEG modifizierte Nanopartikel oder —kapseln gehen
weniger bis keine Wechselwirkungen mit den sie umgebenden Proteinen ein.
Zahlreiche Arbeitsgruppen beschéaftigen sich mit dieser Problematik und
entsprechend viel Literatur ist vorzufinden [89, 91-95]. Studien mit Polystyrol-
Partikel mit unterschiedlichen Oberflachenfunktionalisierungen zeigten, dass die
verschiedenen Funktionalisierungen zu verschiedenen Protein-Anlagerungen auf
der Partikeloberflache fiuihrten [96]. Im Rahmen dieser Studie wurde die hochste
Bindungs-Affinitat gegenuber BSA (Bovine serum albumine, aus Kihen
stammendes Serum-Albumin) fir mit Phosphonsaure funktionalisierte
Nanopartikel nachgewiesen. Hydrophobe Partikel neigen beispielsweise stark zu
Wechselwirkungen mit HSA (Humanes Serum-Albumin) [97]. Weiterhin wird eine
Ausbildung einer Protein-Corona um den Partikel herum auch von der
Inkubationszeit, Bindungs-Affinitat der Partikel, dem pH-Wert des Mediums und
weiteren Faktoren beeinflusst [89, 98]. Eine Skizze der Ausbildung einer Protein-
Corona um einen Nanopartikel herum findet sich in Abbildung 9. Die Proteinhille
um die Partikel herum kann durch das Eingehen von Wechselwirkungen mit
anderen, ebenfalls Partikel umhillenden Proteinen zu einer Aggregation der
Partikel fihren. Aggregierte Partikel werden in geringerem Ausmalf bis gar nicht

von verschiedenen Zelllinien aufgenommen [99].
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Abbildung 9: Darstellung der Ausbildung einer Protein-Corona [100].

2.2.5 EPR-Effekt

Das Phanomen der Anreicherung von Makromolekilen, Nanopartikeln und —
kapseln im Tumorgewebe, bezeichnet als EPR-Effekt (engl. enhanced
permeability and retention), wurde im Jahre 1986 erstmalig von Matsumura and
Maeda nach mehreren Versuchsreihen mit markierten Proteinen beschrieben
[101]. Dabei stellten sie fest, dass die markierte Proteine im Tumorgewebe im
Vergleich zum gesunden Gewebe Uberdurchschnittlich haufig anzutreffen waren.
Der hiermit entdeckte EPR-Effekt lasst sich mit einer ,erhdohten Permeabilitat und
Retention” im Tumorgewebe Ubersetzen und wird in zahlreichen Publikationen
erwahnt [102-106]. Dieses Ph&dnomen ermoglicht das passive Drug Targeting, bei
der ein gezielter Medikamententransport zum pathogenen Gewebe erfolgt.
Malignes Tumorgewebe bildet im Gegensatz zu gesundem Gewebe sehr viel
mehr BlutgefaRe mit grolReren Porendffnungen aus. Zusatzlich ist das

Lymphdrainage-System schwacher ausgebildet und das Tumorgewebe
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durchlassiger. Dies fuhrt dazu, dass Makromolekiile und Nanomaterialien leichter
ins Tumorgewebe diffundieren konnen (permeation) und aufgrund des
geschwachten Lymphdrainage-Systems in geringerem Ausmald aus diesem
ausgeschleust werden (retention). Auf diese Art und Weise erfolgt eine passive
Anreicherung der Substanzen im Tumorgewebe (siehe Abbildung 10). Die
Entdeckung des EPR-Effekts bedeutete in der Erforschung des Drug Targetings
einen grol3en Fortschritt. Nun war man in der Lage, Nanomaterialien auf das Ziel,
den EPR-Effekt zu steigern, hin zu modifizieren. Ein Beispiel fur dieses Vorgehen
stellt die in Kapitel 5.4.1 beschriebene PEGylierung von Nanopartikeln oder —
kapseln dar. Durch die PEGylierung wird die Zirkulation der Nanopartikeln oder —

kapseln in den Blutgefaf3en signifikant erhdht.

Nanopartikel

Freigesetzter Wirkstoff /.ﬁ, : ﬁ’ .‘ﬁ . S ‘ﬁ
I R i ﬁ) ‘ﬁ'

Tumorgewebe

Abbildung 10: Darstellung des EPR-Effekts nach vaskuléarer Applikation von Nanopartikeln
[107].

2.2.6 Mechanismen von Nanopartikel-Toxizitat

Wahrend der Studien zur Zellaufnahme unterschiedlicher Nanopartikel und —
kapseln und dem gleichzeitigen Streben nach besseren, leichter zu
produzierenden Materialien fir den Einsatz neuer Tragersysteme im

pharmakologischen und medizinischen Bereich ist die Erforschung der

22



Theorie

zytotoxikologischen Auswirkungen dieser Materialien von grof3er Wichtigkeit.
Mehrere Nanomaterialien werden bereits in der klinischen Praxis eingesetzt,
obwohl deren pathogene Auswirkungen noch nicht hinreichend bekannt sind. Die
Art und Weise, wie ein aufgenommener Nanopartikel oder eine aufgenommene
Nanokapsel zellulare Funktionen bis hin zur Nekrose oder induzierten Apoptose
beeinflussen kann, ist vielfaltig. Ein negativer Einfluss von aufgenommenen
Nanopartikeln ist beispielsweise die Versetzung der Zelle in einen Zustand des
oxidativen Stresses. Jedoch ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht endgultig
bekannt, wie der sich intrazellular befindende Partikel das ROS- (reactive oxygen
species) Niveau erhoht. Nach der Induktion des oxidativen Stresses beginnt die
Zelle gegenzusteuern und verstéarkt die Expression von antioxidativen Enzymen.
Ist der ROS-Level jedoch zu hoch, wirken die antioxidative Enzyme innerhalb der
Zelle kontraproduktiv. Dadurch kénnen der Zellkern inklusive der DNA beschéadigt
[108], die sich in der Zelle befindenden Proteine denaturiert, Lipide peroxidiert
und auf diesem Weg indirekt die Zellmembran beeintrdchtigt und durch die
Freisetzung von Zytokinen Entziindungsreaktionen ausgeldst werden [109]. Fur
Silber-Nanopartikel konnte eine Forderung der Genotoxizitat [108], flr
verschiedenformige Silika-Nanopartikel eine negative Beeinflussung der
Zytoskelett-Organisation [110] nachgewiesen werden. Die Auslosung des
programmierten Zelltods, bekannt unter der Bezeichnung Apoptose, unterliegt
einer Reaktionskaskade und kommt naturlicherweise bei der Embryogenese,
Metamorphose und anderen zellularen Entwicklungsprozessen vor [47, 49]. Die
Apoptose wird ebenfalls bei irreparablen Schaden der Zelle ausgel6st, so dass
die sich bildenden Vesikeln, die apoptotischen Korperchen, von Phagozyten
ohne Freisetzung des zytoplasmatischen Inhalts der zerstorten Zelle
aufgenommen und weiterverarbeitet werden kdnnen. Auch auf zytotoxischer
Ebene kann die Apoptose durch Toxine induziert werden. Dabei lauft der
Apoptose-Prozess auf molekularer Ebene grundsatzlich nach demselben
Mechanismus ab. Verantwortlich fir die Auslésung der Apoptose-Kaskade sind
Proteine bzw. Signalstoffe, die unter der Sammelbezeichnung trophische
Faktoren oder Trophine zusammengefasst werden. Trophische Faktoren, zu

denen beispielsweise der bekannte Nervenwachstumsfaktor NGF (nerve growth

23



Theorie

factor) zahlt, steuern den Wachstums- und Ernahrungszustand der Zellen. In
Abwesenheit von trophischen Faktoren oder durch Blockierung der fur sie
zustandigen Rezeptoren durch Toxine werden die ublicherweise Apoptose
hemmende Proteine an die Membran der Mitochondrien gebunden und bilden
durch Zusammenlagerung neue lonenkanéle in der Mitochondrienmembran.
Durch diesen Prozess wird das sich normalerweise im Intermembranraum der
Mitochondrien befindende Cytochrom-c freigesetzt. Das Cytochrom-c bindet an
zellulare, die Vorstufe des Proteins Caspase-9 bildende Proteine, induziert die
Entstehung des apoptoseférdernden Effektorproteins Caspase-9 und I6st so die
Apoptose verursachende Caspase-Kaskade aus. Die betroffene Zelle beginnt,
sich zusammenzuballen, und das Zytosol schrumpft. Anschlielend wird der
Zellkern fragmentiert und die Zelle zersetzt sich und bildet apoptotische
Korperchen aus [49]. Dieser Mechanismus gewahrleistet, dass der Zell-Inhalt
nicht in den extrazellularen Raum freigesetzt wird, da die Nachbarzellen
ansonsten Schaden nehmen kdonnten. Demgegenuber steht die Nekrose, bei der
die betroffenen Zellen anschwellen, platzen und den intrazellularen,
Entzindungsreaktionen hervorrufenden Inhalt freisetzen [47, 49]. Eine Nekrose

wird in der Regel durch mechanische Verletzungen der Zelloberflache ausgeldst.
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3 Methoden

Die Herstellung neuer, zielgerichteter Transportmittel fur Medikamente zur
Bekampfung von Erkrankungen mit einer Reduktion der unerwinschten
Nebenwirkungen in Form von Nanopartikeln und -kapseln und die Analyse der
Wechselwirkungen zwischen diesen und verschiedenen Zelllinien erfordert den
Einsatz verschiedener Techniken und Assays. Im Folgenden werden diese néher

erlautert.

3.1 Fluoreszenz-Mikrotiter-Platten-Leser

In den letzten Jahren wurde fur die Photometrie- und Fluoreszenzmessungen in
Chemie, Biologie und Medizin immer haufiger der Fluoreszenz-Mikrotiter-Platten-
Leser eingesetzt. FUr die Routineanalytik hat sich der Fluoreszenz-Mikrotiter-
Platten-Leser schon als ein vielseitig einsetzbares und dementsprechend aulRerst
wichtiges Utensil bewéahrt. Das geringe Einsatzvolumen fiihrt zu einem geringen
Reagenzien-Verbrauch, die zahlreichen Wells einer Mikrotiter-Platte zu
schnellen, Ubersichtlichen Messungen und zur Bearbeitung unterschiedlicher
Fragestellungen zur gleichen Zeit, die Moglichkeit der Parallelmessungen zu
einer Erhohung der statistischen Genauigkeit. Das Detektionsgerat fir diese
Mikrotiter-Platten, Fluoreszenz-Mikrotiter-Platten-Leser genannt, bietet ebenfalls
zahlreiche Kombinationsmoglichkeiten. Zum einen lassen sich sowohl die
Fluoreszenz-Intensitaten, als auch die Absorption oder die Lumineszenz messen.
Bei der Messung der Fluoreszenz-Intensitaten sind die Wellenlangen der
Anregungen in der Regel variabel auswahlbar, die Kanéle der Emissions-
Messungen gezielt oder fir eine Scan-Messung flexibel mit einer das
Fluoreszenz-Spektrum zum grofRten Teil abdeckenden Spannbreite einstellbar.
Der fir die nachfolgend beschriebene Studien eingesetzte Fluoreszenz-
Mikrotiter-Platten-Leser Infinite M1000 von Tecan ist ein multifunktionelles
Detektionsgerat mit all den zuvor beschriebenen Eigenschaften. Sein grof3er

Vorteil liegt zudem darin, dass die Wellenlangen-Auswahl fir die Fluoreszenz-
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und Absorptionsmessungen dank des integrierten Monochromator-Systems
(siehe Abbildung 12) flexibel ist.

A: Lichtquelle
B: Kondensor
C: Lochblende
D: Gitter
E: Fiber

Abbildung 11: Aufbau des Monochromator-Systems des Mikrotiter-Platten-Lesers.

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser
verfugt uber zwei integrierte Monochromatorsysteme. Ein Monochromatorsystem
findet seinen Einsatz bei der Anregung und das andere Monochromatorsystem
bei der Spezifizierung der gemessenen Emissionen. Mit Hilfe der
Monochromatore lassen sich definierte Wellenlangen fir die Anregung einstellen
und ebenfalls definierte Wellenlangen messen. Weiterhin konnen die Messungen

innerhalb des Gerats von unten oder von oben erfolgen (siehe Abbildung 12).
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Anregung Emission

v 0

Fiber

Obere Fluoreszenz

Mikrotiter-Platte |_| |_| |_| |_’ Q:I

Untere Fluoreszenz

Fiber

v 0

Emission Anregung

Abbildung 12: Messung der oberen und unteren Fluoreszenz mit Hilfe eines Fluoreszenz-
Mikrotiter-Platten-Lesers. Modifiziert nach [111].

Bei einer Messung von oben kann die Z-Position innerhalb des zu messenden
Wells variabel eingestellt werden. Dies bietet den Vorteil, sowohl auf dem Boden
liegende adhérente Zellen als auch frei schwebende Suspensions-Zellen messen
zu kénnen. Die Messungen erfolgen mit einer hohen Geschwindigkeit, so dass
eine komplette 96 Well-Platte innerhalb von 2 min analysiert werden kann. Trotz
der Geschwindigkeit ist die Sensitivitat der Messungen hoch. Nach einer
Anregung mit einer definierten Wellenlange wird die Emission mittels
Kondensoren geblndelt in ein Fasersystem weitergeleitet (siehe Abbildung 12).
Kondensoren sind Feldlinsen, mit denen das eingehende Licht optimal
aufbereitet und angepasst werden kann. Die zuvor erwahnten Fiber fihren zum
Detektor, wo die empfangenen Wellenlangen in Daten umgewandelt werden.
Dabei kann der Eintrittsspalt bzw. die Lochblende (siehe Abbildung 11) fur die zu

messenden Wellenlangen und entsprechende Bandbreiten so justiert werden,
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dass unspezifische Fluoreszenz ausgeschlossen werden kann. Die Auftrennung

des einfallenden Lichts erfolgt hierbei mittels eines Gitters.

3.2 Durchflusszytometrie

Eine weitere Mdglichkeit fur quantitative Messungen der Partikelaufnahme in
Zellen bietet die Darstellung der Zellen nach Fluoreszenz-Intensitaten mittels
FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter), einer Version der
Durchflusszytometrie. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen grol3e
Probenmengen in verhaltnismafig kurzer Zeit auf unterschiedliche physikalische
Parameter hin analysiert werden. Aus diesem Grund findet diese
Universaltechnologie ein sehr grol3es Einsatzgebiet in der klinischen
Routinediagnostik als auch in den Naturwissenschaften. In der Medizin
ermdglicht die Durchflusszytometrie eine Aufteilung der verschiedenen Blutzellen
(z.B. Rote Blutkérperchen, Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten) zur
Diagnose von beispielsweise Leukamien oder Lymphomen. Im Rahmen dieser
Dissertation wurde die Durchflusszytometrie zur Analyse der Fluoreszenz-
Intensitaten der in verschiedene Zelllinien aufgenommenen Nanopartikel und —
kapseln eingesetzt. Die Zellen werden dabei aus der Zellprobe in einem
Hullstrom eingesaugt und passieren eine Messzelle, in dem sie mit Lasern
unterschiedlicher Wellenlangen angeregt werden. Die Zellen durchqueren dabei
dank der hydrodynamischen Fokussierung innerhalb eines laminaren Stroms die
Messzelle einzeln. Wahrend der Anregung durch die Laserstrahlen wird das von
den Zellen ausgehende Streulicht durch ein optisches System in einzelne
Detektoren und von dort aus per digitale Signalverarbeitung zum Rechner
geleitet. Die Vorwartsstreuung (Forward scatter, FSC), bei der das Licht nur um
20° gestreut wird, zeigt dabei die GroRe, die Seitwartsstreuung (Sideward
scatter, SSC), bei der der Grad der Streuung 90° betragt, hingegen die
Granularitat der Zellen an. Mit Hilfe der anderen Detektoren wird die
Fluoreszenz-Intensitat der einzelnen Zellen in verschiedenen Emissionsfilter

gemessen (siehe Abbildung 13). Dabei erfolgt die Zuweisung der Fluoreszenz fir
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jeden Kanal durch die Fluoreszenzauftrennung mit Hilfe dichroider Spiegel und
Wellenlangen-Filter. Auf diese Art und Weise lassen sich mehrere Eigenschaften

der Zellen (GroR3e, Granularitat, Fluoreszenz) gleichzeitig analysieren.

-
*®

L J
-

Zellprohe

Hiillstrom

P Messzelle

G ﬂ s
Detektore
SSC S
Spiegel FL1
FL2 S
Filter

N

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Messprinzips der Durchflusszytometrie.
Modifiziert nach [112].

3.3 Konfokales Laser-Raster-Mikroskop

Nachdem im Vorfeld quantitative Analyse-Moglichkeiten fluoreszierender Partikel
vorgestellt wurden, ist die Verifizierung derartiger Ergebnisse mittels
bildgebender Verfahren von groRer Wichtigkeit insbesondere bei zellbiologischen
Analysen. Die konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (Confocal laser scanning
microscopy, cLSM) bietet die Mdglichkeit, qualitative Analysen bezlglich der

Lokalisation und Dynamik von Nanosystemen in Zellen durchzufihren. So kann
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geklart werden, ob sich die aufgenommen Nanopartikel oder —kapsel im
Zellinneren oder vielmehr extrazellular befinden, sowie in welche
Zellkompartimente die Nanopartikel beziehungsweise -kapsel bevorzugt
aufgenommen werden. Mit Hilfe des cLSM lassen sich solche Fragestellungen
beantworten. Dabei liegt der Vorteil des cLSM gegeniuber konventioneller
Mikroskopie  bei dem  Bilderstellungsverfahren. Die  konventionelle
Fluoreszenzmikroskopie lasst immer nur eine oberflachliche Betrachtung der
Gesamtfluoreszenz eines Objektes zu. Dies erschwert die qualitative
Differenzierung bezlglich der Lokalisation des fluoreszierenden Objekts.
Demgegeniber ist mittels cLSM und der damit gegebenen Mdoglichkeit, die
konfokale Blende zur Bildung optischer Schnitte einzusetzen, eine prazisere
Lokalisation des fluoreszierenden Objekts innerhalb des Praparats erreichbar.
Der Einsatz von Lasern mit definierten Wellenlangen ermdglicht zudem die
genaue Anregung des zu untersuchenden Objekts. Die Anregung der Probe
erfolgt dabei durch einen fokussierten Laserstrahl in xy-Richtung. Das
emittierende Fluoreszenz-Licht wird mittels einer konfokalen Blende fokussiert
und durch Emissions-Filter zum Detektor weitergeleitet und ermdglicht auf diese
Art und Weise die genaue Detektion des Objekts und deren Lage (siehe
Abbildung 14). Auf Grund der Tatsache, dass mit Hilfe der Lochblende das Licht
aul3erhalb der Fokusebene nicht durchgelassen wird, ist eine genaue Detektion
der gewahlten Fokusebene mdglich (siehe Abbildung 15). Die hierfur
eingesetzten Detektoren sind zumeist Photoelektronenvervielfacher
(Photomultipler, PMTs) und wandeln die Lichtsignale in digitale Signale um. Wird
dieses Verfahren fir mehrere Ebenen innerhalb des Praparats durchgefihrt, ist
nach einer digitalen Verrechnung der aufgenommenen Daten die Erstellung einer

dreidimensionalen Ansicht moglich [50].
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Abbildung 14: Aufbau des konfokalen Laser-Raster-Mikroskops. Modifiziert nach [113].
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Abbildung 15: Schema der Funktionsweise eines konfokalen Laser-Raster-Mikroskops.
Fokussiert wird die grin dargestellte Fokusebene.
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4 Material und Durchfihrung

In diesem Kapitel werden die fir die verschiedenen Zellstudien eingesetzten

Materialien tabellarisch aufgelistet und die Durchfuhrung der unterschiedlichen

Analysearten beschrieben.

4.1 Material

4.1.1 Gerate

-80 °C Gefrierschrank Hera Freeze Top
Absaugpumpe Vacusafe comfort

CLSM Leica SP5 Il mit CW-STED
CyFlow ML, Messprogramm FloMax 2.6
FCS Express V3

Brutschrank Inkubator C200

Pipetten

Plate Reader Infinite M1000

Software i-control 1.6.19.0

Stickstoff Zelltank LS6000

Vortexer Reax Control

Wasserbad

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge 5430

Zellzahlgerat TC10
Sicherheitswerkbank Flow Safe C-[Max Pro]3-130
Pipettierhilfe Accujet Pro

4.1.2 Verbrauchsmaterialien

3-Boden Zellkulturflaschen Nunclon Surface

Costar® 96-well Plate
Eppendorf-Reaktionsgefalle
15 & 50mL Falcon Flasks
Serologische Einmalpipetten
Sterile Pipettenspitzen
Unsterile Pipettenspitzen
Well-Platten fur Zellkultur

Thermo Scientific
IBS Integra Bioscience
Leica

Partec

Partec

Labotect
Eppendorf

Tecan

Tecan
Taylor-Wharton
Heidolph

Memmert
Eppendorf
Eppendorf

Bio-Rad

Berner International
Brand

Nunc

Corning Incorporated
Eppensdorf

Becton Dickinson
Greiner Bio-one
Biozym

Eppendorf

Greiner Bio-one
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Zellkulturflaschen

Greiner Bio-one

FACS Rohrchen 3,5 ml PS Sarstedt

IBIDI Treat 60 um dish IBIDI
4.1.3 Reagenzien

7-Aminoactinomycin-D Sigma

oder Alexis Biochemicals

a-MEM Lonza
CellMask™ Orange Invitrogen
Ciprofloxacin Fluka

DMEM Invitrogen
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma

DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline) Invitrogen
DraQ5 Zellkernfarbstoff Biostatus Limited
FCS Invitrogen
Natrium-Pyruvat Sigma Aldrich
Streptomycin/Penicillin Invitrogen
Glutamax Invitrogen
SDS (Natriumdodecylsulfat), Reinheit >85% Merck
Trypan-Blau (0,4% Lsg.) Sigma Aldrich
Trypsin Invitrogen
Calcein-AM Invitrogen
Propidium-lodid Fluka

4.1.4 Zelllinien

Fur die Zell-Studien wurden verschiedene, etablierte Zelllinien eingesetzt, die auf
Grund ihrer haufigen Verwendung gute Vergleichsmdglichkeiten zu anderen Zell-

Studien zulassen.

4141 HelLa

Weltweit werden fir Zell-Studien bevorzugt Hela-Zellen eingesetzt, unter
anderem um die Vergleichsmoglichkeiten beizubehalten. Diese schnell

proliferierende Zelllinie ist eine der altesten immortalen, humanen Zelllinien [114]
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und wurde aus dem Gebarmutterhalskrebs der 31-jahrigen Afroamerikanerin
Henrietta Laks nach deren Tod am 04. Oktober 1951 etabliert. Auf Grund der
starken Mutationsrate wurden wahrend der Zellstudien alle drei Monate neue
Zellen aus der Master-Zell-Bank aufgetaut und in Kultur genommen. Geliefert
wurden die Zellen zuvor vom DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellen).

4.1.4.2 Humane Mesenchymale Stammzellen (hMSC)

Multipotente Stammzellen wie hMSCs (human mesenchymal stem cells, hMSC)
sind ebenfalls eine fur Zell-Studien beliebte Zellart, die sich durch ein grol3es
Differenzierungspotential auszeichnen. HMSCs lassen sich sowohl in vivo als
auch in vitro in Osteoblasten (Knochenzellen), Chodrozyten (Knorpelzellen) und
Adipozyten (Fettzellen) differenzieren [115]. Die fur die Zellstudien verwendeten
humanen hMSCs wurden aus Knochenmarkaspiraten oder Hiftgelenken mit der
jeweiligen Einwilligung der Spenderperson gewonnen und von der

Ethikkomission der Universitaten Ulm und Freiburg bewilligt.

41.4.3 SaOs-2

Die humane Osteoblasten SaOs-2 (osteogenic sarcoma) wurden 1973 aus dem
Osteosarkom eines 11-jahrigen, kaukasischen Madchens etabliert. Die
Osteoblasten wurden als Vergleich zu den undifferenzierten humanen

mesenchymalen Stammzellen herangezogen.
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4.2 Durchfuhrung

4.2.1 Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C und 5% CO, im Inkubator in
entsprechenden Zellmedien und —kulturflaschen verwahrt. Dem zur Kultivierung
von HelLa-Zellen eingesetzten Zell-Medium Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurden 10% FCS (fetal calf serum,
fotales Kalberserum, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 100 Einheiten Penicilin
pro ml und 100 pgeml™ Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
zugegeben. Die Pflege der HelLa-Zellen umfasste wdchentlich ein dreimaliges
Splitting der Zellkultur. Fur die hMSCs wurde dem Zellmedium Alpha MEM Eagle
Medium (a-MEM, Lonza, Kdln, Deutschland) 20% FCS, 100 Einheiten Penicilin
pro ml und 100 ugeml™ Streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 1 mM
Pyruvat (Sigma, Minchen, Deutschland) und 0,6% Ciprofloxacin (Fluka, Buchs,
Schweiz) zugegeben und die Zellkultur einmal woéchentlich gesplittet. Fur die
Osteoblasten SaOs-2 wurde dem Glutamin-freien Zellmedium Dulbecco’s
Modified Eagles Medium (Dulbecco’s MEM, Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
10% FCS und 1% Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben und

die Zellkultur einmal wochentlich gesplittet.

4.2.2 Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser

Zur Uberprifung und Normierung der Fluoreszenz-Intensitaten der verwendeten
Partikeln wurde die Fluoreszenz-Intensitat der jeweiligen Partikeln mittels
Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser gemessen. Hierzu wurde der zu
untersuchende Partikel mit einem Feststoffgehalt von 75 pgeml™ in DPBS- (ohne
Kalzium und Magnesium) resuspendiert und jeweils 100 pl in eine schwarze
Styrol-Platte mit klarem Boden pipettiert. Als negative Kontrolle wurden 100 pl
DPBS- mitgemessen. Die Messung erfolgte mit den gleichen Exzitations- und
Emissionswerten wie am Durchflusszytometer. Die in dieser Dissertation

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe PMI und Bodipy wurden jeweils mit 488 nm
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angeregt und die Emissionen bei 527 nm gemessen. Um die Daten der
Durchflusszytometrie-Messungen auswerten zu konnen, muissen trotz des
gleichen Fluoreszenz-Farbstoffes aufgrund des Herstellungsprozesses oder der
eingesetzten Polymere unterschiedlich intensiv fluoreszierende Partikel normiert

werden. Die Normierung der eingesetzten Partikel wurde wie folgt erreicht:

NFLpr = FLIpR px * FLIpR ps™
NMFLpy = MFLIgacs px ® NFLpR™
nFLpr: Normierte Fluoreszenzintensitat (Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser)

FLIpr px:  Fluoreszenzintensitat von Partikel x  (Fluoreszenz-Mikrotiter-

Plattenleser)

FLIpr ps: Fluoreszenzintensitat vom nicht-funktionalisierten Polystyrol-Partikel

(Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser)

MFLIracs px: Mittlere Fluoreszenzintensitat von Partikel x (Durchflusszytometrie)
NMFLpx:  Normierte, mittlere  Fluoreszenzintensitat von  Partikel  x

(Durchflusszytometrie)

Zur Erhaltung der normierten Werte wurden zunadchst die Fluoreszenz-
Intensitdten der einzelnen Partikel und eines Standard-Partikels (UPAA1L;
Poly(styrol-c/o-Acrylsaure)-Partikel; Tensid: SDS; Grof3e: 73 nm) als Referenz
gemessen. Schliel3lich wurde jeweils die Fluoreszenz-Intensitat der einzelnen
Partikel mit der Fluoreszenz-Intensitat des Referenz-Partikels verrechnet und der
Normierungsfaktor in einem weiteren Schritt auf die Daten der
Durchflusszytometrie-Messungen ubertragen. Fur die Darstellung der mit Bodipy-
2 beladenen Nanopartikeln und der mit FITC beladenen Nanokapseln wurde die

Normierung wie folgt durchgefihrt:
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NFLpr = FLIpR px * FLIpR NP1
NMFLpy = MFLIgacs_px * NFLpr™
nFLpr: Normierte Fluoreszenz-Intensitat (Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser)

FLIpr px:  Fluoreszenz-Intensitat von Partikel x (Fluoreszenz-Mikrotiter-

Plattenleser)

FLIpr np1: Fluoreszenz-Intensitdt  von  einem  willkurlich  ausgewahlten

Partikel/Kapsel innerhalb der Studie (Fluoreszenz-Mikrotiter-Plattenleser)

MFLIeacs_px: Mittlere Fluoreszenz-Intensitat von Partikel x (Durchflusszytometrie)
NMFLp,:  Normierte, mittlere  Fluoreszenz-Intensitat von  Partikel X

(Durchflusszytometrie)

Fur die vergleichende Analyse aller Partikel hingegen wurden die einzelnen
mittels Durchflusszytometrie gemessenen Fluoreszenz-Intensitaten der mit PMI
beladenen Nanopartikeln auf die mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikrotiter-
Plattenlesers gemessenen Eigenfluoreszenz der einzelnen Partikel nach

folgender Formel normiert:

nMFLpX = (MFL'FAcs_pX ® FLlpR_px_l)'loo
nMFLpy: Normierte, mittlere Fluoreszenz-Intensitat von Partikel x

FLIpr px:  Fluoreszenz-Intensitat von Partikel x (Fluoreszenz-Mikrotiter-

Plattenleser)

MFLIeacs_px: Mittlere Fluoreszenz-Intensitat von Partikel x (Durchflusszytometrie)

Jede Messung erfolgte als Dreifach-Messung und ftr die Verrechnung wurde der

Mittelwert eingesetzt.
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4.2.3 Durchflusszytometrie

Die quantitativen Analysen der Nanopartikel- und Nanokapsel-Aufnahme in
Saugetierzellen und die Zytotoxizitditsmessung wurden mit Hilfe der
Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu wurden die adharenten Zellen zunachst
trypsiniert, vom Boden der Zellkulturflasche gelost, zu jeweils 0,2 « 10° Zellen pro
Well in den Kavitaten (Wells) einer 6-Well-Platte ausgesat und tber Nacht im
Brutschrank inkubiert, damit die Zellen sich wieder auf den Well-Bbden
adharieren konnten. Am 2. Tag wurde den Zellen der Fragestellung
entsprechend Partikel mit einem Feststoffgehalt von 75 pgeml™ zugegeben und
anschlieBend 20 h inkubiert. Auf die Zugabe eines Transfektionsreagenzes
wurde verzichtet. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde erst das
Inkubationsmedium aus einzelnen Wells separat in 15 ml Falcons gesammelt, die
Wells einmal mit DPBS™ gewaschen und schlief3lich 300 pl 0,5% Trypsin in die
Wells gegeben. Nach 8 min hatten sich die Zellen vollzahlig von den Bdden der
Wells gelost und der Trypsinierungsprozess konnte mit 700 pl Zellmedium
gestoppt werden. Die Zellsuspension wurde zu der zuvor gesammelten
Flussigkeit in den 15 ml Falcons gegeben und im Anschluss 4 min bei 450 < g
zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes wurde das Zell-Pellet einmal
mit DPBS™ gewaschen und zentrifugiert. Fur die Analyse der Aufnahme der
Partikel in die Zelllinien wurde nun das jeweilige Zell-Pellet in 1 ml DPBS’
aufgenommen und in ein FACS-Ro6hrchen tberfuhrt. Die Messung der einzelnen
Proben erfolgte mit dem Durchflusszytometer CyFlow ML von Partec und dem
integrierten Messprogramm FloMax 2.6. Jede Probe wurde dreimal unabhangig
gemessen und jeder einzelne Versuch zwei- bis dreimal durchgefihrt. Die mittels
FCS Express V3 erhaltenen Median-Werte wurden manuell in Excel Ubertragen

und weiter ausgewertet.

Fur den Toxizitatstest wurde dem jeweiligen Zell-Pellet im Rahmen der
Zellaufbereitung fur die Durchflusszytometrie-Analyse nach dem letzten Waschen
mit DPBS™ 20 pl 7-AAD und 280 pl DPBS™ zugegeben. Die Inkubation erfolgte fur
15 min im Dunklen. Nach der Inkubation wurde der Zell/7-AAD-Suspension 700
pl DPBS™ zugegeben, die Suspension bei 450 « g 4 min zentrifugiert und der
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Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 1 ml DPBS™ wurde die Zell-Suspension
in FACS-ROhrchen dberfuhrt und die Intensitat des interkalierenden 7-AAD
mittels Durchflusszytometrie Uberprift. Die Anregung des Fluoreszenz-Farbstoffs
7-AAD erfolgte mit 561 nm, die Emissionen wurden im FL6-Kanal (675 nm)
gemessen. Fur lebende Zellen zeigt sich keine Fluoreszenz und je poréser die

Zelle ist, desto intensiver ist die Fluoreszenz-Intensitat (siehe Abbildung 16).

Lebende Zelle . — &
Apoptotische Zelle @ — .

Tote Zelle & — A

~

Abbildung 16: Darstellung der Wirkungsweise des fluoreszierenden DNA-Farbstoffes 7-
AAD.

Dabei wird die Eigenschaft von 7-AAD, nur in Zellen ohne intakte Zellmembran
eindringen zu koénnen, genutzt. Bei apoptotischen Zellen zersetzt sich die
Zellemembran und bei toten Zellen liegt auch die Membran des Zellkerns in
poréser Form vor, so dass 7-AAD hier zwischen die Cytosin- und Guanin-Basen
der DNA interkalieren kann. Dementsprechend variiert die Intensitat der
Fluoreszenz. Nach einer Auswertung der Rohdaten mittels FCS Express V3
wurden die entsprechenden Prozentangaben fur lebende, apoptotische und tote
Zellen angegeben, der Mittelwert mit Standartabweichung ermittelt und die

Zytotoxizitat der jeweiligen Partikel dargestellt.
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4.2.4 Konfokales Laser-Raster-Mikroskop

Fur fluoreszenzoptische qualitative Analysen der Nanopartikel- und Nanokapsel-
Aufnahme in Saugetierzellen mit Hilfe der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie
wurden die adhérenten Zellen zunachst trypsiniert, vom Boden der
Zellkulturflasche geldst, zu jeweils 0,02 « 10° Zellen pro IBIDI ausgesat und uber
Nacht im Inkubator ruhig gestellt, damit die Zellen sich wieder auf den IBIDI-
Bdden ausbreiten konnten. Am 2. Tag wurden den Zellen der Fragestellung
entsprechend Partikel mit einem Feststoffgehalt von 75 pgsml™ zugegeben und
anschlieend 20 h inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen einmal
mit 1 ml DPBS™ gewaschen und schliel3lich mit 1 ml DPBS™ gefullt. Zum Anfarben
der Zellmembran wurde 0,25 ul (= 1,25 pgemi™) CellMaskOrange und fiir den
Zellkern 0,25 upl (= 12,5 pM) DraQ5 dem DPBS" zugegeben. Nach
Resuspendierung des Gemisches erfolgte die bildliche Erfassung mittels der
konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (cLSM SP5 STED Leica Laser Scanning
Confocal Microscope, Leica, Deutschland). Die mit den grin fluoreszierenden
Farbstoffen PMI oder Bodipy-2 versehenen Partikeln wurden bei 488 nm
angeregt und bei 510 bis 540 nm detektiert. Die Emissionen des roten
Membranfarbstoffes CellMaskOrange wurden nach einer Anregung mit 561 nm
im Bereich von 585 nm erfasst. Der Zellkernfarbstoff DraQ5 weiterhin wurde mit
633 nm angeregt und die Emissionen im Bereich von 650 bis 750 nm detektiert.
Die Messungen erfolgten mit einem HCX PL APO CS 63x/1,4-0,6 OI-Objektiv
und folgender Multi-Laser-Kombination: Ar-Laser (A = 488 nm (25%
Laserleistung), 20 mW); DPSS (A = 561 nm, 20 mW); HeNe-Laser (A = 633 nm,
10 mW).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Parameter wie die eingesetzte Polymere, das Alter der Nanopatrtikel, der Einfluss
des FCS-Gehalts im Zellmedium, die Art der Herstellung, die
Oberflachenfunktionalisierung und die Form haben einen nicht zu
unterschatzenden Einfluss auf ihre Aufnahme in verschiedene Zelllinien.
Dennoch entziehen sich die Art der Interaktionen zwischen den Nanopartikeln
und —kapseln und den Zellen und deren Konsequenzen weitgehend unserem
Verstandnis. Im Folgenden wird systematisch die Aufnahme von verschiedenen
Nanopartikeln und —kapseln und deren Wirkung in Saugetierzellen quantitativ
mittels Durchflusszytometrie und qualitativ mittels konfokaler Laser-Raster-
Mikroskopie (cLSM) bestimmt. Dabei werden zunéchst auf allgemeine
Parameter, die die Aufnahme von Nanopartikel in HelLa-Zellen und hMSCs
beeinflussen, eingegangen. Zum einen ist die Materialalterung von
bioabbaubaren PLLA-Partikeln von Interesse, zum anderen der Einfluss des
FCS-Gehalts im Zellmedium auf die Aufnahme von PMMA-Partikeln. Im n&chsten
Schritt wird der Fokus auf den Einsatz verschiedener, neu synthetisierter Tenside
zur Stabilisierung von Nanopartikeln und deren Einfluss auf die zellulare
Aufnahme gelegt. Der Einfluss der Formmodifikationen von Nanopartikeln
hinsichtlich der Verstreckung und Kristallisation von Polystyrol-Partikeln auf die
Nanopartikel-Zelle-Interaktionen ist eine weitere Fragestellung, die im Rahmen
dieser Arbeit behandelt wird. Die Darstellung der experimentellen Studien
abschlieBend werden die zuvor auf Nanopartikeln bezogenen Fragestellungen
teilweise erneut im Zusammenhang mit aus Proteinen hergestellten Biokapseln
und mit PEG-MA (Polyethylenglykol-Methacrylat) untersucht. Das letzte Kapitel
des Ergebnissteiles behandelt eine mit Hilfe einer neu eingefiihrten Datenbank
zur Ubersicht Gber die verwendeten Nanopartikeln eine vergleichende Analyse

aller verwendeten Nanopartikeln mit dem Fluoreszenz-Farbstoff PMI.
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5.1 Allgemeine Parameter, die die =zellulare Aufnahme von
Nanopartikeln beeinflussen

5.1.1 Die Materialalterung von PLLA-Partikel und deren Einfluss auf die
Aufnahme in Zellen

Ein nicht zu unterschatzender Parameter fir die Nanopartikel-Zell-Interaktionen
ist das Alter der eingesetzten Nanopartikel. In dieser Studie wurde zunéachst die
Aufnahme von frisch produzierten, bioabbaubaren PLLA- (Poly-L-Milchséaure,
engl. Poly-L-lactid) Partikeln (RS281frisch) nach einer Inkubation von 20 h bei
einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml™ in HelLa-Zellen und hMSCs untersucht.
Nach einer Lagerung der Partikel fir 4 Wochen bei 4 °C wurde die Untersuchung
unter denselben Bedingungen wiederholt. Da vermutet wird, dass wahrend der
Lagerung bei den PLLA-Partikeln die Hydrolyse einsetzt und dabei
Nebenprodukte  freigesetzt werden, wurde zur Beibehaltung der
Versuchsbedingungen ein Teil der Partikel einer erneuten Dialyse unterzogen
(RS281lalt d.d.). Der andere Teil der Partikel wurde in seinem gegebenen
Zustand belassen (RS281alt). Die Charakteristika der angefiihrten PLLA-Partikel

sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Ubersicht uber die verwendeten PLLA-Nanopartikel. (Synthese der Partikel von
(...) (Max-Planck-Institut fur Polymerforschung Mainz).

Zeta Potential
Bezeichnung Monomer Tensid Dialysiert Durc[r;l rrr;t]esser
¢ [mV]
RS281frisch PLLA SDS -57.3+12.3 Nach Herstellung 132+ 41
RS281alt
PLLA SDS -47.4 +£9.33 Nach Herstellung 131 £ 42
(4 Wochen)
RS281alt d.d. Nach
PLLA SDS -59.9+11.7 Herstellung/nach 4 131 +44
(4 Wochen) Wochen
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Abbildung 17 zeigt TEM-Aufnahmen der verwendeten Nanopartikel. Deutlich ist
zu erkennen, dass die Nanopartikel im Laufe der Zeit einem
Veranderungsprozess unterliegen. Abbildung 17 A zeigt Partikel mit einer
weitgehend gleichméaligen GréRenverteilung. Nach einer vierwdchigen Lagerung
hat die durchschnittliche GroRRenverteilung der Partikel leicht abgenommen (siehe
Abbildung 17 B). Dabei zeigen sich nach einer GrolRenkontrolle mittels der
dynamischen Lichtstreuungsmessung (DLS) keine Unterschiede zwischen den
im ursprunglichen Zustand belassenen (RS281alt) und den nach vier Wochen
erneut dialysierten PLLA-Partikeln (RS281alt d.d.).

Abbildung 17: A: RS281frisch; B: RS281lalt; C: RS281alt d.d. Die Partikel wurden von (...)
(Max-Planck-Institut fir Polymere Mainz) synthetisiert.
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Die Analyse der Aufnahme und Toxizitat der Partikel in HeLa-Zellen und hMSCs
erfolgte  mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Laser-Scanning-

Mikroskopie.

5.1.1.1 Partikelaufnahme und Toxizitat in der Durchflusszytometrie

Die Messungen im Durchflusszytometer zeigen, dass die frisch produzierten
PLLA-Partikel eine hohere Aufnahme in die Zellen zeigen als die 4 Wochen alten
Partikel. Hier zeigt sich, dass eine erneute Dialyse nach 4 Wochen keinen
Einfluss sowohl auf die Aufnahme in die Zellen als auch auf die Toxizitat zeigt.
Die verminderte Aufnahme der 4 Wochen alten Partikeln kdnnte auf die
Reduzierung der Kettenlangen wahrend der Hydrolyse zurtickgefihrt werden.
Dabei steigt durch die Erhéhung der Anzahl von Kettenenden die Hydrophilie und
die zellulare Aufnahme verschlechtert sich. Hydrolyse zuriickzufiihren Auch die
frisch hergestellten PLLA-Partikel weisen keine toxische Wirkung auf die Zellen
auf. Die Aufnahme der PLLA-Partikel in die beiden verwendeten Zelllinien HelLa-
Zellen und hMSCs miteinander vergleichend, lasst den Schluss zu, dass die
PLLA-Partikel von den HelLa-Zellen dreifach intensiver als von den hMSCs
aufgenommen werden (siehe Abbildung 18). Davon abgesehen ist das
Aufnahmeverhalten bei beiden Zelllinien gleich und eine Toxizitat kann fur keine

Zelllinie nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: Aufnahme (A, C) und Viabilitat (B, D) von PLLA-Partikeln unterschiedlichen
Alters in HelLa-Zellen (A, B) und hMSCs (C, D) nach 20 h Inkubation bei einem
Feststoffgehalt von 75 pgeml|™.

5.1.1.2 Partikelaufnahme im cLSM

Zur Verifizierung der mit Hilfe der Durchflusszytometrie-Analyse erzielten
Ergebnisse und auch zum Ausschliel3en von auf der Zelloberflache adsorbierten
Nanopartikel wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie Bilder
reprasentativer Zellen erstellt. Die Bilder bestatigen die vorausgegangenen
Ergebnisse (siehe Abbildung 19). Die frisch hergestellten Partikel RS281frisch
wurden am effizientesten sowohl in die HelLa-Zellen als auch in die hMSCs
aufgenommen. Zudem zeigte sich fir die HelLa-Zellen eine sehr viel starkere
Aufnahme der Partikel als fur die hMSCs. Auf der Zelloberflache adsorbierte

Partikel konnten fir keine Zelllinie identifiziert werden. Die Ergebnisse dieser
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Studie sprechen fur den Einsatz frisch hergestellter Nanopartikel, insbesondere

bei abbaubaren Nanopartikeln wie PLLA-Partikeln.

RS281frisch RS281alt n.d. RS281alt d.

.
20um 75um
D E

Abbildung 19: Intrazellulare Aufnahmen von hMSCs (A-C) und HeLa-Zellen (D-F) nach 20 h
Inkubation mit den Nanopartikeln RS281frisch (A, D), RS281lalt (B, E), RS281alt d.d. (C, F)
bei einem Feststoffgehalt von 75 pgeml™. Die Partikel wurden alle dialysiert, wobei RS281
alt d.d. doppelt dialysiert wurde. Die Zellmembran wurde mit CellMask Orange (Rot) und
der Zellkern mit DraQ5 (Blau) angefarbt. Die Nanopartikel sind grin (PMI) dargestellt.

MSC

HelLa

5.1.2 Einfluss des FCS-Gehalts des Zellmediums auf die Zellaufnahme
von PMMA-Partikeln

Die Studien zu Aufnahmen von Nanopartikeln in verschiedene Zelllinien erfolgt in
der Regel in Versuchsreihen mit eukaryotischen Zellen aus Standard-Zellkulturen
mit standardisierten Zellmedien. Diese enthalten neben Elektrolyte auch
Aminosauren, wichtige Nahrstoffe und Proteine flur die Zellen. Den verwendeten
Zellmedien wird neben speziellen Zusétzen wie zum Beispiel Antibiotika

regelmalig fetales Kalberserum (Fetal calf serum, FCS) zugegeben [100, 116-
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118]. FCS enthélt neben etlichen anderen Aminosauren, Wachstumsfaktoren und
vielen noch nicht identifizierten Proteinen auch Kélberserumalbumin (Bovine
serum albumine, BSA), bei dem von Baier et al. ein Einfluss auf die
Partikelaufnahme in HeLa-Zellen nachgewiesen wurde [96]. Bekannt ist, dass die
Partikel bei Kontakt mit biologischen Medien Interaktionen mit zahlreichen
Proteinen eingehen [98]. Ein Verstandnis fur die Wechselwirkungen zwischen
Proteinen und Nanopartikeln, der Moglichkeiten der Ausbildung von einer
Protein-Hulle (Corona) und deren Einfluss auf die Aufnahme der Partikel in Zellen
ist bei den Untersuchungen zu Zell-Nanopartikel-Interaktionen von grol3er
Bedeutung [90, 119]. Zudem sind die physikochemischen Eigenschaften von
Nanopartikeln in einem reprasentativen Umfeld wie beispielsweise Zellmedien
von groRRer Relevanz fur die experimentelle Situation in vitro. FUr diese Studie
wurde der Einfluss des FCS-Anteils des Zellmediums auf die Aufnahme der von
(...) (Max-Planck-Institut far Polymerforschung Mainz) synthetisierten SDS-
stabilisierten PMMA-  (Polymethylmethacrylat) Nanopartikel mit einem
Durchmesser von 120 nm (Abbildung 20 B) in HeLa-Zellen untersucht.

5.1.2.1 Analyse der Partikelaufnahme mittels Durchflusszytometer

Fur die Untersuchung des Einflusses von FCS auf die Zellaufnahme wurden
FCS-Konzentrationen des Inkubationsmediums von 0 bis 10% eingesetzt, die
Nanopartikel mit einem Feststoffgehalt von 75 pgeml™ 20 h mit den HeLa-Zellen
inkubiert und die Analyse mittels Durchflusszytometer durchgefiihrt. Abbildung 20
A ist zu entnehmen, dass eine steigende FCS-Konzentration des Zellmediums
einen inhibierenden Einfluss auf die Zellaufnahme der Nanopartikel hat. Die
héchste Aufnahme konnte bei einer FCS-Konzentration von 0.05% verzeichnet
werden. Ab einer FCS-Konzentration des Zellmediums von 5% kdnnen bis zu der
FCS-Konzentration des Zellmediums von 10% keine Unterschiede bezuglich der

Aufnahme der PMMA-4-Partikel in HeLa-Zellen erkannt werden.
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Abbildung 20: Aufnahme von PMMA-4-Partikel in HeLa-Zellen nach 20 h Inkubation mit
einem Feststoffgehalt von 75 pgeml™ bei verschiedenen FCS-Konzentrationen des
Inkubationsmediums (A). B zeigt ein TEM-Bild der PMMA-4-Partikel (Ubernommen von
Anita Hocherl). Der GroRRenbalken entspricht 500 nm.

Drescher et al. zeigen bei einer Untersuchung von Silica-Nanopartikeln, dass bei
einer steigenden FCS-Konzentration des Zellmediums die Aggregation der
Partikel und damit einhergehend die Toxizitat fir Fibroblasten steigt [95].
Bezlglich  HelLa-Zellen und  Polystyrol-Partikeln ~ mit  verschiedenen
Oberflachenfunktionalisierungen  konnte nach Zugabe von BSA ins
Inkubationsmedium eine leichte Abnahme der Partikelaufnahme, jedoch kein
Einfluss auf die Toxizitat gezeigt werden [96]. Baier et al. untersuchte weiterhin
die Veradnderung im Durchmesser der eingesetzten Partikel vor und nach der
BSA-Zugabe und konnte zeigen, dass BSA zu einer Grol3enzunahme der Partikel
fuhrt [96]. In diesem Zusammenhang ist zusatzlich bekannt, dass je nachdem,
wie die verschiedenen saure oder basischen funktionelle Gruppen der Polystyrol-
Partikel ausgepragt sind, die Art der Proteine wie zum Beispiel HSA (Humanes
Serumalbumin), IgG und IgM auf der Partikeloberflache beeinflusst werden [98,

120]. Weitere Studien untersuchten die Abhangigkeit des Bindungsverhaltens
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von nichtfunktionalisierten Polystyrol-Partikeln [121] und anderen Partikeln [90]
von der zugegeben BSA-Menge. Die in dieser Untersuchung gezeigte starke
Abnahme der Aufnahme von PMMA-Partikeln in HelLa-Zellen mit steigender
Konzentration des FCS-Gehalts vom Zellmedium lasst vermuten, dass neben
BSA auch andere Proteine in dem FCS-Cocktail eine Interaktion mit den PMMA-
Partikeln eingehen, ihre Aggregation, GroRRenzunahme und
Oberflachenfunktionalisierung in Form von Protein-Coronas beeinflussen. Die
Abnahme der Aufnahmeeffizienz lasst sich vermutlich eher auf die damit
einhergehende GroéfRenzunahme der Polystyrol-Partikel erklaren. Ein weiterer
maoglicher Grund fur die abnehmende Aufnahmerate ist die Konkurrenz zu den

anderen Proteinen oder Nahrstoffen im FCS.
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5.2 Zellaufnahme und Zytotoxizitdt von mit innovativen Tensiden
stabilisierte Nanopartikel

5.2.1 Phosphonat-funktionalisierte Nanopartikel und deren Einfluss auf
die Zellaufnahme und Zytotoxizitat

Im Rahmen der Entwicklung neuer Nanopartikel als Transportelemente fur
biomedizinische Applikationen werden neue Materialien und auch neue
Kombinationsmdglichkeiten von Materialien entwickelt, produziert und hinsichtlich
ihrer Stabilitét, ihrer Affinitdt zu Proteine, Zelloberflachen, ihrer Aufnahme in
verschiedene Zelllinien und ihrer Toxizitat untersucht. Die Entwicklung von
Nanopartikeln bedarf einer Optimierung des Herstellungsprozesses. Fir diese
Studie wurde der Einsatz von ,Surfmeren® (Engl.: surfactant and monomer), von
(...) (Max-Planck-Institut fur Polymerforschung Mainz) neu synthetisierte
Monomere, die den Einsatz von Tensiden zur Stabilisierung der Nanopartikel
wahrend des Polymerisationsprozesses vermeidbar machen, untersucht. Der
Einsatz von Surfmeren hat den Vorteil, den Stabilisierungsprozess wéahrend der
Miniemulsion und die Oberflachenfunktionalisierung der Nanopartikel durch
Vereinigung beider Prozesse in einem Schritt zu erreichen. Wahrend
konventionelle Tenside, wie z.B. Natriumdodecylsulfat (Engl.. sodium dodecyl
sulfate, SDS) oder Natrium-Dodecylphosphonséaure  (Engl.:  sodium
dodecylphosphonic acid, SDP), die Stabilitat der synthetisierten Nanopartikel in
der wassrigen Phase durch Adsorption gewéhrleisten, so dass die Sulfat- oder
Phosphonatgruppen nicht kovalent an die Partikelhtille gebunden sind, werden
Surfmeren wahrend der Polymerisation in die Polymerhulle einpolymerisiert. Sie
stabilisieren aufgrund ihrer Ladung die Nanopartikel elektrostatisch und ihre
funktionellen Gruppen sind nach der Polymerisation kovalent an die Nanopartikel
gebunden. Eine gewinschte Oberflachenfunktionalisierung erfolgt somit mit Hilfe
der Surfmeren wahrend des Polymerisationsprozesses, wahrend nach der
Polymerisation mit konventionellen Tensiden eine Oberflachenfunktionalisierung
in einem weiteren Schritt erfolgen kann. Im Vergleich zu anderen funktionellen
Monomer, wie z.B. Vinylphosphonat, liegen bei der Verwendung von Surfmeren

aufgrund des amphiphilen Charakters die funktionellen Gruppen nahezu
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ausschlie@Blich an der Partikeloberflache vor. (...) (Max-Planck-Institut fur
Polymere Mainz) stellte im Rahmen seiner Doktorarbeit eine Vielzahl von
Phosphonat-funktionalisierten Polystyrol-Partikeln her, die mit Surfmeren
stabilisiert sind [26]. Als Vergleichssysteme wurden Polystyrol-Partikel mit der
niedermolekularen (nicht kovalent angebundenen)
Natriumdodecylphosphonsaure  SDP  stabilisiert.  Um  niedermolekulare
Verbindungen zu entfernen, wurden die Partikel dialysiert (mit ,d“
gekennzeichnet). Die Strukturformeln der eingesetzten neu synthetisierten
Surfmere C11-PET und C12-PET sind Abbildung 21 zu entnehmen.
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Abbildung 21: Strukturformeln der hergestellten ,,Surfmere“ C11-PET und C12-PET.

Eine Ubersicht Uiber die Charakteristika der einzelnen Partikel ist in der Tabelle 2

zu finden.
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Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Phosphonat-funktionalisierten Polystyrol-
Nanopartikel, eingesetzter Initiator war fur alle Partikel V59 (Synthese der Partikel von
Rudiger Sauer).

Bezeichnung | Monomer | Tensid A?é?]"sigis Dialysiert G[rr]tr')rf?]e Erc())sliarc;urkléﬁ)pl%q
PS-1d. Styrol SDP 1.0 Ja 118 0,17
PS-4 d. Styrol SDP 2.0 Ja 98 0,19

PS-4 n.d. Styrol SDP 2.0 Nein 103 0,19
PS-2 d. Styrol %ZT 1.0 Ja 114 0,39
PS-5d. Styrol g]é%r- 2.0 Ja 107 0,51

PS-5 n.d. Styrol I(::’gr 2.0 Nein 114 0,51
PS-6 d. Styrol gjlé:'Ll: 2.0 Ja 112 0,51

Die hergestellten Surfmere (Tabelle 2; PS-2, PS-5, PS-6) bewirken genau wie
das konventionelle Tensid SDP eine Funktionalisierung der
Nanopartikeloberflache mit Phosphonatgruppen. Der Nanopartikel PS-5 ist mit
dem gleichen Surfmer C12-PET, aber dem doppelten Anteil wie der Nanopartikel
PS-2 hergestellt worden. Der Vergleichspartikel PS-4 enthalt ebenfalls den
doppelten Anteil an SDP im Vergleich zu PS-1 und PS-6 wurde mit einem
weiteren Surfmer C11-PET produziert. Im Gegensatz zu den nicht kovalent
gebundenen Phosphonatgruppen nach dem Einsatz von SDP sind die
Phosphonatgruppen nach dem Einsatz von Surfmeren kovalent an die
Partikeloberflache gebunden. Die von Rudiger Sauer synthetisierten Phosphonat-
funktionalisierte  Nanopartikel zeigen optisch eine sehr gleichmaRige
GrolRenverteilung, die auch mittels einer dynamischen Lichtstreuungsmessung
(DLS) bestatigt wurde (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: SEM-Aufnahmen von den synthetisierten Nanopartikeln mit C11-PET (A),
SDP (B) und C12-PET (C) (Bilder wurden von Rudiger Sauer aufgenommen).

Obwohl Phosphonat-funktionalisierte Nanopartikel von groRem Interesse flr
biomedizinische Applikationsstudien, wie beispielsweise die Interaktionen
zwischen den Nanopartikeln und Knochen, sind, sind nur wenige Studien zu
Nanopartikeln mit Phosphonatgruppen auf der Oberflache und deren zellularen
Interaktionen bekannt [64, 96, 122-124]. Die Applikation von kovalent
Phosphonat-funktionalisierten Nanopartikel eroffnet ein neues Gebiet fur die
Entwicklung von neuen, biologisch abbaubaren Partikeln, die durch die
Miniemulsionspolymerisation entwickelt werden koénnen, eine gute zellulare
Aufnahme zeigen und eventuell fir einen gezielten Wirkstofftransport eingesetzt
werden konnen. Wahrend bei der Verwendung von SDP eine Desorption des

Tensides, eine damit einhergehende Destabilisierung der Nanopartikel und damit
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toxische Antworten der Zelle zu erwarten sind, werden bei kovalent eingebauten
Phosphonaten keine negativen Einflisse zu beobachten sein. Nanopartikel mit
kovalent eingebauten Phosphonaten bleiben stabil. Weiterhin sind die kovalent
Phosphonat-funktionalisierten Partikel interessant fur den Einsatz bei der
Entwicklung von metallischen Prothesen mit einer guten Kompatibilitat zum
menschlichen Organismus [125, 126]. Fur die Untersuchung der Partikel-Zell-
Interaktionen ist der Einsatz von Nanopartikeln mit Phosphonatgruppen auf der
Oberflache ohne zytotoxische Eigenschaften ebenfalls von Interesse. Fur die
folgende Untersuchung wurde die zellulare Aufnahme und Zytotoxizitdt von
kovalent und nicht kovalent Phosphonat-funktionalisierenden Nanopartikeln in
zwei verschiedenen menschlichen Zelllinien, einer Gebarmutterhalskrebs-Zelllinie
(HeLa-Zellen) und in hMSCs, untersucht. Die Zellen wurden 20 h mit einer
Konzentration von 75 ug-ml? fluoreszierender PMI-beladener Nanopartikel

inkubiert.

5.2.1.1 Toxizitat der Tenside Natrium-Dodecylphosphonséaure und
Natrium-Dodecylsulfat

Zunachst sollte die Zytotoxizitat des eingesetzten Tensids SDP bestimmt werden.
Der zytotoxische Effekt des Tensids SDP ist im Gegensatz zu dem zytotoxischen
Effekt des Tensids Sodium-Dodecylsulfat (SDS) [127] in der Literatur nicht
bekannt. Die Strukturformeln der beiden Tenside sind Abbildung 23 zu

entnehmen.
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Abbildung 23: Strukturformeln der Tenside Natriumdodecylsulfat (A; SDS) und
Dinatriumdodecylphosphonat (B; SDP).
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Um die toxische HoOchstkonzentration fur das Tensid SDP ermitteln und die
Differenz  zwischen kovalent gebundenen und nichtkovalent gebundenen
Phophonatgruppen nachweisen zu kdnnen, wurde eine vergleichende Analyse
durchgefuihrt und als Referenz das Tensid SDS verwendet. HeLa-Zellen wurden
jeweils 20 h mit verschiedenen Konzentrationen (810 % (0.8 mgsml™) bis 0,4%
(4 pgeml™)) der beiden Tenside SDP und SDS inkubiert und im Anschluss mit
einem fluoreszierenden, membrandurchlassigen Farbstoff fur lebende Zellen
(Calcein) und dem fluoreszierenden, membranundurchlassigen Farbstoff fir tote
Zellen Propidium-lodid gefarbt. Propidium-lodid farbt ausschlief3lich tote Zellen
mit einer instabilen, porosen Zellmembran durch Bindung an die DNA an. Die
Analyse der Fluoreszenz-Intensitaten erfolgte mit dem Fluoreszenz-Plattenleser.
Die Toxizitat liegt fir das Tensid SDP bei einer Konzentration hoher als 1 mgeml™
und firr das Tensid SDS bei einer Konzentration von 0.3 mgsml™. Dies zeigt, dass

SDP eine leicht geringere Toxizitat als SDS aufweist (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Effekt  von verschiedenen Konzentrationen der  Tenside
Natriumdodesylsulfat (SDS) und Natriumdodecylphosphonsdure (SDP) auf die Viabilitéat
(Hellgrau, Farbung mit Calcein) und Toxizitat (Dunkelgrau, Farbung mit Propidium-lodid)
von HelLa-Zellen nach einer 20 stindigen Inkubation. Die Fluoreszenz-Intensitaten der
lebenden und toten Zellen wurden mit einem Fluoreszenz-Plattenleser gemessen.
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5.2.1.2 Partikelaufnahme und Toxizitat im Durchflusszytometer

Die Aufnahme und Toxizitat der Phosphonat-funktionalisierte Nanopartikel wurde
nach einer zwanzigstindigen Inkubation mit dem Durchflusszytometer
gemessen. Die Mittelwerte und Standardabweichungen resultieren aus zwei
unabhangigen Experimenten mit dreifachen Ansatzen. Um die Fluoreszenz-
Intensitaten der einzelnen Partikel miteinander vergleichen zu kdénnen, wurde
eine Normierung auf den Fluoreszenzwert eines ausgewahlten Partikels
durchgefiuihrt (siehe Kapitel 4.2). Der Grund fir die Normierung liegt in der
Tatsache, dass der Fluoreszenzfarbstoff PMI in Polymeren zu einer Aggregation
neigen und wahrenddessen seine Fluoreszenz-Intensitat andern [128, 129] kann.
Die Zytotoxizitat wurde mit Hilfe des Membranfarbstoffs 7-Aminoactinomycin-D
(7-AAD) untersucht. 7-AAD hat die Eigenschaft, nur durch die pordse Membran
apoptotischer oder toter Zellen eindringen zu kénnen. Abbildung 25 A zeigt
ahnliche Aufnahmemuster fir mit Surfmere hergestellte (PS-2, PS-5, PS-6) und
SDP-stabilisierte (PS-1, PS-4) Nanopartikel in HeLa-Zellen. Alle Nanopartikel,
deren detaillierte Partikelbeschreibung der Tabelle 2 zu entnehmen ist, werden
gut von den HelLa-Zellen aufgenommen. Zusatzlich wurde die zellulare
Aufnahme der kovalent funktionalisierten Phosphonat-Nanopartikel PS-5 und der
SDP-stabilisierten, nicht kovalent funktionalisierten Nanopartikel PS-4 vor (n.d.,
nicht-dialysiert) und nach (d., dialysiert) der Dialyse miteinander verglichen. Mit
Hilfe der Dialyse gereinigte Partikel zeigen keine signifikanten Unterschiede bei
der zellularen Aufnahme in Hela-Zellen. Im Gegensatz dazu zeigen die nicht-
dialysierten SDP-stabilisierten Nanopartikel PS-4 n.d. eine ungefahr um dreif3ig
Prozent starkere Aufnahme in die Zellen als die dialysierten SDP-stabilisierten
Nanopartikel PS-4 d. Fur die dialysierten Nanopartikel konnte keine signifikante
Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Die nicht-dialysierten Nanopartikel zeigen
dagegen mit ungefahr 10% eine geringe Toxizitat fur die HelLa-Zellen siehe
(Abbildung 25 B).
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Abbildung 25: Aufnahme (A) und Viabilitdt (B) von Phosphonat-funktionalisierten (PS-2,
PS-5, PS-6) oder mit SDP stabilisierten (PS-1, PS-4) Nanopartikeln in HeLa-Zellen nach 20 h
Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 upgeml™ der fluoreszierenden (PMI)
Nanopartikel. Der Reingehalt der Partikel wird mit d. flr dialysierte Partikel und n.d. fir
nicht-dialysierte Partikel angezeigt. In Klammern ist der Anteil des Tensids dargestellt.

Fur die humanen hMSCs konnte das gleiche Aufnahmemuster mit den kovalent
und nicht-kovalent Phosphonat-funktionalisierten Nanopartikeln nachgewiesen
werden. Insgesamt ist die Aufnahme bei den MSCs deutlich geringer (Abbildung
26 A). Eine Zytotoxizitdt konnte weder flr die dialysierten noch fir die nicht-

dialysierten Partikel gezeigt werden (Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Aufnahme (A) und Viabilitdt (B) von Phosphonat-funktionalisierten (PS-2,
PS-5) oder mit SDP stabilisierten (PS-1, PS-4) Nanopartikeln in hMSCs nach 20 h
Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml™ der fluoreszierenden (PMI)
Nanopartikel. Der Reingehalt der Partikel wird mit d. flr dialysierte Partikel und n.d. fir
nicht-dialysierte Partikel angezeigt. In Klammern ist der Anteil des Tensids dargestellt.

5.2.1.3 Partikelaufnahme im LSM

Zur Beantwortung der Frage, ob die Nanopartikel ins Zellinnere gelangen oder
auf der Zelloberflache adsorbiert werden, wurde die Aufnahme der Nanopartikel
in HeLa-Zellen und hMSCs mit Hilfe von konfokalen Laser-Scanning-Studien
untersucht. Die aufgenommenen Bilder (Abbildung 27) zeigen die Aufnahme der
mit Hilfe von eingesetzten Surfmere Phosphonat-funktionalisierte Nanopartikel
PS-5 d. (C12-PET) und PS-6 d. (C11-PET) nach einer Inkubationszeit von
zwanzig Stunden mit einem Feststoffgehalt der eingesetzten Nanopartikel von 75
ug-mi™ in vesikulare Strukturen und ihre Verteilung im Zytosol von HelLa-Zellen.

Aul3erhalb der Zellen konnten keine Nanopartikel detektiert werden.
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Abbildung 27: Intrazellulare Aufnahmen von HelLa-Zellen nach einer 20 h Inkubation mit
den Nanopartikeln PS-5 d. (A; C12-PET (2.0)) und PS-6 d. (B; C11-PET (2.0)) bei einem
Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l. Die Partikel wurden dialysiert (d.). Die Zellmembran wurde
mit CellMask Orange (Rot) und der Zellkern mit DraQ5 (Blau) angefarbt. Die Nanopartikel
sind grun (PMI) dargestellt.

Abbildung 28 zeigt in einem weiteren Durchgang die Aufnahme der SDP-
stabilisierten (Abbildung 28 A, B, E, F) und mit Surfmere hergestellten (Abbildung
28 C, D, G, H) Nanopartikel in hMSCs (Abbildung 28 A bis D) und HelLa-Zellen
(Abbildung 28 E bis H) nach einer Inkubationszeit von zwanzig Stunden mit
einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml™ im Vergleich. Deutlich ist die starkere
Aufnahme der Nanopartikel in HelLa-Zellen im Vergleich zur Aufnahme der
Nanopartikel in hMSCs zu erkennen. Mit dieser Beobachtung lassen sich die
Daten aus der Durchflusszytometer-Studie bestatigen (Abbildungen 25 und 26).
Die Nanopartikel wurden ins Zytosol der Zellen aufgenommen und liegen

aulRerhalb der Zellen nicht vor.
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Abbildung 28: Intrazellulare Aufnahmen von hMSCs (A-D) und HeLa-Zellen (E-H) nach einer 20 stindigen Inkubation mit den Nanopartikeln PS-1 d.
(A, E), PS-4d. (B, F), PS-2 d. (C, G) und PS-5d. (D, H) bei einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml"l. Die Zellmembran wurde mit CellMask Orange (Rot)
und der Zellkern mit DraQ5 (Blau) angeférbt. Die Nanopartikel sind grin (PMI) dargestellt.
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Die Ergebnisse stimmen mit anderen Studien, bei denen Phosphonat-
funktionalisierte Nanopartikel eine gute Aufnahme in dendritische Zellen [130]
und hMSCs [131] zeigen, ohne einen signifikanten Einfluss auf die Viabilitat der
Zellen zu haben, Uberein. Phosphonat-funktionalisierte Partikel haben zudem
keinen Einfluss auf die Zell-Proliferation und -Aktivitat [131, 132]. Somit konnte
gezeigt werden, dass Partikel mit kovalent angebundenen Phosphonatgruppen
ohne zusatzliche niedermolekulare Tenside eine sehr gute zellulare Aufnahme
zeigen und sehr geeignete Kandidaten fir biomedizinische Anwendungen

darstellen.

5.2.2 Biokompatible, durch HPMA-LMA-Copolymere stabilisierte
Polystyrol- und PLLA-Partikel

Nachdem in dem vorausgegangenen Kapitel der Einfluss von durch Comonomer
kovalent angebundenes Phosphonat auf die zellulare Aufnahme beschrieben
wurde, geht es in diesem Kapitel um die Mdglichkeit der Vermeidung des in
hohen Konzentrationen zytotoxischen Tensids SDS durch Polymer-stabilisierte
Partikel. Dazu wird ein alternatives, biokompatibles und zugleich anionisches
Tensid benotigt, damit die Moglichkeit, in wassrigen Medien zu arbeiten, erhalten
bleibt. Dieses tensidisch wirkende Copolymer sollte zudem vorzugsweise
Eigenschaften nach Ringsdorfs Konzept haben. Das Konzept nach Ringsdorf
besagt, dass verschiedene Komponenten an ein Polymerrickgrat mittels eines
Verbindungsstiicks beziehungsweise Sollbruchstelle gekoppelt werden sollten.
Die Sollbruchstelle gewéahrleistet eine erfolgreiche Freisetzung des eventuell an
das Polymer gekoppelten Medikaments im gewinschten Zielgewebe [30]. Zur
Erreichung dieses Ziels wurden von Annette Kelsch im Rahmen ihrer
Diplomarbeit biokompatible Nanopartikel mit Hilfe der von Duncan et al.
entwickelten Poly-((N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamid (HPMA))-basierten
Tensiden synthetisiert [133-135]. Als hydrophober Block wurde Laurylmethacrylat
(LMA) verwendet, damit die Partikel in der Dispersion stabilisierende, amphiphile
Systeme entstehen. LMA wurde neben der Verwendung fir die Synthese von

Block-Comonomere ebenfalls zur Synthese von statistischen Co-Monomeren
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eingesetzt. Die Strukturformel des synthetisierten Polymers ist Abbildung 29 und

die Partikeleigenschaften der Tabelle 3 zu entnehmen.

Abbildung 29: Strukturformel von
methacrylamid/Laurylmethacrylat (HPMA/LMA).

Poly-((N-(2-hydroxypropyl)

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Nanopartikel, eingesetzter Initiator war fiir alle
Partikel V59 (Synthese der Partikel von Annette Kelsch). Das ermittelte Zeta-Potential lag
im Bereich von -20 bis -40mV.

Nolmnteer:EIZtur Bezeichnung Monomer Copolymer Struktur Grofe [nm]
AK2-5 PS-H/L-b Styrol HPMA/LMA Block 300
AK2-6 PS-H/L-s Styrol HPMA/LMA Statistisch 400
AK2-7 PLLA-H/L-s PLLA HPMA/LMA Statistisch 500
AK2-8 PLLA-H/L-b PLLA HPMA/LMA Block 500-600

P(HPMA)40-
AK2-9 pP-H/L-s | CO-PUMA)O | pppaMA | Statistisch 220

Die HPMA-basierten Tragersysteme haben den Vorteil, dass die Verkapselung

von festen, flissigen, anorganischen, organischen, hydrophile oder hydrophobe

Materialien ermdglichen [136]. Dabei kdnnen komplexe Nanopartikel ausgebildet

werden. HPMA-basierte Tragersysteme werden bereits in der Tumortherapie fur
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meist wasserunlosliche Chemotherapeutika eingesetzt und in der klinischen
Phase Il evaluiert [137]. Der zuvor beschriebene ,EPR-Effekt‘ (Kapitel 3.2.5)
spielt hierbei eine tragende Rolle. Im Rahmen dieser Studie soll die
Biovertraglichkeit des neuentwickelten, alternativen Tensids und deren Affinitat
gegenuber HelLa-Zellen und hMSCs untersucht werden. Die neuartigen,
biokompatiblen, durch HPMA-LMA stabilisierten PS- und PLLA-Nanopartikel
wurden in den Zellversuchen hinsichtlich ihrer Aufnahmerate in HeLa-Zellen und
hMSCs und ihrer Zytotoxizitat analysiert.

5.2.2.1 Partikelaufnahme und Toxizitat im FACS

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde die Aufnahme der verschiedenen
Partikel in HeLa-Zellen und hMSCs quantitativ untersucht. Die dabei zum Einsatz
kommenden Nanopartikel haben entweder eine unterschiedliche Struktur oder
bestehen aus verschiedenen Materialien. Die Partikel PS-H/L-b und PS-H/L-s,
aus Styrol und HPMA/LMA hergestellt, verfigen Uber verschiedene Strukturen.
PS-H/L-b hat eine Block- und PS-H/L-s eine statistische Struktur. Fur die
Herstellung der Partikel PLLA-H/L-s und PLLA-H/L-b kamen PLLA und
HPMA/LMA zum Einsatz. PLLA-H/L-s hat eine statistische und PLLA-H/L-b eine
Block-Struktur. Der Partikel PP-H/L-s besteht nur aus HPMA/LMA und hat eine
statistische  Struktur. Der Einsatz des in die DNA interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoffs 7-AAD ermdglichte zusatzlich die Untersuchung der
Zytotoxizitat. Bis auf den Partikel PS-H/L-s (2-6) zeigen die eingesetzten HPMA-
stabilisierten Partikel eine gute Aufnahme sowohl in HeLa-Zellen (Abbildung 30
A) als auch in hMSCs (Abbildung 30 C). Die hochste Aufnahme in HeLa-Zellen
zeigt der von den eingesetzten Nanopartikeln kleinste Nanopartikel PP-H/L-s.
Dabei scheint in diesem Fall die Partikelaufnahme bei den HeLa-Zellen mehr von
der GroRRe als vom verwendeten Polymer oder Tensid beeinflusst zu werden. Bei
den hMSCs wird die Aufnahme der Partikel ins Zellinnere vermutlich mehr von

den Oberflacheneigenschaften der eingesetzten Partikel bestimmt. Eine
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Zytotoxizitat konnte sowohl fur die HeLa-Zellen (Abbildung 30 B) als auch fur die
hMSCs (Abbildung 30 D) nicht festgestellt werden.
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Abbildung 30: Aufnahme (A, C) und Viabilitéat (B, D) von Nanopartikeln in HeLa-Zellen (A,
B) und hMSCs (C, D) nach 20 h Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml"l.

5.2.2.2 Partikelaufnahme im cLSM

Zur Verifizierung der zuvor mit Hilfe der Durchflusszytometrie erstellten
Ergebnisse wurden Bilder mit dem konfokalen Laser-Raster-Mikroskop (cLSM)
angefertigt. Die cLSM-Bilder bestatigen die im vorangegangenen Kapitel
vorgestellten Ergebnisse. Fur den Partikel PLLA-H/L-s (2-7) zeigt, sich, dass
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dieser inner- und auf3erhalb von Zellen stark mit anderen Partikeln aggregiert
(Abbildung 31 A). Der Partikel PP-H/L-s (2-9) wird von beiden Zelllinien sehr gut
aufgenommen, der Partikel PLLA-H/L-s (2-7) hingegen mehr von den hMSCs.

PLLA-H/L-s PP-H/L-s

HelLa

MSC

Abbildung 31: Aufnahme von Nanopartikel in HeLa-Zellen (A, B) und hMSCs (C, D) nach 20
h Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75ug-m|'1. Die Partikel (PMI) erscheinen griin,
die Zellmembran rot (CellMaskOrange) und der Zellkern blau (DraQ5).

Die Ergebnisse unterstitzen die in der Literatur publizierten Aussagen, nach
denen HPMA-Tragersysteme eine sehr geringe Zytotoxizitat aufweisen und
dementsprechend ein groRes Potential fur biologische Applikationen zeigen
[138]. Ihr Einsatz als Copolymere fordert die Aufnahme in HelLa-Zellen und
hMSCs. Einzig der Polystyrolpartikel PS-H/L-s mit einer statistischen Struktur
wird sowohl von den HelLa-Zellen als auch von den hMSCs in geringem Ausmal3
aufgenommen. Der Polystyrolpartikel mit einer Block-Struktur PS-H/L-b und der

Partikel PLLA-H/L-b werden von beiden Zelllinien gleichermalRen gut
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aufgenommen. Fur weitere Untersuchungen sind Modifikationen der mit
HPMA/LMA stabilisierte Nanopartikel von Interesse, auch um der Uberlegung, ob
die Aufnahme bei den HelLa-Zellen in der Tat von der Grof3e und bei den hMSCs
von den Oberflacheneigenschaften der Partikel beeinflusst werden, nachgehen
zu konnen. Die Ergebnisse mit dem Partikel PP-H/L-s (2-9) zeigen zudem, dass
die nur aus den Polymeren HPMA/LMA bestehenden Partikeln gut von den
HelLa-Zellen und hMSCs aufgenommen werden und somit neue Modelle fir
Applikationsstudien  darstellen  konnten. So  kdonnten  verschiedene
Oberflachenfunktionalisierungen, GrolRenvariationen etc. zur Optimierung der

zielgerichteten Zellaufnahme eingefuhrt werden.
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5.3 Zelle-Nanopartikel-Interaktionen und Zytotoxizitat von
Nanopartikeln mit unterschiedlichen Formen und
Materialeigenschaften

5.3.1 Elongierte und sphéarische Nanopartikel

Wie viele andere Eigenschaften (Oberflachenfunktionalisierung, Polymerhille,
Hydrophobie) [67, 139-141] von Nanopartikeln ist auch die Form ein wichtiger
Parameter fur ihre Interaktionen mit Zellen, z.B. die Endozytose in HelLa-Zellen
[142] und andere Zelllinien, fur die Phagozytose [143] und den Medikamenten-
Transport [144]. Die Form der Nanopartikel ist in den letzten Jahren als ein
alternativer Parameter fur das Design neuer Materialien zur Untersuchung
zellspezifischer Antworten erkannt worden [40-42]. In der Natur finden sich z.B.
bei den Bakterien runde Kokken und ellipsometrische Stabchen. Zudem ist die
Moglichkeit der weiteren Modifikation, wie zum Beispiel die Formgebung,
vorhandener Nanopartikel mit einer abgeschlossenen
Oberflachenfunktionalisierung fur die Wissenschaft von grofem Interesse, da auf
diesem Weg mit einem geringeren Arbeitsaufwand weitere Optionen hinsichtlich
der Nanopartikel-Zell-Interaktionen untersucht werden kdnnen. Zur Untersuchung
der Interaktionen von nichtspharischen Partikeln und verschiedenen Zelllinien
wurden von Christine Herrmann verstreckte Polystyrolpartikel synthetisiert und
die Ergebnisse publiziert [44, 145]. Zur Herstellung von verstreckten, ellipsoiden
Nanopartikeln werden Polystyrolpartikel in eine hydrophile [146] oder hydrophobe
[147] Polymer-Matrix eingebettet und die Matrix fur die mechanische
Deformation, in dieser Studie Streckung, erhitzt und im Anschluss gekuhlt, so
dass die deformierten Nanopartikel wieder aus der Matrix herausgeldst werden
kénnen. Die Dehnung der Filme erfolgt dabei bei einer Temperatur, die deutlich
oberhalb des Glaspunktes (Ty) der Polymere liegt. Dennoch ist der Literatur
bezuglich polymerer anisotroper Nanopartikel in Wechselwirkung mit Zellen
wenig zu entnehmen. Fir diese Studie wurden von Christine Herrmann (Max-
Planck-Institut fur Polymerforschung Mainz) fluoreszierende, sphéarische
Nanopartikel mittels radikalischer Polymerisation in Miniemulsion synthetisiert, in

einem weiteren kontrollierten Schritt in einen PVA- (Polyvinylalkohol) Film

67



Ergebnisse und Diskussion

eingebettet und bei einer Temperatur von 140 °C mechanisch zu
ellipsenformigen Nanopartikeln mit unterschiedlichen Aspekt-Verhaltnissen
(siehe Tabelle 4) gedehnt, wobei die T4-Werte fur die Polystyrolpartikel und PVA
bei 85 °C (aufgrund der Zugabe von Hexadekan im Vergleich zu Polystyrol
(chem. T4 100°C) reduziert) beziehungsweise 60 °C lagen.
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Tabelle 4: Eingesetzter Initiator war fur alle Partikel V59. Die Partikel wurden von Christine Herrmann synthetisiert.

NP5, + T+Ssq Styrol SSNa SDS 191 + 23 84 +9 2.30+0.36 50
NP2 + Styrol SSNa SDS 279 £ 30 70+ 8 4.01 +0.56 100
T+S100
NP2 + Styrol SSNa SDS 381 +47 65+7 5.92 + 0.93 150
T+S150
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Mit dem Aspekt-Verhaltnis wird das Verhdltnis zwischen Lange und Breite des
Objektes beschrieben. Ein Teil der Partikel wurde als Referenz unter den
gleichen Bedingungen, jedoch ohne Streckung, hergestellt. Diese Referenz-
Partikel wurden ihrerseits in zwei Portionen aufgeteilt. Der einen Portion wurde
Natriumstyrolsulfonat (SSNa) zugegeben, die andere Portion dagegen in ihrem
Zustand belassen. Wahrend der Herstellung der verstreckten Partikeln konnte
teilweise SSNa nicht vollstandig einpolymerisiert werden und lag als freies
wasserlosliches SSNa in der Dispersion vor. Aus diesem Grund wurde zunéchst
untersucht, ob SSNa einen direkten Einfluss auf die Aufnahmeeffizienz der
verstreckten Partikel in die Zelllinien und deren Zytotoxizitat hat. Die Schritte vom
Ursprungspartikel NP, bis zu den spharischen und nicht-sphéarischen
Endprodukten lassen sich mit Hilfe von Abbildung 32 nachvollziehen.

]

Einbettung der Nanopartikel Einbettung der Nanopartikel

in einen PVA-Film. in einen PVA-Film.
Temperaturernohung (+T), Temperaturerhéhung (+T),
Keine Dehnung (-S) Streckung (+S)

!
NP,+T-S (-SSNa)
v

Zugabe von
Natriumstyrolsulfonat (SSNa).

!

NP,+T-S (+SSNa)

v V
NP,+T+S5, | NPy+T+S,q, || NP,+T+S,5

Abbildung 32: Darstellung der Herstellung anisotroper Nanopartikel bzw. der Modifizierung
des Partikels NP,. Sso: Dehnung der Nanopartikel um 50%; S;q0: Dehnung der Nanopartikel
um 100%; S;s0: Dehnung der Nanopartikel um 150%. Die Synthese erfolgte durch Christine
Herrmann. Fettgedruckt sind die Bezeichnungen der fir die Studie verwendeten Partikel.
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Die drei nichtspharischen fur diese Studie eingesetzten und nach einer Streckung
der Filme um 50, 100 und 150% erreichten Nanopartikelformen sind in Abbildung
33 dargestellt.

Abbildung 33: REM-Bilder der verstreckten Polystyrol-Partikel. A: NP,+T+Ss; B:
NP,+T+S;q0; C: NP,+T+S;50. Die Bilder wurden von Christine Herrmann angefertigt.

Das Aufnahmeverhalten von spharischen und nichtspharischen Nanopartikeln
wurde im Folgenden quantitativ und qualitativ mit Hilfe von Durchflusszytometrie-

und konfokalen Laser-Scanning-Studien untersucht.
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5.3.1.1 Einfluss der Zugabe von SSNa auf die Partikelaufnahme und
Toxizitat

Zu Beginn dieser Studie ergab sich die Fragestellung, ob die
Oberflachenfunktionalisierung der Nanopartikel mit Sulfonat-Gruppen einen so
starken Einfluss auf die Aufnahme der Nanopartikel in HeLa-Zellen und hMSCs
hat, dass der Einfluss der Partikelform nicht mehr effektiv zu erkennen ist.
Ausschlaggebend fiir diese Uberlegung war der Umstand, dass die Einbettung
der Partikel in die PVA-Matrix sowie die Aufreinigung zu Unterschieden zwischen
den Partikeln NP,+T-S und NP, fiihren, welche wiederum die Zellaufnahme
beeinflussen kodnnen. Ein Unterschied zwischen NP,+T-S und NP, ist
beispielsweise die Menge an SSNa, da SSNa bei der Herstellung von NP> nicht
vollstandig einpolymerisiert wird. Da die Dispersion vor der Einbettung der
Partikel in die PVA-Matrix nicht aufgereinigt wurde, gibt es in dieser Dispersion
noch freies wasserlésliches SSNa. Die Aufreinigung der in einem weiteren Schritt
hergestellten NP,+T-S beinhaltet hingegen mehrere Zentrifugationen und
Redispergierungen in einer Isopropanol/Wasser-Mischung, bei der SSNa entfernt
wird. Diese Umstande fuhren zu unterschiedlichen SSNa-Konzentrationen bei
den Partikeln NP, und NP,+T-S. Zudem war die Toxizitat dieser Partikel fur
HelLa-Zellen und hMSCs nicht bekannt. Im ersten Schritt wurden sphérische
NP,+T-S-Partikel mit (+SSNa) und ohne (-SSNa)
Oberflachenfunktionalisierungen mit Sulfonat-Gruppen hergestellt. Der Partikel
NP»+T-S ohne Zusatz von SSNa (-SSNa) wurde als Referenzpartikel verwendet.
Analysen mittels Durchflusszytometrie ergaben keine Toxizitdt fiur die
eingesetzten Nanopartikel NP,+T-S sowohl fur die HeLa-Zellen (siehe Abbildung
34 B) als auch fir die mesenchymalen Stammzellen (siehe Abbildung 34 D).
Bezuglich der Aufnahme der Nanopartikel konnte fur beide Zelllinien (siehe
Abbildung 34 A und Abbildung 34 C) nach der Zugabe von SSNa im Vergleich zu

dem Referenzpartikel kein signifikanter Einfluss verzeichnet werden.
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Abbildung 34: Aufnahme (A, C) und Viabilitdt (B, D) von den unverstreckten,
warmebehandelten Nanopartikeln NP,+T-S mit (+ SSNa) und ohne (- SSNa)
Natriumstyrolsulfonat in HeLa-Zellen (A, B) und hMSCs (C, D) nach 20 h Inkubation bei
einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml'l.

5.3.1.2 Einfluss der Nanopartikelform auf die Partikelaufnahme und
Toxizitat

Nachdem in einem weiteren Schritt die Nanopartikel NP2 mit Sulfonat-Gruppen
auf der Oberflache um 50% (NP, + T+Ssg), 100% (NP2 + T+S100) und 150% (NP2
+ T+Sis0) mechanisch verstreckt wurden, konnte nach einer Analyse der
Aufnahme dieser Partikel in HeLa-Zellen und hMSCs mittels Durchflusszytomerie
ein deutlicher Einfluss der Form beziehungsweise des Aspekt-Verhaltnisses
beobachtet werden. Mit zunehmendem Anstieg des Aspekt-Verhéltnisses nimmt
die Aufnahme der nichtspharischen Nanopartikel in HeLa-Zellen (siehe Abbildung
35 A) und hMSCs (siehe Abbildung 35 C) kontinuierlich ab. Insgesamt werden
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die nichtspharischen Nanopartikel intensiver von den mesenchymalen
Stammzellen im Vergleich zu den HelLa-Zellen aufgenommen. Ein signifikanter
toxischer Einfluss der nichtsphéarischen Nanopartikel konnte sowohl fur die HelLa-
Zellen (siehe Abbildung 35 B) als auch fur die hMSCs (siehe Abbildung 35 D)
nicht beobachtet werden.
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Abbildung 35: Aufnahme (A, C) und Viabilitat (B, D) von unterschiedlich verstreckten
Nanopartikeln (50%, 100%, 150%) in HelLa-Zellen (A, B) und hMSCs (C, D) nach 20 h
Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml"l.
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5.3.1.3 Partikel-Aufnahmen im cLSM

Zur Verifizierung der Durchflusszytometrie-Studien und zur Lokalisierung der mit
den Zellen interagierenden Nanopartikel wurden Analysen mittels konfokaler
Laser-Scanning-Mikroskopie herangezogen. Zudem sollen fur quantitative
Aufnahme-Analysen eine Aggregation der Partikel und eine starke Anhaftung
dieser an die aulere Zellmembran ohne eine anschlielende Aufnahme ins
Zellinnere vermieden werden. Den aufgenommenen Bildern (siehe Abbildung 36)
ist zu entnehmen, dass die Aufnahme der sphérischen und nichtspharischen
Nanopartikel ins Zytoplasma der Zellen in die Nahe des Zellkerns erfolgt. Auf den

Zelloberflachen konnten keine anhaftenden Nanopartikel festgestellt werden.

75



Ergebnisse und Diskussion

..

Abbildung 36: Aufnahme von un-/verstreckten Polystyrol-Partikeln in hMSCs (A — D) und HeLa-Zellen (E - H) nach 20 h Inkubation bei einem
Feststoffgehalt von 75 pg-ml'l. Die Partikel (Bodipy-2) erscheinen griin, die Zellmembran rot (CellMaskOrange) und der Zellkern blau (DraQ5). A, E:
NP,, B, F: NP,+T+Ss,, C, G: NP,+T+S1gp, D, H: NP,+T+S;5,. GroRebalken: 10 um
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Die erzielten Ergebnisse bestatigen vorausgegangene Untersuchungen, bei
denen zwar andere Polymere verwendet wurden, jedoch auch auf die Form der
Partikel geachtet wurde und spharische Partikel eine bessere Aufnahme in die
Zellen zeigen als nichtspharische Partikel [142, 148, 149]. Zusétzlich konnten
Meng et al. zeigen, dass die Makropinozytose eine grof3e Rolle bei der Aufnahme
der Partikel spielt [149]. In der vorliegenden Studie konnte beobachtet werden,
dass die Steigerung der Partikelaufnahme in die Zellen im Kontext zur Abnahme
des Aspekt-Verhaltnisses unabhangig von der Art der Zelllinie erfolgt. Allein vom
Verhaltnis zwischen Lange und Breite der Partikel ausgehend lasst sich dieser
Trend nicht erklaren. Die bessere Aufnahme von spharischen Nanopartikel in
Zellen im Vergleich zur Aufnahme nicht-spharischer Nanopartikel lasst hingegen
die Vermutung zu, dass die Zellen wahrend des Aufnahmeprozesses die Partikel
vollstandig umhullen missen und dieser Vorgang bei langgestreckten Partikeln
erschwert ist. Im Umkehrschluss zeigt diese Tatsache, dass die Oberflache der
Pole von den Partikeln von grol3er Wichtigkeit ist, insbesondere bei deformierten
Partikeln. Hinzu kommt, dass die Verteilung der funktionellen Gruppen auf der
Partikeloberflache sich nach der mechanischen Streckung wahrscheinlich
verandert. Angesichts dieses Umstandes kann auch die weniger homogene
Verteilung der funktionellen Gruppen auf der Partikeloberflache die Aufnahme in
die Zelle beeinflussen. Der Einfluss der GroRe der Partikel auf die
Makropinozytose, die Clathrin- und Caveolin-abhéngige Endozytose ist von
Rejman et al. hervorgehoben worden. Die Vesikel unterliegen einem Grof3enlimit
[150]. Die Form der Partikel hat somit neben der Chemie einen betrachtlichen
Einfluss auf die Zellaufnahme. Erwdhnenswert ist in diesem Zusammenhang die
Studie von Moller et al., in der gezeigt wurde, dass Makrophagen ellipsoide
Escherichia coli-Bakterien immer vom Pol her aufnehmen [151]. Vermutlich ist
derselbe Aufnahme-Effekt bei den HeLa-Zellen und hMSCs vorhanden.
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5.3.2 Kristalline Nanopartikel

Tenside, Co-Monomere und deren Einfluss auf die Nanopartikelaufnahme in
HelLa-Zellen und hMSCs wurden in den vorausgegangenen Kapiteln behandelt.
Weitere mogliche Kriterien fur die Partikelaufnahme in verschiedene Zelllinien
sind auch die Form und die Taktizitat des verwendeten Polymers, in diesem Fall
Polystyrol (siehe Abbildung 37). Dabei ging der Studie die Uberlegung voraus,
dass in der Natur bei lebenden Organismen hé&ufig anisotrope oder kantige
Formen vorzufinden sind. Diese Tatsache inspirierte die Wissenschaft dazu,
anisotropes Nanomaterial, fir diese Studie kristalline Nanopartikel aus
syndiotaktischem Polystyrol, herzustellen [45]. Fir Vergleichsstudien war
isotropes Material notwendig und wurde fur diese Studie mit Nanopartikeln aus
ataktischem Polystyrol durchgefiihrt. Der Literatur sind nur sehr wenige
Informationen beziglich der Aufnahme von kristallinen Polystyrolpartikeln in
verschiedene Zelllinien zu entnehmen. Dagegen ist die gute Aufnahme von
anorganischen Hydroxylapatit-Partikel, die Uber eine kristalline Oberflache
verfugen und im biomedizinischen Bereich vor allem fir orthopédische
Applikationen eingesetzt werden, in Osteoblasten bekannt [1]. Uber die
Osteoblasten ist zudem bekannt, dass ihre Partikelaufnahme stark von der
Oberflachen-Chemie, -Energie und -Topografie der eingesetzten Partikel
beeinflusst wird [152-158]. Aus diesem Grund wurden fur diese Studie auch die
Osteoblasten-Linie SaOs-2 eingesetzt und deren Zusammenwirken mit den

kristallinen Polystyrol-Partikeln untersucht.
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Abbildung 37: Zwei Darstellungen der moglichen Taktizitdten von Polystyrol. Beim
ataktischen Polystyrol zeigen die Reste eine willkirliche Anordnung, beim
syndiotaktischen Polystyrol sind sie dagegen gleichmafig abwechselnd ausgerichtet.

Fur die nachfolgend dargestellten Studien wurden amorphe Polystyrolpartikel
aus ataktischem Polystyrol (aPS) und kristalline Polystyrol-Partikel aus
syndiotaktischem Polystyrol (sPS) verwendet und deren Aufnahme und
Zytotoxizitat in HelLa-Zellen, hMSCs und Osteoblasten SaOs-2 mit Hilfe der
Durchflusszytometrie untersucht und anschlieBend mittels konfokaler Laser-
Raster-Mikroskopie verifiziert. Ein Teil der Partikel (RS204, RS205) wurde Uber
die LoOsemittelverdampfungs-Technik hergestellt. Nach der Bildung der
Nanopartikeln wurde dabei das Chloroform bei 40 °C verdampft und auf diesem
Weg die Partikel isoliert. Bei einem anderen Teil der Probe wurde die Lésung
ruhen gelassen, bis die Phasenbildung abgeschlossen ist und sich die
Chloroform-Lésung und die wassrige Phase wieder deutlich voneinander
unterscheiden lassen. AnschlielRend wurden Partikeln aus der wassrigen Phase
getrennt (RS200, RS201) [45]. Die Eigenschaften der eingesetzten, von (...)
(Max-Planck-Institut fir Polymerforschung Mainz) synthetisierten Nanopartikel
sind der Tabelle 5 zu entnehmen. Die synthetisierten Partikel zeigen eine
weitgehend homogene GrofRenverteilung und eine gleichmaRig spharische Form
(siehe Abbildung 38).
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die verwendeten kristallinen und nicht-kristallinen Polystyrol-Nanopartikel. Eingesetzter Initiator war fur alle Partikel V59
und das Tensid SDS (Synthese der Partikel von (...) (Max-Planck-Institut fir Polymerforschung Mainz). Das ermittelte Zeta-Potential lag im Bereich
von -20 bis -40mV. sPS: syndiotaktisches Polystyrol; aPS: ataktisches Polystyrol. RS200 und RS201 wurden nach der Miniemulsion der wassrigen
Phase entnommen; bei der Herstellung von RS204 und RS205 wurde Chloroform verdampft.

-20 - -40 Phasen-Separation
RS201 Styrol SDS 0 -20 - -40 143 aPS Phasen-Separation
RS204 Styrol SDS |60 -20 - -40 134 SPS #iﬁmte"vefdampfung&
RS205 Styrol SDS |0 20 - -40 137 aPS Losemittel-verdampfungs-

Technik
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Abbildung 38: TEM-Aufnahmen der verwendeten Partikel. A: RS200 (sPS); B: RS201 (aPS);
C: RS204 (sPS); D: RS205 (aPS). RS200 und RS201 wurden mittels Phasen-Separation und
RS204 und RS205 mittels Lésemittelverdampfungs-Technik hergestellt. Die Bilder wurden
von Roland Staff erstellt.

Petersen et al. zeigten bei Studien mit kristallinen Lipid-Partikeln und
Fibroblasten, dass die Oberflache der Partikel einen groRen Einfluss auf die
Zytotoxizitat und Aufnahme der Partikel in die Zellen ausibt [43]. Je eckiger
beziehungsweise verwinkelter die Partikel sind, desto starker ist die Aufnahme in
die Zellen. Allerdings steigt laut Petersen et al. auch die Toxizitat der Partikel mit
zunehmender Kristallinitat fir die Fibroblasten [43]. Ziel der vorliegenden Studie
ist die Untersuchung der Aufnahme von kristallinen Polystyrol-Partikel in
verschiedene Zelllinien (HeLa-Zellen, hMSCs, Osteoblasten SaOs-2) hinsichtlich

des Einflusses der Kiristallinitat. Weiterhin wurde parallel untersucht, ob die
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Taktizitat des eingesetzten Polystyrols und ob die Herstellungsmethode wahrend
der Miniemulsion einen Einfluss auf die Aufnahme der Partikel in die Zelllinien

und deren Zytotoxizitat hat.

5.3.2.1 Partikelaufnahme und Toxizitat im FACS

Die Aufnahme der kristallinen Polystyrol-Partikel und deren Zytotoxizitat wurden
mit Hilfe der Durchflusszytometrie nach einer vorausgegangenen Farbung der
Zellen mit 7-AAD untersucht. Die Zellen wurden 20 h mit einem Feststoffgehalt
von 75 pgeml-1 an Partikeln inkubiert. Die kristallinen Polystyrol-Partikel zeigen
insgesamt eine gute Aufnahme in den verschiedenen Zelllinien. Abbildung 39 A
ist zu entnehmen, dass zum einen die syndiotaktischen, kristallinen Polystyrol-
Partikel besser aufgenommen werden als die ataktischen Polystyrol-Partikel.
Weiterhin zeigen die Polystyrol-Partikel, die nach der Herstellung mittels
Miniemulsion der wassrigen Phase entnommen wurden (Phasenseparation;
RS200, RS201), eine starkere Aufnahme in die HelLa-Zellen als die Partikel, die
nach der Verdampfung des Chloroforms wahrend des Herstellungsprozesses
verfligbar waren (RS204, RS205). Im Vergleich zur Negativ-Kontrolle konnte
keine signifikante Zytotoxizitat festgestellt werden (siehe Abbildung 39 B).
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Abbildung 39: Aufnahme (A) und Viabilitat (B) von nicht-/kristallinen PS-Partikeln in HeLa-
Zellen nach 20 h Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l. sPS =
syndiotaktisches PS; aPS = ataktisches PS; k. = kristallin; n.k. = nicht kristallin. RS200 und
RS201 wurden mittels Phasenseparation, RS204 und RS205 mittels
Losemittelverdampfungs-Technik hergestellt.

Fur die humanen hMSCs (siehe Abbildung 40 A) und den Osteoblasten SaOs-2
(siehe Abbildung 40 C) konnten in einem leicht geringeren Ausmald das gleiche
Aufnahmeverhalten wie bei den HelLa-Zellen (siehe Abbildung 39 A) beobachtet
werden. Eine Zytotoxizitat konnte fir beide Zelllinien nicht ausgemacht werden
(siehe Abbildungen 40 B und D).
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Abbildung 40: Aufnahme (A, C) und Viabilitat (B, D) von kristallinen PS-Partikeln in hMSCs
(A, B) und SaOs-2-Zellen (C, D) nach 20 h Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75
ug-ml'l. sPS = syndiotaktisches PS; aPS = ataktisches PS; k. = kristallin; n.k. = nicht
kristallin. RS200 und RS201 wurden mittels Phasenseparation, RS204 und RS205 mittels
Losemittelverdampfungs-Technik hergestellt.

5.3.2.2 Partikelaufnahme im cLSM

Zur Verifizierung der Durchflusszytometrie-Ergebnisse wurden in einem weiteren
Schritt konfokale Laser-Raster-Mikroskopie-Bilder von den drei eingesetzten
Zelllinien und den verschiedenen kristallinen Polystyrol-Partikeln erstellt. Hierzu
wurden die Zellen ebenfalls 20 h mit kristallinen Polystyrol-Partikeln mit einem
Feststoffgehalt von 75 pgeml™ bei 37 °C inkubiert (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 41: Aufnahme von kristallinen Polystyrol-Partikel in hMSC- (A — D), HeLa- (E - H) und SaOs-2- (I = L) Zellen nach 20 Stunden Inkubation

bei einem Feststoffgehalt von 75pg-m|’l. Die Partikel (PMI) erscheinen griin, die Zellmembran rot (CellMaskOrange) und der Zellkern blau (DraQ5).
A, E, I: RS200; B, F, J: RS201; C, G, K: RS204; D, H, L: RS205.
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Die Fluoreszenzaufnahmen in Abbildung 41 zeigen, dass die kristallinen
Polystyrol-Partikel eine gute Aufnahme in die verschiedene Zelllinien zeigen. Auf
den Bildern sind keine auf der Zelloberflache anhaftenden Partikel zu erkennen.
Interessanterweise zeigt die den in den Partikeln vorhandenen Farbstoff PMI
signalisierende grine Fluoreszenz insbesondere innerhalb der humanen
Mesenchymalen Stammzellen eine diffuse Prasens im Zytosol (siehe Abbildung
41 A-D), was die Vermutung zulasst, dass die Freisetzung des fluoreszierenden

Farbstoffs schon nach 20 h eingetreten ist.

Insgesamt lasst sich nach dieser Studie resumieren, dass die Form und
Oberflachenbeschaffenheit der eingesetzten Nanopartikel keinen aufféalligen
Einfluss auf die Aufnahmekinetik fur Zellen und die Zytotoxizitdt hat. Die
Aufnahmeeffizienz ist bei allen eingesetzten Nanopartikeln gut ohne auffallige
Unterschiede. Damit wird mit Hilfe dieser Studie die Studie von Petersen et al.
insofern bekraftigt, dass eckige Nanopartikel von den HelLa-Zellen und hMSCs
gut aufgenommen werden [43]. Jedoch konnten keine signifikante Verbesserung

der Aufnahme gegenuber nicht-kristallinen Partikeln verzeichnet werden.
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5.4 Nanosysteme mit reduzierter zellulare Aufnahme

5.4.1 PEGylierung von Polystyrolpartikel, Modifizierung mit
verschiedenen Tensiden und der Einfluss auf die zelluldre
Aufnahme

Die Etablierung von unterschiedlich modifizierten Nanopartikeln in der
Nanomedizin, zum Beispiel fir einen zielgerichteten Medikamententransport,
stellt ein sehr breites Untersuchungsfeld dar. In diesem Zusammenhang zeigte
sich schnell das Problem, dass die Zellen des mononuklearen
Phagozytensystems (MPS) rasch eingreifen und die Partikeln aus dem Blutstrom
eliminieren [159, 160]. Dabei gilt es, das Problem der Eliminierung der
Nanopartikeln aus dem Blutkreislauf zu umgehen, bevor die Nanopartikel in das
Zielgewebe, beispielsweise Tumorgewebe, gelangen kénnen. Alle Partikel, die in
ein biologisches System gelangen, kommen unmittelbar in Kontakt mit einer
Vielzahl von Proteinen [98], und im Blutkreislauf werden Nanopartikel mit Protein-
Coronas sehr schnell durch die Phagozytose der Makrophagen entfernt, bevor
sie das pathogene Gewebe erreichen [119, 161]. Als besonders hilfreich erwies
sich hierbei die Erkenntnis, dass die Phagozytose mit hoher Wahrscheinlichkeit
durch die adsorbierten Proteine vorangetrieben wird [162-164]. Somit ist es ein
grundsatzliches  Ziel, die unspezifische Proteinadsorption auf der
Partikeloberflache zu reduzieren. Dieser Prozess lasst sich mit der Modifizierung
von Partikeln mit hydrophilen Molekilen auf der Partikeloberflache umgehen. Die
Zellerkennung und darauffolgende Phagozytose ist ausgepragter bei
hydrophoben Oberflachen [165-167]. Die stark hydrophilen Polyethylenglykol-
Ketten auf den Oberflachen der fir diese Studie verwendeten PEGylierten
Partikel bilden eine Barriere gegen die Proteine im umgebenden Medium, indem
die Ausbildung einer Protein-Corona minimiert wird. Eine Moglichkeit hierzu
bietet der Einsatz von Polyethylenglykol (PEG) zur Oberflachenmodifizierung der
Nanopartikel. In einer radikalischen Polymerisation konnen PEG-Ketten Uber
Polyethylenglykol-Methacrylat (PEG-MA) als Comonomer eingebracht werden.
Eine andere Mdglichkeit bietet der Einsatz kurzkettiger Polyethylenglykole tber

die Stabilisierung der Partikel mit dem Tensid Lutensol AT50. Seit den ersten
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Studien mit dem Einsatz von PEG in den spaten achtziger Jahre gibt es
zahlreiche Studien, die das Wirkungsprinzip der Oberflachenfunktionalisierung
mit PEG belegen [168, 169]. Diese Eigenschaft der PEGylierten Partikeln
gegenuber Proteinen und der daraus resultierenden Nicht-Erkennung durch
Zellen [169-171] wurde in den letzten Jahren durch weitere
Oberflachenmodifikationen aufgehoben oder spezifiziert, so dass die
modifizierten Nanopartikel nur noch vom Zielgewebe erkannt und aufgenommen
werden [172, 173]. Ein weiterer Vorteil fir den Einsatz von PEG ist dessen
geringe Zelltoxizitat [107, 174]. Diese Eigenschaften von PEGylierten Partikel
bieten zahlreiche Anwendungsmaoglichkeiten in der Biomedizin, Biotechnologie
und Biophysik [167, 172-175]. Einzig die schwache Bindung von PEG an den
Polystyrolpartikeln erfordert eine dichte Beschichtung der Partikel mit PEG [176].
Die Starke der Proteinanziehung bzw. -abstoung hangt bei dem Einsatz von
PEG zur Oberflachenmodifikation von Nanopartikeln auch von der jeweiligen
Lange der PEG-Kette und dementsprechend vom Molekulargewicht ab [16]. Dies
wurde theoretisch [177, 178] und experimentell [161, 171, 179] nachgewiesen
und zahlreich publiziert [62, 180-183]. Beispielsweise konnten Meng et al.
nachweisen, dass die Proteinadsorption von menschlichem Plasma mit
abnehmendem Kettenlangen und Molekulargewicht von PEG zunimmt [184,
185]. Eine weitere Moglichkeit zur Vermeidung der unspezifischen Aufnahme der
Partikel in Zellen kdnnte der Einsatz von Tensiden [186] oder die Kombination
von Tensiden und unterschiedlich langen PEG-Ketten darstellen. In der
nachfolgend beschriebenen Studie wurde der Frage, inwiefern verschiedene
Kettenlangen von PEG die Aufnahme der Partikel ins Zellinnere beeinflusst und
inwieweit sich dieser Effekt mit dem Einsatz von anionischen (SDS) und nicht-
ionischen PEGylierten Tensiden (Lutensol AT50) variieren lasst, nachgegangen.
Musyanovych et al. konnten nachweisen, dass mit dem Tensid SDS stabilisierte
Partikel eine gute Aufnahme, mit dem Tensid Lutensol AT50 stabilisierte Partikel
dagegen eine verminderte Aufnahme in HelLa-Zellen zeigen [186]. Abbildung 42
zeigt schematisch dargestellt die Stabilisierung der Partikel mit den Tensiden

SDS oder Lutensol AT50 und die Oberflachenmodifikationen mit unterschiedlich
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langen PEG-MA-Ketten (5 Einheiten Ethylenglykol, 300 g-mol™ und 45 Einheiten
Ethylenglykol und 2080 g-mol™).

o Polystyrol

\. = SDS /» = Lutensol AT50

— """ = PEG-MA (M, = 2080 g-mol-')

= PEG-MA (M, = 300 g-mol-')

Abbildung 42: Skizze von Polystyrolpartikeln mit unterschiedlichen Kettenlangen PEG-MA
(5 Einheiten Ethylenglykol, 300 g-mol™ und 45 Einheiten Ethylenglykol und 2080 g-mol™)
und das theoretische Verhéltnis zum eingesetzten Tensid (Lutensol AT50 oder SDS).

Zunachst wurde der Einfluss der mit unterschiedlich langen PEG-Ketten
modifizierten Nanopartikel-Oberflachen auf die zellulare Aufnahme untersucht.
Hierzu wurden sowohl Polystyrol-Partikel mit 5 Einheiten Ethylenglykol (M, = 300
g-mol™) als auch Polystyrol-Partikel mit 45 Einheiten Ethylenglykol (M, = 2080
g-mol™?) langen PEG-Ketten hergestellt. Dabei wurden mehrere Partikel mit
unterschiedlichen Prozent-Anteilen (0,08 mol %, 0,26 mol %, 0,55 mol %) des
jeweiligen PEG-MA synthetisiert. Diese Partikel-Gruppen wurden jeweils erneut
in 2 Gruppen aufgeteilt, jeweils eine Gruppe mit SDS und eine Gruppe mit
Lutensol AT50 stabilisiert. Auf diese Art und Weise sollte Uberprift werden,
inwiefern der Einsatz der Tenside SDS und Lutensol AT50 die zellulare
Aufnahme beeinflusst. Unklar war zudem, ob die Tenside SDS und Lutensol
AT50 die Effekte der mit unterschiedlich langen PEG-Ketten modifizierten
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Partikel-Oberflachen vermindern oder verstarken. Als Referenzen wurden ein mit
SDS und ein mit Lutensol AT50 stabiliserter Polystyrol-Partikel ohne PEG-MA auf
der Oberflache hergestellt. Die Eigenschaften der hierfir eingesetzten Partikel
sind Tabelle 7 siehe Kapitel 5.4.1.1) zu entnehmen. In einem darauffolgenden
Experiment wurde untersucht, ob die zusatzliche Modifikation der jeweiligen
Polystyrol-Partikel mit dem anderen Tensid (statt SDS Lutensol AT50 und statt
Lutensol AT50 SDS) die zuvor beobachtete Wirkung umkehrt oder nicht. Die
Eigenschaften der eingesetzten Partikel sind der Tabelle 8 (siehe Kapitel 5.4.1.3)
zu entnehmen. Den Abschluss dieser Untersuchung bildete die Untersuchung
der zellulare Aufnahme des mit ansteigenden Konzentrationen (5%, 10%, 25%,
50%, 100%) an PEG-MA (M, = 300 g-mol™* und M, = 2080 g-mol™) modifizierten
und mit SDS stabiliserten Polystyrol-Partikel (siehe Kapitel 5.4.1.4). Die
Eigenschaften der hierfur eingesetzten Partikel sind ebenfalls Tabelle 7 in Kapitel

5.4.1.3 zu entnehmen.

5.4.1.1 Durchflusszytometrieanalysen zur Aufnahme von mit
verschieden langen PEG-MA und verschiedenen Detergenzien
modifizierten Polystyrol-Partikel in HeLa-Zellen und hMSCs

Die Aufnahme der in Tabelle 6 aufgelisteten, mit 2 verschieden langen PEG-MA
(M,, = 300 g-mol™* und M, = 2080 g-mol™) und entweder mit SDS oder Lutensol
ATS50 stabilisierten Nanopartikel in HeLa-Zellen und hMSCs wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurden Nanopartikel mit einem
Feststoffgehalt von 75 pg-ml™ eingesetzt und 20 h mit der jeweiligen Zelllinie bei
37°C inkubiert.
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Tabelle 6: Ubersicht uber die verwendeten Partikel. Die Synthese der Partikel erfolgte
durch Beatrix Ruppel. Alle Partikel bestehen aus dem Monomer Styrol und der eingesetzte
Initiator war fur alle Partikel V59, der Fluoreszenz-Farbstoff PMI. Alle Partikel wurden nach
der Synthese einer Dialyse zur Entfernung des freien Tensids unterzogen.

Bezeichnung | PEG-MA-Comonomer [mol %] | Tensid LS | ZSHPEEmTE

[nm] [mV]

BRO1 - SDS 108 -58

BRO2 i Lutensol |5, 11
AT50
Lutensol

KG-41 - AT50 104 -5
JIURE] Lutensol

BR04 M,2080g*mol™ (0,08) AT50 266 -10
ol Lutensol

BRO6 M,2080g*mol™ (0,26) AT50 286 -12

BRO8 Mn2080g+mol™ (0,08) SDS 104 -55

BR10 Mn2080g+mol™ (0,26) SDS 113 -52

BR11 Mn2080g+mol™ (0,55) SDS 101 -54
JIURE] Lutensol

BR13 M,2080g*mol™ (0,55) AT50 286 -10

BR15 Mn300g+mol™ (0,08) SDS 105 -56

BR16 Mn300gsmol™ (0,26) SDS 112 -52

BR18 Mn300gsmol™ (0,55) SDS 125 -53
N Lutensol

BR22 M,300g*mol™ (0,08) AT50 316 -12
RN Lutensol

BR24 M,300g*mol™ (0,26) AT50 294 -9
JIURE] Lutensol

BR26 M,300g*mol™ (0,55) AT50 309 -10
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Wie Abbildung 43 zu entnehmen ist, zeigt der unmodifizierte bzw. nicht-
PEGylierte, mit SDS stabilisierte Nanopartikel BRO1 die hochste Aufnahme in die
HeLa-Zellen. Der in Lutensol AT50 redispergierte, ebenfalls nicht-PEGylierte
Nanopartikel BRO2 wird dagegen am wenigsten aufgenommen. Nachdem sich
bei den Partikeln BRO1 und BR02 schon ein deutlicher Einfluss des verwendeten
Tensids auf die Aufnahme in Zellen zeigt, wurden bei weiteren Partikeln zwei

verschiedene Formen des Co-Monomers PEG-MA eingesetzt.
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Abbildung 43: Aufnahme von PEGylierten Nanopartikeln in HelLa-Zellen nach 20 h
Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l. SDS und Lut (= Lutensol AT50) stehen
fur die eingesetzten Tenside. A: Einsatz von PEG-MA M,,=300 g-mol'l; B: Einsatz von PEG-
MA M,=2080 g-mol™

Die beiden Comonomere PEG-MA unterscheiden sich in ihrem jeweiligen
Molekulargewicht und dementsprechend in den Langen der PEG-Ketten auf der
Partikeloberflache, es wurden Molekulargewichte von M,, = 300 g-mol™, welches
5 Einheiten Ethylenglykol entspricht, und PEG M, = 2080 g-mol™*, 45 Einheiten
Ethylenglykol entsprechend, gewahlt. Zu beobachten ist, dass mit steigender
Konzentration von PEG-MA M, = 300 g-mol™ (0,08 mol %, 0,26 mol %, 0,55 mol

%) die Aufnahme der mit SDS stabilisierten Partikel konstant abnimmt. Bei PEG-
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MA mit M, = 2080 g-mol™* zeigt sich dagegen kein erkennbarer Einfluss der
verschiedenen Konzentrationen auf die Aufnahme der Partikel in die Hela-
Zellen, wobei die geringste eingesetzte Menge an PEG-MA (0,08 mol % M, =
2080 g-mol™) die gleiche Reduktion im Aufnahmeverhalten wie die héchste
eingesetzte Konzentration des kurzerkettigen PEG-MA (0,55 mol % M, = 300
g-mol™) aufweist. Auffallig ist, dass bei den in Lutensol AT50 stabilisierten
Partikeln kein Einfluss von PEG-MA auf die Aufnahme zu verzeichnen ist. Die
Partikel zeigen das gleiche Aufnahmeverhalten wie die nicht-PEGylierten, mit
Lutensol AT50 stabilisierten Partikel BR02. Daraus folgend lasst sich die
Aussage treffen, dass Lutensol AT50 die Aufnahme der Partikel in die Zelllinien
starker hemmt als der Einsatz von PEG als weitere Modifikation. Bei einem
Einsatz von Lutensol AT50 zeigt der Zusatz von PEG-MA keinen erkennbaren
Einfluss. Hingegen zeigt PEG einen deutlichen Einfluss bei Partikeln, die mit SDS
stabilisiert wurden. Hier lassen die mit Hilfe der Durchflusszytometrie
durchgefuihrten Analysen den Schluss zu, dass eine Zunahme der PEG-
Kettenlange zu einer steigenden Hemmung der Aufnahme der PEGylierten
Partikel in verschiedene Zelllinien fuhrt. Der fehlende Einfluss der Lutensol AT50-
stabilisierten Nanopartikel kénnte auch auf die Gréf3e der Partikel zuriickgefihrt
werden. Wie Tabelle 7 zu entnehmen ist, haben die mit SDS stabilisierten
Polystyrol-Partikel nur ca. 50% der Grof3e der mit Lutensol AT50 stabilisierten
Partikel. Das verwendete Detergenz beeinflusst wéahrend der Synthese die
GroRRe der Partikel. Da die PartikelgréRe einen entscheidenden Faktor bei der
Aufnahme von Nanopartikeln darstellen kann [56], stellte sich die Frage, ob
Lutensol AT50 die Aufnahme der Partikel in die Zellen indirekt tUber die
GroRRenbildung beeinflusst. Bei den hMSCs (Abbildung 44 A und B) zeigt sich
das exakt gleiche Aufnahmeverhalten der Partikel wie bei den HelLa-Zellen

(Abbildung 43 A und B), jedoch in geringerem Ausmal3.
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Abbildung 44: Aufnahme von PEGylierten Nanopartikeln in hMSCs nach 20 h Inkubation
bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l. SDS und Lut (= Lutensol AT50) stehen fur die
eingesetzten Tenside. A: Einsatz von PEG-MA M,=300 g-mol™; B: Einsatz von PEG-MA
M,=2080 g-mol™

Eine Zytotoxizitat der PEGylierten und Kontroll-Nanopartikeln konnte sowohl fur
die HelLa-Zellen (Abbildung 45 A) als auch fur die hMSCs (Abbildung 45 B) nach
einer Farbung mit dem durch die Membran poréser, toter oder sterbender Zellen
eindringenden und fluoreszierenden Farbstoff 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 45: Viabilitat von HelLa-Zellen (A) und hMSCs (B) nach 20 h Inkubation mit 75
ug-ml'l Nanopartikeln nach einer Farbung mit 7-AAD.
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Um die Frage zu klaren, ob die verminderte Aufnahme der mit Lutensol AT50
stabilisierten Nanopartikel auf die GroRRe der Partikel zurtickzufihren ist, wurde
zur Kontrolle ein weiterer mit Lutensol AT50 stabilisierter, nicht mit PEG-MA
modifizierten Nanopartikel synthetisiert (KG-41) und dessen Aufnahme in Hela-
Zellen und dessen Zytotoxizitat untersucht. Gemeinsam mit dem neuen
Nanopartikel wurden die Partikel BRO1 (SDS, ohne PEG-MA), BR04 (Lutensol
AT50, 0,08 mol % PEG-MA M, = 2080 g-mol™), BR0O6 (Lutensol AT50, 0,26 mol
% PEG-MA M, = 2080 g-mol™), BR0O8 (SDS, 0,08 mol % PEG-MA M, = 2080
g-mol™) und BR10 (SDS, 0,08 mol % PEG-MA M, = 2080 g-mol™) getestet. Die
Aufnahme der schon zuvor als Kontrolle mit SDS stabilisierten Nanopartikel
BR0O8 und BR10 und mit Lutensol AT50 stabilisierten Nanopartikel BR0O4 und
BRO6 in HeLa-Zellen bestatigen die zuvor aufgefiihrten Ergebnisse (siehe
Abbildung 46 A im Vergleich zu Abbildung 43). Eine Zytotoxizitat konnte fur sie
auch diesmal nicht nachgewiesen werden. Der nur 104 nm grof3e, mit Lutensol
AT50 stabilisierte Kontrollpartikel KG-41 hingegen wird nicht von den Hela-
Zellen aufgenommen und zeigt zugleich eine leicht erhbhte Zytotoxizitat (siehe
Abbildung 46 B). Diese erhdhte Zytotoxizitat konnte auch auf den héheren Antell
an Lutensol AT50 wahrend des Herstellungsprozesses, der notwendig fir die

Einstellung einer Partikelgrof3e von 104 nm war, zurtickzufuhren sein.
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Abbildung 46: Aufnahme (A) von mit PEG-MA M,=2080 g-mol"l PEGylierten Nanopartikeln
in HeLa-Zellen nach 20 h Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml'l und die
Viabilitat (B) der HeLa-Zellen.
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Den Ergebnissen der zuvor aufgefihrten Analysen zufolge ist der die zellulare
Aufnahme reduzierende Effekt bei dem Einsatz des Tensids Lutensol AT50
grol3er als der Einsatz von PEG-MA. Bei den mit SDS stabilisierten Polystyrol-
Partikeln ist der Einfluss von PEG-MA deutlich zu beobachten. Der Einsatz von
PEG-MA mit einem Molekulargewicht von M, = 2080 g-mol™ reduziert die
zellulare Aufnahme starker als der Einsatz von PEG-MA mit einem
Molekulargewicht von M,, = 300 g-mol™. Bei den mit SDS stabilisierten Polystyrol-
Partikeln mit steigender Konzentration an PEG-MA M, = 300 g-mol™* nimmt die

zellulare Aufnahme mit der zunehmenden Konzentration an PEG-MA ab.

5.4.1.2 Aufnahmekinetik mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Zur Untersuchung der Aufnahmekinetik wurden Messungen nach 1, 2, 4, 8, 16
und 20 h durchgefiihrt. Eingesetzt wurde eine Auswahl der zuvor verwendeten
Partikel mit einem jeweiligen Feststoffgehalt von 75 pg-ml™. Ausgewéhlt wurden
die Referenz-Partikeln (BR0O1 und BR02) und die mit der hdchsten Konzentration
(0,55 mol %) der beiden PEG-MA (M, = 300 g-mol™* und M, = 2080 g-mol™)
modifizierten und mit beiden Tensiden (SDS und Lutensol AT50) stabilisierten
Polystyrol-Partikel. Inkubiert wurden diese Partikel bei 37°C mit HeLa-Zellen. Die
Zeitreihe bestétigt die vorausgegangenen Durchflusszytometrie-Untersuchungen
und lasst erkennen, dass die meisten Partikel (BR02, BR11, BR13, BR18, BR26)
nach 8 h Inkubation ihren Sattigungswert erreicht haben und im Verlauf der
weiteren Inkubation diesen Wert beibehalten. Der Partikel BRO1 wird konstant
weiterhin aufgenommen und hat seinen Sattigungswert nach 20 h Inkubation
vermutlich noch nicht vollstandig erreicht, auch wenn sich die Zunahme der
Aufnahme deutlich verlangsamt. Der Abbildung 47 ist deutlich zu entnehmen,
dass die mit Lutensol AT50 stabilisierten Partikel (BR02, BR13, BR26) dasselbe
Aufnahmeverhalten unabhangig vom PEG-Einfluss zeigen.
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Abbildung 47: Darstellung der Inkubationskinetik von unterschiedlichen, PEGylierten
Nanopartikeln in HeLa-Zellen bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l Uber einen Zeitraum
von 20 h. Eingesetzt wurde 0,55 mol % PEG-MA. Die verwendeten Tenside sind SDS und
Lutensol AT50 (Lut).

BR0O2 wurde ohne PEG-MA hergestellt, BR26 mit PEG-MA von M, = 300 g-mol™
und BR13 mit PEG-MA von M, = 2080 g-mol™. Die mit Lutensol AT50
stabilisierten Partikel zeigen die niedrigste Aufnahme. Die héchste Aufnahme ist
fur den nicht-PEGylierten, mit SDS stabillisierten Partikel BRO1 zu verzeichnen.
Ein mittleres Aufnahmeverhalten zwischen den beiden zuvor beschriebenen
.extremen® zeigen die mit SDS stabilisierten Partikel BR11 und BR18. Hier ist
ferner kein Einfluss des Molekulargewichtes des eingesetzten PEG-MA (siehe
BR11 mit PEG-MA M, = 300 g-mol™* und BR18 PEG mit M, = 300 g-mol™), zu
erkennen. Dennoch hemmt die Gegenwart des PEG die Aufnahme der Partikel
deutlich im Vergleich zu BRO1, welcher ohne PEG-MA synthetisiert wurde. Die
dargestellten Ergebnisse bestétigen die in der Literatur publizierten Ergebnisse,
wonach fur PEG nur eine geringe Zytotoxizitat [174] nachgewiesen werden
konnte und ebenfalls gezeigt wurde, dass PEG die Aufnahme in Zellen hemmt
[169-171]. Bestatigt wurde ebenfalls, dass die mit SDS stabilisierten Partikeln
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eine gute Aufnahme im Gegensatz zu den mit dem Tensid Lutensol AT50
stabilisierten Partikeln zeigen [186]. Der Einsatz von Lutensol AT50 reduziert die
Aufnahme der Partikel effektiver als der Einsatz von kovalent gebundenem PEG
mit Hilfe des Comonomers PEG-MA. Dies konnte daran liegen, dass die PEG-
Kette im Falle des Comonomers tiefer im Partikel eingebaut ist und damit nicht
frei an der Oberflache vorliegt bzw. die Konzentration von PEG-Ketten an der

Oberflache deutlich geringer ist.

5.4.1.3 Erste Modifikation der Nanopartikel mit dem jeweils anderen
Tensid und Untersuchungen per Durchflusszytometrie

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob eine Zugabe des gegenteiligen
Tensids den zuvor beobachteten Effekt nachtraglich verandert. Den zuvor mit
SDS stabilisierten Partikeln wurde Lutensol AT50 zugegeben und umgekehrt den
zuvor mit dem Tensid Lutensol AT50 stabilisierten Partikeln das Tensid SDS. Die

jeweiligen eingesetzten Nanopartikeln konnen der Tabelle 7 enthommen werden.
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Tabelle 7: Ubersicht ber die eingesetzten, PEGylierten Nanopartikel. Die Synthese der
Partikel erfolgte durch Beatrix Ruppel. Alle Partikel bestehen aus dem Monomer Styrol und
der eingesetzte Initiator war fir alle Partikel V59, der Fluoreszenz-Farbstoff PMI. Alle
Partikel wurden nach der Synthese einer Dialyse zur Entfernung des freien Tensids

unterzogen.
Bezeichnung FECH A CCIEIE)y 1.Tensid 2. Tensid | GroBe
[mol %] [nm]
Lutensol
BRO1-L ] SDS ATE0 102
BR02-CTMA- Lutensol
o ; ATEG CTMA-CI 275
BRO2-SDS i Lutensol SDS 277
AT50
BR04-SDS M»2080g-mol™ (0,08) Lutensol SDS 242
AT50
1 Lutensol
BROS-L M»2080g-mol™ (0,08) SDS ATEG 97
1 Lutensol
BR15-L M\300g-mol™ (0,08) SDS AT50 99
1 Lutensol
BR22-SDS M\300g-mol (0,08) ATE0 SDS 280
BRO1-05% ; SDS Lutensol 201
ATS50 (5 %)
BRO1-10% i SDS Lutensol 204
ATS50 (10 %)
BRO1-25% i SDS Lutensol 204
ATS0 (25 %)
BRO1-50% ] SDS Lutensol 202
ATS50 (50 %)
Lutensol
BRO1-100% ; SDS AT50 (100 | 205
%)
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Die Analyse dieser Untersuchung erfolgte ebenfalls mit Hilfe des
Durchflusszytometers. Ein ,Umkehr“-Effekt nach der Zugabe des jeweiligen

Tensids zu den Polystyrol-Partikeln lasst sich nicht erkennen (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Aufnahme von PEGylierten Nanopartikeln, die mit einem weiteren Tensid
(SDS, Lutensol AT50 (Lut), CTMA-CI (C.-Cl)) modifiziert wurden, in HeLa-Zellen nach 20 h
Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l.

Die zuvor mit SDS stabilisierten, nicht-PEGylierten (BR0O1-Lut) und mit PEG-MA
M, = 300 gemol™ versehenen Partikel (BR15-Lut) zeigen nach wie vor eine
wesentlich héhere Aufnahme in HelLa-Zellen im Vergleich zu den mit Lutensol
AT50 stabilisierten, nicht PEGylierten (BR02-SDS) und mit PEG M, = 300 g-mol™
versehenen Partikel (BR22). Im Verhaltnis zur Negativ-Kontrolle (NK) lasst sich
die Aussage treffen, dass die Partikel BR0O2-SDS, BR02-CTMA-CI, BR22-SDS,
BRO8-Lut und BR04-SDS aul3erst gering bis gar nicht aufgenommen werden. Bei
den mit PEG M, = 2080 g*mol™ versehenen sowohl mit SDS (BR04) als auch mit
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Lutensol AT50 (BRO08) redispergierten Partikeln zeigen sich keine Unterschiede
bezuglich des Aufnahmeverhaltens. Hier scheint der hemmende Effekt des PEG
M, = 2080 gemol” den Tensid-Effekt zu Uberlagern. Zuséatzlich wurde dem
Partikel BRO2 parallel auch das Tensid CTMA-CI (BR02-CTMA-CI) zugegeben.
Auch hier zeigt sich keine Veranderung im Vergleich zu dem Aufnahmeverhalten
des Ursprungpartikels BR0O2 (Abbildung 43 und 44). Fur die hMSCs (Abbildung
49) lasst sich die gleiche Aussage treffen wie fir die HeLa-Zellen.
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Abbildung 49: Aufnahme von PEGylierten Nanopartikeln, die mit einem weiteren Tensid
(SDS, Lutensol AT50 (= Lut), CTMA-CI (= C.-Cl)) modifiziert wurden, in hMSCs nach 20 h
Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 pg-ml™.

Eine Zytotoxizitat konnte sowohl fir die HeLa-Zellen (Abbildung 50 A) als auch
fur die hMSCs (Abbildung 50 B) nach Zugabe der mit jeweils mit einem

zusétzlichen Tensid modifizierten Partikeln nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 50: Viabilitat von HeLa-Zellen (A) und humane Mesenchymale Stammzellen (B)
nach 20 Stunden Inkubation mit 75ugeml™ Nanopartikeln.

5.4.1.4 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie-Studien zur
Partikelaufnahme in HeLa-Zellen und hMSCs

Verifiziert wurde die zuvor beschriebene Untersuchung (Kapitel 5.4.1.3) mit Hilfe
von konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie-Bildern. Hierfur wurden HelLa-Zellen
eingesetzt und ansonsten die zuvor beschriebenen Bedingungen (75 pg-ml™
Feststoffgehalt der Partikel, 20 h Inkubation bei 37 °C) beibehalten. Die Bilder
(Abbildung 51) bestatigen die mittels Durchflusszytometrie durchgefuhrte
Analysen (Kapitel 5.4.1.3). Deutlich sind die griin fluoreszierende (PMI) Partikel
BRO1-Lut (Abbildung 51 A) und BR15-Lut (Abbildung 51 F) in den HelLa-Zellen
zu erkennen. Fur die anderen Partikel lasst sich innerhalb der Zellen keine

Fluoreszenz nachweisen.
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Abbildung 51: Aufnahme von Nanopartikel in HeLa-Zellen nach 20 h Inkubation bei einem Feststoffgehalt von 75 ug-ml'l. Die Partikel (PMI)
erscheinen grin, die Zellmembran rot (CellMaskOrange) und der Zellkern blau (DraQ5). A: BRO1-Lut; B: BR02-SDS; C: BR02-CTMA-CI; D: BR04-
SDS; E: BR08-Lut; F: BR15-Lut; G: BR22-SDS; H: Negativ-Kontrolle.
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5415 Zweite Modifikation des Polystyrolpartikels BR0O1 mit
verschiedenen Mengen an Lutensol AT50 und Untersuchungen
per Durchflusszytometrie

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob sich der Umkehreffekt mit einer
steigenden Konzentration des Tensids Lutensol AT50 erzielen lasst, so dass die
Aufnahme des zuvor mit SDS stabilisierten, gut aufgenommenen, nicht-
PEGylierten Partikels BRO1 abnimmt. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie, und es wurde wie zuvor 75 pg-ml™ Feststoffgehalt an
Partikeln eingesetzt und 20 h bei 37 °C inkubiert. Sowohl fur die HelLa-Zellen
(Abbildung 52 A) als auch fur die hMSCs (Abbildung 52 C) konnte kein Einfluss
der steigenden Lutensol AT50-Konzentrationen (0%, 5%, 10%, 25%, 50%,
100%) auf das Aufnahmeverhalten der Partikeln verzeichnet werden. Eine
Toxizitat konnte ebenfalls fur beide Zelllinien (Abbildung 52 B und Abbildung 52

D) nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 52: Aufnahme (A, C) und Viabilitat (B, D) von verschiedenen Modifikationen des
ursprunglich mit SDS stabilisierten Nanopartikels BRO1, denen unterschiedliche
Konzentrationen an Lutensol AT50 (= L; 0%, 5%, 10%, 25%, 50%, 100%) zugegeben
wurden, in HelLa-Zellen (A, B) und hMSCs (C, D) nach 20 h Inkubation bei einem
Feststoffgehalt von 75 ug-ml™.

Nachfolgend ist zu bemerken, dass der Umkehreffekt eventuell mit hdéheren
Tensid-Gaben zu erzielen ist. Um den Einfluss des Polymers PEG auf die
Aufnahme der Partikel in Zellen effizienter untersuchen zu kdénnen, bietet sich
aufgrund der geringen Anhaftung von PEG an Partikeloberflachen [176] der
Einsatz von einer grol3eren Menge PEG an. Hierzu sind weitere Partikel-

Modifikationen und daraus resultierende Studien erforderlich.
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5.4.2 Biologisch abbaubare Nanokapseln aus vernetzten Biopolymeren
(Proteine, ssDNA)

Nanokapseln stellen im Bereich des zielgerichteten Medikamententransports ein
sehr interessantes neues Feld dar. Genau wie die zuvor vorgestellten
Nanopartikeln kénnen Nanokapseln mit einem entsprechenden Therapeutikum
beladen werden, unterscheiden sich jedoch von den Nanopartikeln in ihrem
Aufbau. Der Kapselinhalt befindet sich einheitlich in einem umhillten Hohlraum
[136]. Dies bietet die Moglichkeit, auch hydrophile Substanzen einzuschliel3en.
Eine wichtige Eigenschaft von Nanokapseln ist deren Mdoglichkeit, sich nach
entsprechender Modifikation im Zielgewebe gemaR dem die Kapseln
umgebenden Milieu zu 6ffnen und ihren Inhalt freizusetzen [187-189]. Bekannt
ist, dass der pH-Wert im extrazellularen Milieu von Tumorgewebe niedriger ist als
der extrazellulare pH-Wert von gesundem Gewebe [190]. Diese Tatsache lasst
sich bezuglich der Nanokapseln insofern ausnutzen, indem die Nanokapseln so
modifiziert werden, dass sie ihren Kapselinhalt nur in entsprechendem Milieu
freisetzen. Hier ist die Verkapselung von pharmazeutischen Substanzen, ihr
zielgerichteter Transport, ihre kontrollierte Freisetzung, der Schutz des
Kapselinhalts vor unspezifischem Abbau im Blutkreislauf oder nach oraler
Applikation vor der Magensaure durch die Hulle und letztlich die Bewahrung des
Patienten vor unerwiinschten Nebenwirkungen des eingesetzten Medikaments
von groBem Interesse [191-194]. Hierzu bedarf es jedoch grundlegender
Untersuchungen, beispielsweise hinsichtlich des Zusammenwirkens der
verwendeten Monomere und verschiedenen Zelllinien. Ein  weiterer
erstrebenswerter Punkt fur die Suche nach neuen Polymeren zur Herstellung von
Nanokapseln ist deren mdgliche Bioabbaubarkeit. Hierzu wurden schon in
mehreren Studien die Herstellung von biologisch abbaubaren Nanokapseln mit
beispielsweise den Polymeren PLGA (Poly-lactid-co-glycol-acid), PCL (Poly-
caprolacton) [195], PBCA (Poly-n-butylcyanoacrylate) [196] oder anderen
Polymeren [197] analysiert und deren Einsatz fur Zellstudien untersucht [193,
196, 198, 199]. Weitere Beispiele fir Nanokapseln aus biologisch abbaubaren
Polymeren stellen Biopolymere auf Polysaccharid-Basis wie beispielsweise
Chitosan dar [171, 197, 200, 201]. Schon in der Vergangenheit wurden
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Nanokapseln aus biologischem Material, wie beispielsweise dem zu den
Biopolymeren gehérenden Polyelektrolyt ssSDNA hergestellt [202, 203], nachdem
schon Seeman et al. 1982 eine Vision von der Verwendung von DNA als
biologischem Baumaterial zur Imitation biologischer Systeme hatte [204].
Zusatzlich ist von mit Polyelektrolyten hergestellten Kapseln bekannt, dass sie
von den meisten Zelllinien aufgenommen werden [205] und eine geringe bis gar
keine Zytotoxizitat zeigen [206]. Auf Grundlage dieser Uberlegung ergab sich,
neue Nanokapseln mit einer Hulle aus Proteinen herzustellen. Der Einsatz von
Proteinen bei der Herstellung von Medikamenten ist schon langer bekannt [207-
209], jedoch mit dem Problem behaftet, dass die Enzyme die Medikamente auf
Proteinbasis nach oraler Applikation unverziglich angreifen und zersetzen. Eine
Moglichkeit, dieses Problem umzugehen, bot die Verkapselung der Proteine in
Nanokapseln [210-212]. Fir diese Studie jedoch wurden die Kapseln direkt mit
Proteinen hergestellt und mit Hilfe von Tensiden so modifiziert, dass die
Biokapseln erst innerhalb der Zellen zersetzt werden sollen. Nach all den
bisherigen Studien mit Nanopartikeln, hergestellt mit verschiedenen Polymeren
und unterschiedlich modifiziert, ergab sich die Uberlegung, wie die Ergebnisse
mit den gleichen Parametern, wie zum Beispiel eine Inkubationszeit von 20 h, bei
Aufnahmestudien in HelLa-Zellen und hMSCs aussehen, wenn statt
Nanopartikeln biologisch abbaubare, mit Proteinen hergestellte Nanokapsein
eingesetzt werden. Zu diesem Zweck wurden von Frau (...) (Max-Planck-Institut
fur Polymerforschung Mainz) biologisch abbaubare Nanokapseln in inverser
Miniemulsion synthetisiert. Als Schalenmaterial wurden jeweils verschiedene
Proteine (zu entnehmen der Tabelle 8) eingesetzt. Die Nanokapsel BN-52 wurde
mit FCS (engl. Foetal calf serum), BN-53 mit BSA (engl. Bovine serum albumine)
und dem BSA-FITC-Komplex, BN-54 mit ssDNA, BN-55 und BN-56 mit Dithiol-
ssDNA produziert. Als Vernetzer wurde fur alle Nanokapseln TDI eingesetzt. Bis
auf die Nanokapseln BN-55 und BN-56 wurden alle Nanokapseln ohne den
Einsatz eines zweiten Vernetzermolekils hergestellt. Bei dem Kapsel BN-55
stellte Octadiyne und bei Kapsel BN-56 Triglykol-Dichlorid den zweiten Vernetzer
bei der Kapselhillenbildung wahrend des Bildungsprozesses dar
(Strukturformeln der eingesetzten Vernetzer siehe Abbildung 53).
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Abbildung 53: Strukturformel der Vernetzer TDI (A), Triglykol-Dichlorid (B) und Octadiyne
(©).

Zur Uberprifung des Kapselbildungsprozesses wurden direkt im Anschluss von
den Nanokapseln BN-52, -53 und -54 TEM-Bilder angefertigt (siehe Abbildung
54). Auf den TEM-Bildern sind die Nanokapseln mit einer weitgehend
einheitlichen GroRRenverteilung gut zu erkennen. Nach der Verdampfung von
Cyclohexan wurden die jeweiligen Nanokapseln sowohl mit SDS als auch mit
Lutensol AT50 in Wasser redispergiert. Der Einsatz beider Tenside sollte den
Einfluss der Oberflachenfunktionalisierung zusatzlich zum Einfluss der

Monomere auf die zellulare Aufnahme der Nanokapseln zeigen.
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Abbildung 54: TEM-Aufnahmen der biologisch abbaubaren Nanokapseln BN-52 (A), BN-53
(B) und BN-54 (C). Von den Nanokapseln BN-55 und BN-56 existieren keine TEM-Bilder. Die
Bilder wurden von Dr. Umaporn Paiphansiri erstellt.

Nach dem letzten Waschen mit destilliertem Wasser zur Entfernung des freien

Tensids wurden die Kapseln fur zellulare Untersuchungen freigegeben.
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Tabelle 8: Ubersicht liber die verwendete Nanokapseln, eingesetzter Fluoreszenz-Farbstoff
war fur alle Kapseln FITC (Synthese der Kapseln von Dr. Umaporn Paiparanshi).

Co- GroRe Zeta-
Bezeichnung | Monomer Co-Monomer Tensid | Pot.
Monomer [nm]
[mV]
SDS | -69
BN-52 FCS TDI - 264
Lut -7,4
BSA + SDS | -80
BN-53 BSA- TDI - 119
FITC Lut -4,6
SDS | -62,7
BN-54 ssDNA TDI - 118
Lut |-4,39
i SDS | -115
BN-55 S[;'g‘l'\log\ DI Octadiyne 149
Lut -4,4
- , SDS | -112
NS | gona | TP | Dignond | 198
Lut |-5,08

5.4.2.1 Nanokapselaufnahme und Toxizitat im FACS

Die Analysen zur Aufnahme der biologisch abbaubaren Nanokapseln in Zellen
wurden zunachst mittels Durchflusszytometrie fur HelLa-Zellen und hMSCs
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine aul3erst minimale bis gar keine Aufnahme
sowohl fir die in SDS als auch fur die in Lutensol AT50 redispergierte
Nanokapseln in HelLa-Zellen und hMSCs. In Anbetracht der sehr geringen
zellulare Aufnahme wird der in Lutensol AT50 redispergierte Nanokapsel BN-54
im Vergleich zu den anderen Nanokapseln immer noch am effizientesten von den
HelLa-Zellen und hMSCs aufgenommen. Hinsichtlich der Zytotoxizitat ist bei den
in SDS redispergierten Nanokapseln fur beide Zelllinien nur fur die Nanokapseln
BN-54 ein toxischer Einfluss zu verzeichnen. Auf die HelLa-Zellen wirkt sich

zusatzlich die ebenfalls in SDS redispergierte Nanokapsel BN-55 toxisch aus. Die
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in Lutensol AT50 redispergierten Kapseln hingegen zeigen fur beide Zelllinien

einen zytotoxischen Einfluss (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Aufnahme (A, C) und Viabilitat (B, D) von mit SDS und Lutensol AT50
redispergierten Nanokapseln in HeLa-Zellen (A, B) und hMSCs (C, D) nach 20 h Inkubation
bei einem Feststoffgehalt von 75 pgeml™. Die Nanokapseln wurden aus FCS, BSA (BSA +
BSA-FITC), ssDNA und dithiol ssDNA hergestellt. Der erste Vernetzer war fur alle Kapseln
TDI. Fur BN-55 wurde als zweiter Vernetzer Octadiyne (Octa) und fir BN-56 Triglykol-
Dichlorid (TGCI2) verwendet.
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5.4.2.2 Nanokapselaufnahme im LSM

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie-Analysen wurden direkt im Anschluss
mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie verifiziert. Die aufgenommenen
Bilder bestatigen die vorausgegangenen, mittels Durchflusszytometrie-Analysen
erhaltenen Ergebnisse. In keiner Zelle konnten sowohl fir die mit SDS (siehe
Abbildung 56) als auch fir die mit Lutensol AT50 (siehe Abbildung 57)
redispergierten Kapseln aufgenommene Nanokapseln erkannt werden. Ein
toxischer Einfluss des Tensids Lutensol AT50 konnte im Gegensatz zu den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie-Messungen nicht bzw. nur geringflgig
verzeichnet werden. Die fur Bildaufnahmen fokussierte hMSCs und HelLa-Zellen

zeigen insgesamt eine normale Vitalitt.

Abschliel3end lasst sich nach der Untersuchung der zellularen Aufnahme der
biologisch abbaubaren Nanokapseln zusammenfassen, dass die aus Proteinen
hergestellten, sowohl in Lutensol AT50 als auch in SDS redispergierten
Nanokapseln eine sehr geringe bis keine Aufnahme in HeLa-Zellen und hMSCs

zeigen.

112



Ergebnisse und Diskussion

BN52 BN53 BN54 BN55 BN56
A C D E

@)

¥s)

S
F G H | J

S

Q

I

Abbildung 56: Intrazellulare Aufnahmen von hMSCs (A-E) und HelLa-Zellen (F-J) nach einer 20stindigen Inkubation mit den mit SDS
redispergierten Nanokapseln BN52 (A, F; FCS), BN53 (B, G; BSA + BSA-FITC), BN54 (C, H; ssDNA), BN55 (D, I; Dithiol ssDNA + Octadiyne) und
BN56 (E, J; Dithiol ssDNA + TGCI2) bei einem Feststoffgehalt von 75 pgeml|™. Die Zellmembran wurde mit CellMask Orange (Rot) und der Zellkern
mit DraQ5 (Blau) angefarbt. Die Nanokapseln sind grin (Fluorescein) dargestellt.
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Abbildung 57: Intrazellulare Aufnahmen von hMSCs (A-E) und HelLa-Zellen (F-J) nach einer 20stindigen Inkubation mit den mit Lutensol AT50
redispergierten Nanokapseln BN52 (A, F; FCS), BN53 (B, G; BSA + BSA-FITC), BN54 (C, H; ssDNA), BN55 (D, I; Dithiol ssDNA + Octadiyne) und
BN56 (E, J; Dithiol ssDNA + TGCI2) bei einem Feststoffgehalt von 75 pgeml|™. Die Zellmembran wurde mit CellMask Orange (Rot) und der Zellkern
mit DraQ5 (Blau) angefarbt. Die Nanokapseln sind grin (Fluorescein) dargestellt.

114



Ergebnisse und Diskussion

5.5 Vergleichende Analyse der Nanopartikel-Zellaufnahme und
Zytotoxizitat

Im Laufe der Zeit sammelte sich wahrend der Untersuchungen der
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Nanopartikeln und —kapseln und den
eingesetzten Zelllinien eine sehr grol3e Datenmenge an. Zusatzlich fuhrten die
Chemiker zahlreiche Analysen beziglich der Materialeigenschaften durch. So
galt es, all diese Erkenntnisse zusammenzufihren, in vergleichende Analysen
einflielen zu lassen und auf diesem Weg Kernaussagen zu finden. Zu diesem
Zweck wurde der Aufbau einer Datenbank generiert (siehe Anhang 8.1). Mit Hilfe
der Datenbank koénnen mit geringem Aufwand vergleichende Analysen
durchgeftihrt werden.

5.5.1 Ergebnisse der vergleichenden Analyse

Die in den vorausgegangenen Kapiteln vorgestellten Studien bezogen sich
jeweils auf das Projekt betreffende Fragestellungen. Auf Grund der
Notwendigkeit, die Vergleichbarkeit zu wahren, wurden die auszuwéahlenden
Eigenschaften fir die nachfolgend vorgestellten vergleichenden Analysen auf die
Eigenschaften Nanopartikel und den Fluoreszenzfarbstoff PMI beschrénkt. Das
Augenmerk fiel bei der Analyse auf die Zytotoxizitdt und auf die zellulare
Aufnahme der zusammengefassten Partikel. Ist die Menge der Aufnahme der
Nanopartikel mit der Zytotoxizitat gekoppelt? Gehen eine geringe Aufnahme mit
einer geringen Zytotoxizitat und eine hohe Aufnahme mit einer hohen
Zytotoxizitat einher? Eine Korrelation konnte nicht nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 58). Hierbei war die Detektion des am effizientesten und des am
geringsten aufgenommenen Partikels, der zugleich die geringste Zytotoxizitat
aufweist, von groRem Interesse. Die Fluoreszenz-Intensitaten der von den
Zelllinien HeLa-Zellen und hMSCs aufgenommenen Partikeln im Kontext und
gleichzeitig in Relation zur Viabilitat betrachtend, liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass die HeLa-Zellen insgesamt eine starkere Aufnahme der Nanopartikel zeigen
als die hMSCs (siehe Abbildung 58). Der Grol3teil der eingesetzten Partikel zeigt
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insofern fur beide Zelllinien keine Zytotoxizitat, dass die Viabilitat der Zellen bei

mehr als 90% liegt.
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Abbildung 58: Graphische Darstellung der vergleichenden Analyse. A: Die Aufnahmerate
und Viabilitat bei HelLa-Zellen und hMSCs. B: Eine vollstandige Ubersicht iiber die
Aufnahmerate und Viabilitat bei hMSCs. Die Skala der y-Achse ist differenzierter
dargestellt. C: Eine vollstandige Ubersicht tiber die Aufnahmerate und Viabilitat bei HeLa-
Zellen.

Bei einer naheren Betrachtung der vergleichenden Analyse, in dem die Skalen
der Y-Achse fur die Fluoreszenz-Intensitat und der X-Achse fir die Viabilitat der

Zellen in Abschnitten dargestellt werden, fallen fur die HelLa-Zellen zwei

116



Ergebnisse und Diskussion

zytotoxische Nanopartikel mit weniger als 90% vitale Zellen auf (siehe Abbildung
59 B, RS256 und Abbildung 59 C, AM-KG-41). Beim Riuckschluss von der
mittels Durchflusszytometrie gemessenen relativen Fluoreszenz-Intensitat der in
die HeLa-Zellen aufgenommenen Partikeln auf die Aufnahmeeffizienz der in die
HelLa-Zellen aufgenommenen Nanopartikel zeigen der gré3te Teil der
eingesetzten Nanopartikel eine geringe bis keine Aufnahmerate in die Zellen
(siehe Abbildung 59 C). Die gleiche differenzierte Betrachtung der
vergleichenden Analyse fiur die hMSCs zeigt &hnliche Ergebnisse (siehe
Abbildung 60). Der groRte Teil der eingesetzten Nanopartikel sind von der
Aufnahmeeffizienz in die hMSCs ebenfalls im niedrigen Bereich anzusiedeln
(siehe Abbildung 60 C). Eine Zytotoxizitat kann fir keinen Nanopartikel
nachgewiesen werden. Zusammenfassend lasst sich resumieren, dass der
grof3te Teil der eingesetzten Nanopartikel sowohl fir die HeLa-Zellen als auch fur
die hMSCs keine Zytotoxizitat zeigen. Des Weiteren konnte keine Korrelation
zwischen der Aufnahmeeffizienz, der damit einhergehenden Fluoreszenz-
Intensitat und der Zytotoxizitat nachgewiesen werden. Eine groliere

Aufnahmeeffizienz bewirkt keine groRere Zytotoxizitdt und umgekehrt.
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Abbildung 59: Darstellung der vergleichenden Analyse fir HelLa-Zellen und mit PMI

beladenen

Nanopartikeln. A:

Hohe Fluoreszenz-Intensitaten

der

aufgenommenen

Nanopartikeln, B: Mittlere Fluoreszenz-Intensitaten der aufgenommenen Nanopartikeln, C:
Niedrige Fluoreszenz-Intensitaten der aufgenommenen Nanopartikeln.
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Abbildung 60: Darstellung der vergleichenden Analyse fur hMSCs und mit PMI beladenen
Nanopartikeln. A: Hohe Fluoreszenz-Intensitaten der aufgenommenen Nanopartikeln, B:

Mittlere Fluoreszenz-Intensitaten

der aufgenommenen

Fluoreszenz-Intensitaten der aufgenommenen Nanopartikeln.

Nanopartikeln,

C:. Niedrige
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation untersucht Nanopartikel und Nanokapseln aus
verschiedenen Materialien mit verschiedenen Modifikationen fir einen
zielgerichteten Medikamententransport (Drug Targeting). Obwohl bisher
zahlreiche Nanopartikel und -kapseln synthetisiert wurden, besteht nach wie vor
hinsichtlich der zellularen Vertraglichkeit, Biokompatibilitdit und Aufnahme kein
allumfassendes Verstandnis. Mit Hilfe der in dieser Arbeit vorgestellten
Untersuchungen und Ergebnissen soll ein Beitrag zur SchlieBung dieser Licke

geleistet werden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde der Einfluss der
Herstellungsmaterialien PS, PLLA, PMMA, Biomakromolekile (BSA, DNA), ggf.
stabilisiert durch HPMA-LMA-Copolymere und neu-synthetisierte Surfmere, der
Formmodifikationen Streckung und Kristallisierung, der
Oberflachenmodifikationen mittels verschiedener Tenside und PEG auf die

zellulare Aufnahme und Vertraglichkeit hin untersucht.

Zusammenfassend lasst sich die Aussage treffen, dass zahlreiche Materialien
zur Herstellung von Tragersystemen geeignet sind und sich als biokompatibel
und nicht-zytotoxisch erwiesen haben, sich jedoch stark hinsichtlich der

Aufnahmeeffizienz in verschiedene Zelllinien unterscheiden.

Im ersten Abschnitt (Kapitel 5.1) wurden in der ersten und zweiten Untersuchung
auf allgemeine Parameter, die die Aufnahme von Nanopartikeln beeinflussen,
eingegangen. Hier wurde der Einfluss des Alters von PLLA-Partikeln auf die
zellulare Aufnahme und Toxizitat untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass mit
zunehmender Materialalterung die zellulare Aufnahme abnimmt. Eine

Zytotoxizitat konnte nicht gezeigt werden.

Weiterhin wurde der Einfluss des FCS-Gehalts des Zell-Mediums auf die
zellulare Aufnahme von PMMA-Partikeln untersucht. Es konnte gezeigt werden,

dass mit einer steigenden FCS-Konzentration eine Abnahme der zellularen
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Aufnahme von PMMA-Partikeln einhergeht. Die hdchste zellulare Aufnahme

konnte bei einem FCS-Gehalt des Zellmediums von 0,05% verzeichnet werden.

Im zweiten Abschnitt (Kapitel 5.2) wurde die Stabilisierung von Nanopartikeln
mittels neusynthetisierter Tenside und deren Einfluss auf die Zelle-Nanopartikel-
Interaktionen untersucht. Dazu wurde zum einen die
Oberflachenfunktionalisierung von Nanopartikeln mit Hilfe neu-synthetisierter
.surfmere“ und deren Einfluss auf die zellulare Aufnahme und Toxizitat
untersucht. Die hergestellten Surfmere bewirken gleichzeitig eine Stabilisierung
und Funktionalisierung der Nanopartikeloberflache mit Phosphonatgruppen. Hier
wurden kovalente ,Surfmer® stabilisierte Nanopartikel mit Tensid- (SDP)
stabilisierten Nanopartikeln verglichen. Zudem wurden dialysierte Nanopartikel
mit nicht-dialysierten verglichen. Bezuglich der zellularen Aufnahme konnte fur
die mittels Dialyse gereinigten Nanopartikel eine gute Aufnahme ohne
Unterschiede zwischen den kovalent und nicht-kovalent Phosphonat-
funktionalisierten Partikeln beobachtet werden. Die ungereinigten, SDP-
stabilisierte, nicht-kovalent gebundene Nanopartikel zeigten hingegen eine bis zu
30% starkere Aufnahme in die HeLa-Zellen und hMSCs.

Weiterhin der Einsatz von mit HPMA-LMA-Copolymeren stabilisierte Polystyrol-
und PLLA-Partikel, die den Einsatz von Tensiden wahrend des
Miniemulsionsprozesses uUberfliissig machen, untersucht. Auch hier konnte keine
Zytotoxizitdt nachgewiesen werden. Die Aufnahme in HelLa-Zellen scheint mehr
von der Grol3e der Nanopartikel als vom verwendeten Material und in hMSCs
mehr von den Oberflacheneigenschaften der Nanopartikel abzuhangen.

Im dritten Abschnitt (Kapitel 5.3) wird auf die Mdglichkeit der Formmodifikation
von Polystyrol-Partikeln und deren Einfluss auf die Nanopartikel-Zelle-
Interaktionen eingegangen. Es geht dabei um die Aufnahme und Zytotoxizitat von
verstreckten (elongierten) Polystyrol-Partikeln im Vergleich zu sphéarischen
Nanopartikeln, sowie die Aufnahme und Zytotoxizitat von kristallinen Polystyrol-
Partikeln in verschiedene Zelllinien. Bei den verstreckten Partikeln nimmt die

Aufnahme-Effizienz in HelLa-Zellen und hMSCs mit zunehmender Verstreckung
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ab. Eine Zytotoxizitat konnte fur keinen der erwahnten Nanopartikel
nachgewiesen werden. Bei den Polystyrol-Partikeln unterschiedlicher Taktizitat
zeigen die kristallierten Polystyrol-Partikel eine geringfligig besser Aufnahme-
Rate als die nicht-kristallierten Polystyrol-Partikel. Dabei zeigen die nach dem
Herstellungsprozess mittels der Lésemittelverdampfungstechnik der wassrigen
Phase entnommenen Partikel eine bessere Aufnahme als die nach der
Verdampfung des Chloroforms verfugbaren Partikel. Insgesamt konnte jedoch fur
alle Polystyrol-Partikel trotz der unterschiedlichen Taktizitaten nach der
Aufnahme in Hela-Zellen und hMSCs mittels Durchflusszytometrie hohe
Fluoreszenz-Intensitaten verzeichnet werden. Setzt man hohe Fluoreszenz-
Intensitaten bei in Zellen aufgenommenen Partikeln mit guten Aufnahmeraten

gleich, sind die hier dargestellten Aufnahmeraten als sehr gut zu bezeichnen.

Auf Nanosysteme mit einer reduzierten zellularen Aufnahme wird im letzten
Abschnitt (Kapitel 5.4) eingegangen. Dabei wird zum einen die unterschiedliche
Oberflachenmodifikation von Polystyrol-Partikeln mit dem Co-Monomer PEG-MA
und den Tensiden SDS und Lutensol AT50 untersucht. Von PEG-MA wurden
zudem verschiedene Molekulargewichte (M,=300 g-mol™* und M,=2080 g-mol™)
und verschiedene Konzentrationen (1,5%, 5%, 10%) eingesetzt. Ein Teil der
Partikel wurde mit SDS und der andere Teil mit Lutensol AT50 hergestellt. In
einem weiteren Schritt wurde das jeweilig gegenteilige Tensid (statt SDS
Lutensol AT50 und umgekehrt) eingesetzt, um zu tberprifen, ob sich der zuvor
beobachtete Effekt umkehren lasst. AnschlieBend wurde ein erst mit SDS
stabilisierter Nanopartikel (BR01) mit verschiedenen Lutensol AT50-Anteilen (5%,
10%, 25%, 50%, 100%) redispergiert. Die effizienteste Aufnahme zeigte der
unmodifizierte, mit SDS stabilisierte Nanopartikel BRO1, die niedrigste der
ebenfalls unmodifizierte, mit Lutensol AT50 stabilisierte Nanopartikel BR0O2. Eine
steigende Konzentration des PEG-MA M,=300 g-mol™* hemmt die Aufnahme von
mit SDS stabilisierten Partikeln konstant. Fir PEG-MA M,=2080 g-mol™ konnte
hingegen kein Einfluss nachgewiesen werden. Fur die mit Lutensol AT50
stabilisierten Partikel konnte kein Einfluss von PEG-MA nachgewiesen werden.

Daraus resultiert, dass der Einsatz von physikalisch adsorbiertem Lutensol AT50
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die zellulare Aufnahme effektiver hemmt als der Einsatz von kovalent

gebundenem PEG-MA unterschiedlicher Kettenlénge.

Der Einsatz von mit Biomakromolekilen hergestellten Nanokapseln, die mit zwei
verschiedenen Tensiden (SDS und Lutensol AT50) stabilisiert wurden, wurde im
Weiteren néher untersucht. Bei den mit SDS stabilisierten Kapseln erwiesen sich
die mit ssDNA hergestellten Kapseln BN-54 und BN-55 als leicht toxisch fir die
HeLa-Zellen. Dagegen sind alle eingesetzten, mit Lutensol AT50 redispergierten
Nanokapseln sowohl fur HeLa-Zellen als auch fur hMSCs zytotoxisch. Hier ist die
toxische Wirkung auf das nicht-ionische Tensid Lutensol AT50 zurtickzufuhren.
Eine zellulare Aufnahme konnte fir keine mit Biomakromolekilen hergestellten

Nanokapsel nachgewiesen werden.

Den Abschluss der Untersuchungen bildet die vergleichende Analyse der in
dieser Arbeit mit dem Fluoreszenzfarbstoff PMI versehenen Partikeln hinsichtlich
deren Aufnahme in HelLa-Zellen und hMSCs und deren zytotoxische
Auswirkungen. In der vergleichenden Analyse werden die zuvor vorgestellten
Ergebnisse fur PMI-Partikeln nochmal im Kontext betrachtet. Dabei erwies sich
sowohl fur die HeLa-Zellen als auch fiir die hMSCs, dass die meisten Partikel
eine geringe bis keine zellulare Aufnahme zeigen. Eine gute Aufnahme konnte
nur fir wenige Nanopartikel (vor allem fir die kristallinen Nanopartikel)
verzeichnet werden. Eine Korrelation zwischen der Aufnahmeeffizienz und der

Zytotoxizitat konnte nicht nachgewiesen werden.
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7 Summary

This dissertation investigates nanoparticles and nanocapsules of various
materials with various modifications for targeted drug delivery. Although
previously numerous nanoparticles and capsules were synthesized, with regard
to the cellular tolerability and biocompatibility no comprehensive understanding

exists, yet. The presented results in this dissertation will help to close this gap.

Within the framework of this dissertation, the influence of the manufacturing
materials PS, PLLA, PMMA, biomacromolecules (BSA, DNA), optionally
stabilized by HPMA-LMA copolymers and newly synthesized surfmers, the
influence of shape modifications like stretching and crystallization, surface
modification by means of various surfactants and PEG on cellular uptake and

compatibility was tested.

In summary, numerous materials are suitable to produce carrier systems and
have shown to be biocompatible and non-cytotoxic, but differ widely in the uptake

efficiency in various cell lines.

In the first and second partgeneral parameters that affect the uptake of
nanoparticles were adressed. The first study deals with the influence of age of
PLLA particles on cellular uptake and toxicity. With increasing material aging the

cellular uptake decreases. Cytotoxicity could not be shown.

The second study shows the influence of the FCS content in cell medium on
cellular uptake of PMMA patrticles. In this study, it was shown that an increasing
FCS concentration is accompanied by a decrease in cellular uptake of PMMA

particles. The highest cellular uptake was found at a FCS concentration of 0.05%.

The third and fourth part were performed to investigate the stabilization of
nanoparticles by the use of newly synthesized surfactants and their influence on
cell-nanoparticle interactions. The influence of surface functionalization of
particles using newly-synthesized Surfmers on cellular uptake and toxicity will be
discussed in the third study. The prepared Surfmers cause functionalization of

the nanoparticle surface with phosphonate groups. Moreover dialyzed
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nanoparticles were compared with non-dialyzed. After having detected a lower
cytotoxicity for the surfactant SDP than for the surfactant SDS, a low toxicity with
about 10% of dead cells was detected for the non-dialyzed and no cytotoxicity for
the dialyzed particles. With respect to the cellular uptake of the nanoparticles
purified by dialysis a good uptake without differences between the covalent and
non-covalent phosphonate functionalized particles was shown. However, the
unpurified, SDP stabilized, non-covalently bound nanoparticles showed up to
30% greater uptake in the HelLa cells and hMSCs.

The fourth part dealt with the use of polystyrene and PLLA particles stabilized
with HPMA-LMA-copolymers, which make the use of surfactants during the
miniemulsion process unnecessary. Here too, no cytotoxicity was detected.
Uptake in HeLa cells seems to depend more on the size of the nanoparticles than
on the used material, while uptake in hMSCs seems to
be more dependent on the surface properties of the nanoparticles.
The fifth and sixth part deals with the possibility of modifying the form of
polystyrene particles and their influence on the nanoparticle-cell interactions. This
involves the uptake and cytotoxicity of stretched polystyrene particles and the
uptake and cytotoxicity of crystalline polystyrene particles in various cell lines. For
the stretched particles the uptake efficiency in HelLa cells and hMSCs increases
with the stretching factor. Cytotoxicity was not detected for any of the mentioned
nanoparticles. For polystyrene particles of different tacticity, syndiotactic
polystyrene particles have a slightly better uptake rate than atactic polystyrene
particles. Particles manufactured with the extracted solvent evaporation
technique of the agueous phase show a better internalisation than particles from
the chloroform phase. However, for all polystyrene particles, despite the different
tacticity, high fluorescence intensities were recorded by flow cytometry after
uptake in HelLa cells and hMSCs. By equating high fluorescence intensities
recorded in cells with good uptake rates, the uptake rates shown here can be

described as very good.

Nanosystems with a reduced cellular uptake are discussed in the final two parts.

The different surface modification of polystyrene particles with the co-monomer
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PEG-MA and the surfactants SDS and Lutensol AT50 is examined. Additionally,
different molecular weights (M, = 300 g * mol™* and M, = 2080 g * mol™) and
various concentrations (1.5%, 5%, 10%) of PEG-MA were used. One part of the
particles was prepared with SDS and the other part with Lutensol AT50. In a
further step, the respective opposite surfactant (SDS instead of Lutensol AT50
and vice versa) was used to look whether the previously observed effect can be
reversed. Subsequently nanoparticles stabilized with SDS (BRO1) were
redispersed with various Lutensol AT50 concentrations (5%, 10%, 25%, 50%,
100%). The unmodified, with SDS stabilized nanoparticle BRO1 showed the most
efficient uptake, while the lowest uptake was observed for the also unmodified,
with Lutensol AT50 stabilized nanoparticle BRO2. An increasing concentration of
PEG-MA M, = 300 g * mol™ inhibits the uptake of particles stabilized with SDS
constantly. For PEG-MA M, = 2080 g + mol™, however, no influence could be
detected. For the particles stabilized with Lutensol AT50 no influence of PEG-MA
could be detected. This shows that the use of Lutensol AT50 inhibits the cellular
uptake more effectively than the use of PEG-MA with different chain lengths.

Nanocapsules produced with the use of biomacromolecules which were
stabilized with two different surfactants (SDS and Lutensol AT50) were screened
in more detail below. For the capsules stabilized with SDS, the capsules BN 54
and BN 55, produced with ssDNA, proved to be slightly toxic for HeLa cells. In
contrast, all employed nanocapsules, redispersed with Lutensol AT50 are
cytotoxic for both HelLa cells and hMSCs. Here the toxic effect is due to the non-
ionic surfactant Lutensol AT50.No cellular uptake could be detected for any

nanocapsules manufactured with biomacromolecules.

The last part compares different particles bearing the fluorescent dye PMI
regarding their uptake in HeLa cells and hMSCs and their cytotoxic effects. In this
comparative analysis the previously presented results for PMI particles are again
put into context. Thereby, it has been shown, that most particles show little or no
cellular uptake for both HelLa cells and hMSCs. A good uptake was recorded only
for a few nanoparticles (especially for the crystalline nanoparticles). A correlation
between the uptake efficiency and the cytotoxicity could not be proven.
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8 Anhang

8.1 Ubersicht uber die fiir die vergleichende Analyse eingesetzten Nanopartikeln

Tabelle 9: Ubersicht iiber die fiir die vergleichende Analyse eingesetzten Nanopartikeln. Die allen aufgefithrten Nanopartikeln gemeinsame
Kriterien sind zum einen der Farbstoff PMI und der Partikel-Typ (Nanopartikel).

Zytotoxizitat [%] Relative
Fluoreszenzintensitat
_ Monomer/ _ _ Croke
Bezeichnung 1. Tensid 2. Tensid HelLa-Zellen hMSCs
Polymer [nm] [A.U]
Lebend | Tot Lebend | Tot HelLa-Zellen hMSCs
BROS-L Styrol SDS LUAt%EOI 97,2 | 99,16 | 0,68 | 99,36 | 0,29 4,3 3,15
BRO4 Styrol Lutensol AT50 - 97,2 | 98,38 | 14 | 99,34 | 0,32 4,9 3,41
PS-4n.d. Styrol SDP - 98 91,1 | 8,83 | 91,12 | 8,83 101,6 6,31
PS-4d. Styrol SDP - 08 959 | 4,05 | 99,31 | 0,72 68,9 4,30
BR15-L Styrol SDS L‘X.erg(s)o' 99,1 | 9856 | 1,24 | 99,38 | 0,31 41,4 22,27
) P(HPMA)-co-
AK2-9U P(LMA) - - 100 97,25 | 2,72 | 98,82 | 1,14 54,3 12,41
BR11 Styrol SDS - 101 97,57 | 2,68 | 98,29 | 1,53 7.6 2,72
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AM-KG-41 Styrol Lutensol AT50 104 81 19 - - 0,65 -
BRO8 Styrol SDS 104 98,41 | 1,81 98,46 | 1,39 52 2,01
BR15 Styrol SDS 105 97,63 2,69 98,24 1,55 11,7 4,91

PS-5d. Styrol C12-PET 107 91,7 8,3 99,08 | 0,94 44,8 4,08
PS-5 n.d. Styrol C12-PET 107 95,81 4 91,67 8,3 51,4 3,91

BRO1-L0% Styrol SDS 108 94,99 | 3,92 96,87 | 3,04 32,3 9,34
BRO1 Styrol SDS 108 98,8 1,05 99,48 0,2 45,6 24,15
BR16 Styrol SDS 112 96,14 | 4,39 98,73 14 10,5 4,19
BR10 Styrol SDS 113 97,59 | 2,55 98,34 | 1,54 51 1,81

PS-2 d. Styrol C12-PET 114 96,5 3,36 96,5 3,36 57,3 3,83
PS-1d. Styrol SDP 118 96,1 3,82 96,09 | 3,82 62,00 4,15
BR18 Styrol SDS 125 97,32 2,85 98,1 2,04 6,52 2,42
RS281alt PLLA SDS 131 98,56 1,41 91,63 8,88 25,75 10,19
RS281lalt d.d. PLLA SDS 131 99 0,99 92,79 7,73 26,53 9,02
RS281frisch PLLA SDS 132 95,9 4,04 96,15 | 7,84 91,67 20,98
RS204 Polystyrol SDS 134 95,19 5,61 98,24 1,75 257,62 50,29
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RS256 PLLA SDS - 135 86,8 | 8,22 | 99,49 | 0,55 117,14 23,08
RS200 Polystyrol SDS - 136 9497 | 63 | 97,85 | 2,14 382,51 78,83
RS205 Polystyrol SDS - 137 9554 | 52 | 98,09 | 1,94 241,14 53,89
RS198 Polystyrol SDS - 140 | 98,94 | 1,23 | 94,47 | 554 191,01 34,46
RS201 Polystyrol SDS - 143 95,67 | 519 | 982 | 1,62 308,86 63,18
RS199 Polystyrol SDS - 144 993 | 0,8 - - 128,55 -
RS203 Polystyrol SDS - 145 99,4 | 0,78 | 99,58 | 0,62 157,01 28,15
RS202 Polystyrol SDS - 145 99,19 | 1 99,38 | 0,71 95,50 16,68
RS240 Polystyrol SDS - 148 9468 | 531 | 97,99 | 1,95 273,15 69,72
RS241 Polystyrol SDS - 148 93,45 | 6,55 | 9821 | 2,13 204,82 51,75

BRO1-L05% Polystyrol SDS L‘X.erggo' 201 96,60 | 3,00 | 99,23 | 0,64 35,22 7,93

BRO1-L50% Polystyrol SDS "“At.erggo' 202 9859 | 1,32 | 99,11 | 0,75 25,82 5,98

BRO1-L10% Polystyrol SDS "“At.ergzo' 204 98,65 | 1,24 | 9895 | 0,88 33,35 7,59

BRO1-L25% Polystyrol SDS "“Atig(s)o' 204 98,71 | 1,16 | 98,94 | 0,88 23,57 5,37
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BRO1-L100% Polystyrol SDS Llﬁggo' 205 98,62 | 1,27 | 99,12 | 0,75 34,26 6,85
BROZ'C?TMA' Styrol Lutensol AT50 | CTMA-CI 2772 | 9811 | 1,71 | 9941 | 03 3,73 2,58
BR22-SDS Styrol Lutensol AT50 SDS 2802 | 972 | 25 | 995 | 025 6,80 3,81
BR13 Styrol Lutensol AT50 - 285 | 97,41 | 257 | 98,25 | 16 1,92 0,73
BRO6 Styrol Lutensol AT50 - 286 | 96,51 | 3,69 | 98,62 | 1,27 1,99 0,75
BRO2 Styrol Lutensol AT50 - 294 | 9855 | 1,3 | 99,47 | 0,23 4,22 2.69
BR24 Styrol Lutensol AT50 - 294 | 96,53 | 35 | 9845 | 1,63 2.10 0,76
BR26 Styrol Lutensol AT50 - 309 | 96,39 | 359 | 98,14 | 1,96 1,96 0,72
BR22 Styrol Lutensol AT50 - 316 95,7 | 436 | 97,98 | 2,12 1,96 0,71
AK2-7 PLLA pHEﬁ",\fA'CO' ; 550 | 97,46 | 2,46 | 97,25 | 2,65 5,85 18,79
AK2-501 Polystyrol PHPMA-b-pLMA - 600 | 9823 | 1,71 | 98,99 | 0,89 6,54 3,89
AK2-6 Polystyrol pHEI'_V',\fA'CO' - 750 | 97.96 | 1,96 | 98,11 | 1,06 1,16 0,46
AK2-80 PLLA PHPMA-b-pLMA - 800 97,9 | 2,06 | 9862 | 131 5,97 273
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9 Abklrzungs- und Symbolverzeichnis

Bzw.
%

°C

Hg

pHm
7AAD
A.U.
aPS
BSA
Chem.
cLSM
CO;
CTMA-CI
d.d.
DLS
DMEM
DMSO
DNA
DPBS
DSMz

Engl.
EPR

Et al.
FACS
FCS

Beziehungsweise

Prozent

Grad-Celsius

Mikrogramm

Mikrometer

7-Aminoactinomycin-D

Willktrliche Einheiten (engl. arbitrary units)
Ataktisches Polystyrol

Bovines Serumalbumin (engl. Bovine serum albumine)
Chemisch

Konfokales Laser-Raster-Mikroskop

Kohlenstoffdioxid

Cetyltrimethylammoniumchlorid

Doppelt dialysiert

Dynamische Lichtstreuungsmessung

Engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure (engl. Desoxyribonucleinacid)
Engl. Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellen

Englisch

Effekt der erh6hten Permeabilitdt und Retention (engl. enhanced

permeability and retention effect)

und andere (lat. Et alii)

Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated cell sorting)

Fotales Kalberserum (engl. Fetal calf serum)
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FDA

FITC
FL
FSC
Gdf.
GTP
h
H,O
HIV

hMSC

HPMA
HSA
In vitro
In vivo
k.

Lat.

LMA

Lsgm.-
Verd.

Lut
min
mi
Mn
MPS
mV

Lebensmitteliiberwachungs- und Arzneimittelzulassungsbehorde
der USA (engl. Food and Drug Administration)

Fluoresceinisothiocyanat
Fluoreszenz-Kanal

Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter)
Gegebenfalls

Guanosintriphosphat

Stunde

Wasser

Humanes Immundefizienz-Virus

Humane mesenchymale Stammzelle (engl. Human mesenchymal
stem cell)

Hydroxypropyl-methacrylamid

Humanes Serumalbumin (engl. Human serum albumine)
Lat., im Glas

Lat., im Lebendigen

Kristallin

Lateinisch

Immunglobulin

Laurylmethacrylat
Losungsmittelverdampfungs-Technik

Lutensol AT50

Minute

Milliliter

Molekulare Masse (g-mol™)
Mononukleadrer Phagozytensystem

Millivolt
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mwW

n.d.

n.k.

nm

NP

Octa
PBCA
PCL
PEG
PEG-MA

Phasensep.

PLGA
PLLA
PMI
PMMA
PMT
PS
PVA
REM

SDP
SDS
sPS
SSC

ssSDNA

SSNa

Milliwatt

Nicht dialysiert

Nicht kristallin

Nanometer

Nanopartikel

Octadiyne

Poly-n-butylcyanoacrylate
Polycaprolacton

Polyethylenglykol
Polyethylenglykol-Methacrylat
Phasenseperation
Poly-lactid-co-glycol-acid
Poly-L-Lactid
N-(2,6-diisopropylphenyl)-perylene-3,4-dicarbonacidimid
Polymethylmethacrylat
Photoelektronenvervielfacher (engl. Photomultipler)
Polystyrol

Polyvinylalkohol
Rasterelektronenmikroskop
Streckung

Sodium dodecylphosphonic acid
Natriumdodecylsulfat
Syndiotaktisches Polystyrol
Seitwartsstreulicht (engl. side scatter)

Einzelstrangige Desoxyribonukleinsaure (engl. Single stranded
desoxyribonucleinacid)

Natriumstyrolsulfonat

Temperatur
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Abklrzungs- und Symbolverzeichnis

TDI Toluol-2,4-diisocyanat

TEM Transelektronen-Mikroskop

Ty Glasubergangstemperatur (°C)

TGCl, Triglykol-Dichlorid

z.B. Zum Beispiel

a-MEM Engl. Minimum Essential Medium Eagle - Alpha Modification
A Wellenlange (nm)
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