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1. Einleitung

1.1. Allgemeiner Teil

Die pharmazeutische Technologie ist jener Teilbereich der Pharmazie, der sich mit der
Formulierung von Arzneiformen beschaftigt. Dies ermdglicht es, Wirkstoffe in eine Form zu
bringen, die den physiologischen Anforderungen des Applikationsortes und dem
gewunschten Freisetzungsprofil angepasst ist. Auflerdem werden hierbei die chemisch-
physikalischen Eigenschaften (Bsp. Loéslichkeit und Verteilungskoeffizient) der jeweiligen
Stoffe bei der Verarbeitung berlcksichtigt. Dadurch entstehen unterschiedliche
Arzneiformen, wie zum Beispiel Tabletten, Suppositorien und Salben. Welche
Darreichungsform schlussendlich zur Therapie verwendet wird, ist vom Krankheitsbild

abhangig. [1]

1.2. Nanopartikulare Systeme und deren Anwendung

Der Fokus der Arzneimittelentwicklung wurde in den letzten Jahren vermehrt auf die
Nanotechnologie gelegt. Dieser spezielle Bereich befasst sich mit Arzneiformulierungen im
Nanometerbereich (1 nm — 1000 nm), die bemerkenswerte Eigenschaften hinsichtlich
Liberation und Absorption besitzen. Die Verkleinerung der Arzneiformen in den nanoskaligen
GroRenbereich fuhrt zu einer groReren spezifischen Oberflache und folglich zu einer
verbesserten Ld&slichkeit. Dadurch erfolgt eine rasche Freisetzung des verkapselten
Wirkstoffes, was wiederum eine hohere Absorption ermoglicht. Dies hat schlieBlich zur
Folge, dass die Bioverfligbarkeit des Arzneistoffes erhéht wird und die zu verabreichende

Dosis reduziert werden kann. [2]

Aulerdem kann die Aufnahme der Nanopartikel in die Zellen durch den Partikeldurchmesser
gesteuert werden. Kleine Partikel kbnnen entweder durch Clathrin- (bis 200 nm) oder durch
Caveolin-vermittelte Endozytose (bis 500 nm) aufgenommen werden. Bei gréleren
nanopartikularen Systemen (bis 5 um) erfolgt die Aufnahme mittels Makropinozytose. Durch
die Internalisation Uber Caveolin-Proteine wird der Transport von Nanopartikeln in die
Lysosomen verhindert, wodurch eine Inaktivierung empfindlicher inkorporierter Arzneistoffe

wie Peptide oder Nukleinsduren vermieden wird. [2]; [3]; [4]

Bei intravendser Applikation beeinflusst der Partikeldurchmesser zusatzlich auch die
Distribution des verkapselten Wirkstoffes im Organismus. Hierbei kénnen die Partikel das
GefaRsystem nur durch Offnungen des Endothels verlassen, die in etwa eine GréRe von

150 nm besitzen. Vor allem im Tumorgewebe akkumulieren Nanopartikel aufgrund der
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induzierten Angiogenese. [2] Dies erklart sich aufgrund des EPR-Effektes (Enhanced
Permability and Retention) [5]. Wahrend der Gefalbildung kommt es zur Entstehung einer
von Licken gepragten Endothelschicht, die eine Diffusion der Partikel in das betroffene
Gewebe ermoglicht (,passives targeting® bzw. ,natlrliches targeting“). Dadurch kénnen
hohere lokale Wirkstoffkonzentrationen erzielt werden und eine Dosisreduktion erfolgen. [6]
Aufgrund dieser Vorteile ist die Therapie von Tumorerkrankungen eines der wichtigsten
Forschungsgebiete von Nanopartikeln [7].

Nanopartikulare Systeme eignen sich aber nicht nur als Wirkstofftrager, sondern fungieren in
der medizinischen Bildgebung (Bsp. Computertomografie) auch als Kontrastmittel [8]. Des
Weiteren werden Nanopartikel in Form von Sensoren in der medizinischen Diagnostik zur

Friherkennung von Krankheiten genutzt [9].

1.3. Materialen zur Partikelbildung

Zur Produktion von Nanopartikeln kdonnen unterschiedlichste Polymere verwendet werden.
Dazu zahlt unter anderem das haufig eingesetzte Polylactid-co-Glycolid (PLGA) aus Milch-
und Glycolsaure. PLGA ist ein synthetisches und bioabbaubares Polymer, das aufgrund der
chemischen Struktur an der Oberflache derivatisiert werden kann, um aktive zielgerichtete
und organspezifische Applikationen zu ermoéglichen [10].

Mittlerweile gewann jedoch der Einsatz von Proteinen als Hullmaterial immer mehr an
Bedeutung. Vor allem tierische (Bsp. BSA), aber auch humane Serumalbumine (Bsp. HSA)
eignen sich aufgrund ihrer guten Vertraglichkeit besser zur Partikelbildung als PLGA. Ein
grofder Vorteil vom Einsatz von Proteinen als natirliche Polymere ist, dass diese biologisch
abbaubar sind und auch keine immunologischen oder toxischen Reaktionen im Korper
induzieren. [11] Es wurden bereits HSA-Nanopartikel mit eingebautem Zytostatikum

(Bsp. Paclitaxel) zur experimentellen Therapie von Krebserkrankungen entwickelt [12].

Bei Albuminen handelt es sich um physiologische Plasmaproteine, die in der Leber
synthetisiert werden. Daher kann die Albuminkonzentration im Blutplasma als Indikator fur
Lebererkrankungen herangezogen werden. Diese Proteine sind au3erdem fur den Transport
von Pharmaka, Vitaminen und Kationen zustandig. Des Weiteren sind Albumine auch fur die

Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks essenziell. [13]



1.4. Herstellungsmethoden fur Nanopartikel

Zur praktischen Nanopartikelfertigung finden unterschiedliche Verfahren Anwendung, die
sich an der Art des Polymers und der chemisch-physikalischen Beschaffenheit des zu
verkapselnden Wirkstoffes orientieren. Bei natirlichen und synthetischen Polymeren werden
meist physikalische Methoden eingesetzt, wie zum Beispiel Ultraschall und
Hochdruckhomogenisation, aber auch Fallungsverfahren kénnen zur Herstellung von
Nanopartikeln verwendet werden. [14] Der Einsatz von Ultraschallwellen wird jedoch
bevorzugt, da es wahrend der Hochdruckhomogenisation zur Kontamination der
Partikelsuspension mit Ol- und Metallriickstdnden kommen kdnnte [15]. AuRerdem entfallt

hierbei der Einsatz von giftigen Chemikalien.

1.5. Aktives Drug Targeting

Die Forschung der pharmazeutischen Technologie befasst sich auRerdem intensiv mit der
aktiven zielgerichteten Anwendung (,aktives targeting“) von Arzneimitteln. Vor allem der

Einsatz von Lektinen spielt hierbei eine sehr grofl3e Rolle [16].

Lektine sind pflanzliche Proteine nicht immunologischen Ursprungs, die spezifische Mono-
oder Oligosaccharide der Zelloberfliche binden koénnen. Diese Spezifitat fir
Zuckerkomponenten ermdglicht vielseitige Anwendungen. [17] Besonders erwahnenswert ist
hierbei das Weizenkeimlektin (WGA), das aus Triticum vulgare isoliert wird. WGA interagiert
mit N-acetyl-D-Glucosamin- und Sialinsaureresten [18], die vor allem auf der Glykokalyx von
Blasenkarzinomen uberexprimiert sind. [19] Durch die Modifikation der Nanopartikel mit
diesem biorekognitiven Protein konnte bereits eine verstarkte Affinitat und Endozytose der
Partikel in Krebszellen des Urothels gezeigt werden [20]. Auf Basis dieser Erfahrungen
kénnen schlieldlich auch neue Therapieansatze fur Blasenkarzinome erprobt und etabliert

werden.

Bei der Therapie von Blasenkrebs sollte zunachst, wenn technisch moglich eine Resektion
kleinerer Karzinome mittels Elektroschlingen durchgefuhrt werden. AnschlieRend werden bei
Patienten mit niedrigem oder mittlerem Rdickfallrisiko Uber intravesikale Instillation
(Instillationstherapie) zusatzlich Zytostatika appliziert, um ein erneutes Auftreten des Tumors
zu verhindern. Haufig eingesetzte Wirkstoffe sind hier Mitomycin C, Epirubicin und
Gemcitabin. [21] Bei einer instillativen Therapie wird der Wirkstoff Gber einen Katheter direkt
in das Blasenlumen verabreicht. Folglich kommt es zu einer signifikant hoheren
Arzneistoffkonzentration in der Harnblase und zu einer Reduktion der notwendigen Dosis.

[22] Aufgrund der begrenzten lokalen Wirkung bleiben systemische Nebenwirkungen
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weitgehend aus [23]. Die Nanopartikel kénnen somit als Wirkstofftrager eines
Chemotherapeutikums  fungieren und eine  weitere = Therapiemoglichkeit  bei

Blasenkarzinomen darstellen.
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2. Zielsetzung

Im Zuge dieser Diplomarbeit wird ein bereits etabliertes Herstellungsprotokoll von
Proteinnanopartikel aus HSA und Dodecan [24] angewendet und optimiert. Dabei soll die
Optimierung hinsichtlich der Partikeleigenschaften wie Grofle, GroRenverteilung und
Zetapotential erfolgen. Des Weiteren sollen Partikelsuspensionen hergestellt werden, die
Uber einen gewissen Zeitraum gelagert werden kénnen. Die Partikelausbeute soll ebenfalls
maximiert werden. Aus kostentechnischen Grinden [15] und zur Etablierung eines
geeigneten Herstellungsprotokolls wird zur Bildung der Proteinhille BSA statt HSA
verwendet. BSA besitzt eine strukturelle Homologie zur dreidimensionalen Struktur von HSA
[25] und unterscheidet sich lediglich durch wenige Aminosauren [15]. Zusatzlich sollte ein
Austausch des Kernmaterials von Dodecan durch Hexan vorgenommen, und die

Auswirkungen auf die chemisch-physikalischen Parameter untersucht werden.

Ein weiteres Ziel der Diplomarbeit ist es, Proteinpartikel mit WGA als Komponente in der
Partikelmatrix zu produzieren, um dadurch eine gezieltes Drug Delivery System herzustellen.
Dadurch soll aufgrund spezifischer Interaktionen zwischen dem Lektin und Zuckerstrukturen
der Zelloberflache eine hohere Affinitat an 5637-Zellen — einer Zelllinie des humanen
Blasenkarzinoms — erzielt werden. Diese Zelllinie wird verwendet, um zukinftig eine
Zielgerichtete intravesikale Instillation der mit Zytostatikum beladenen Proteinpartikel zu
ermoglichen. Diese Arzneiform konnte eine weitere Therapiemdglichkeit bei Blasenkrebs
darstellen. Die hdhere Affinitdt soll anschliefend mit entsprechenden Bindungsstudien
bestatigt werden. Bei diesen Experimenten kommen Oil Red O- und fBSA modifizierte
Partikel zum Einsatz, um Fluoreszenz- (fBSA) und Absorptionsmessungen (ORO) zu

durchzufthren.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Verwendete Materialien

Hersteller

Material

Vector Laboratories Inc.
(Burlingame, USA)

Weizenkeimlektin Triticum

Vulgare (WGA)

von

Carl Roth GmbH + Co. KG

(Karlsruhe, Deutschland)

Dodecan (C12H2s)

Hexan (CsH14)

Natriumchlorid (NaCl)
Calciumchlorid-dihydrat

(CaCl, . 2H20)

HEPES (Pufferan® = 99,5%, buffer
grade; CgH1sN204S)

Sigma-Aldrich Corporation
(St. Louis, Missouri, USA)

Bovines Serum Albumin (BSA)
Fluoreszenz-markiertes
Serum Albumin (fBSA)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Paraformaldehyd

Oil Red O (ORO)
Magnesiumchloridhexahydrat

(MgCl; . 6H:20)

Bovines

Greiner bio-one GmbH (Kremsmiinster,

Osterreich)

96-well Mikrotiterplatten

75 cm? Gewebekulturflaschen

Thermo Fisher Scientific Inc.
(Waltham, Massachusetts, USA)

Micro BCA Protein Assay Kit

Invitrogen AG

(Paisley, Vereinigtes Konigreich)

Alexa-WGA
HOECHST 33342

Riedel-de-Haén

(Seelze, Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI)
Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
(NazHPO4. 2H20)

E. Merck KGaA
(Darmstadt, Deutschland)

12

Kaliumphosphat, dibasic (K:HPO4)

Ammoniumchlorid



3.2. Verwendete Gerate

Gerit

Hersteller

Laserdiffraktions-Partikelmessgerat

Malvern Panalytical (Malvern,
Worcerstershire, Vereinigtes Kénigreich)

e Zetasizer Nano ZS

Mikrotiterplattenfluorimeter

Tecan Austria GmbH (Grddig/Salzburg,
Osterreich)
e Infinite M200

Lichtmikroskop

Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland)
e Software: AxioVision Rel. 4.8.2

Vortexmischer

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach, GER)

Laborwaage

Sartorius AG (Géttingen, Deutschland)
e LC1201S

Analysenwaage

Sartorius AG (Géttingen, Deutschland)
e Cubis MSX

Zentrifuge

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
e Centrifuge 5804 R

Ultraschall-Homogenisator

Bandelin electronic GmbH und Co. KG
(Berlin, Deutschland)
Sonoplus HD2070 bestehend aus:

e HF-Generator (GM 2070)

e Boosterhorn (SH 213 G)

e Sonotrode (Mikrospitze MS 73)

Elektronenmikroskop

Hitachi (Tokio, Japan)
e FLEXSEM-1000

Durchflusszytometer

Beckman Coulter Gallios 6C (Indianapolis,
USA)

Lyophilisierungsanlage

Martin  Christ  Gefriertrocknungsanlagen
GmbH (Osterode am Harz, Deutschland)
e Alpha 1 -4 LDplus

Brutschrank

Thermo Scientific BBD 6220 (Waltham,
USA)
e BBD 6220
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Sicherheitswerkbank

ESCO Micro Pte. Ltd. (Singapur)

e Labculture Plus

Magnetriihrer inkl. Heizplatte

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach, Deutschland)
¢ MR 3001 K

Wasserbad

Gesellschaft fur Labortechnik mbH
(Burgwedel, Deutschland)
e GFL 1092

Dialyse Schlauche 12 kD

3.3. Verwendete Pufferldsungen

Carl Roth GmbH + Co. KG

(Karlsruhe, Deutschland)

20 mM isotoner HEPES/Natriumhydroxid
(NaOH)-Puffer pH 7,4

e 477 g HEPES und 8 g NaCl in
1000 ml Aqua dest. I6sen und mit
4 M NaOH auf pH 7,4 einstellen.

100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 e 6,0595¢ K:HPO4

e 207g KH2PO4

e ad 500 ml Aqua dest.
100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 8,0 e 8,141¢g KoHPO4

e 04449 KH2PO4

e ad 500 mi Aqua dest.

0,5 M EDTA-L6sung pH ~ 9,0

3.4. Zellkultur

3.4.1. Verwendete Chemikalien und Zellen

e 104 g EDTA-Tetra-Natrium wird mit
500 ml Aqua dest. versetzt und mit
HCI auf pH 9,0 eingestellt bis es sich

[Ost.

e RPMI-Medium mit 10% FCS, 4 mM L-Glutamin und 2 ml Gentamycin (150 pg/ml)
Zur Herstellung des Mediums wird eine Flasche RPMI Pulver in 900 ml Aqua

dest. gel6st. Danach wird der pH der Lésung zunachst mit 4 M HCI auf 4,0 und

anschliefend mit 4 M NaOH auf 7,2 eingestellt. In weiterer Folge wird noch
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2 g NaHCO3 geldst und zusatzlich 2 ml Gentamycin, wie auch 100 ml FCS

zugesetzt. Zum Abschluss wird das RPMI-Medium sterilfiltriert.

e PBS/EDTA 0,1 %
Zur Herstellung des Puffers wird 1 g EDTA in 900 ml destilliertem Wasser gelost
und anschlie®end mit einer 10-fach konzentrierten PBS-Stammlésung auf
1000 ml aufgeflillt. Da dieser Puffer beim Waschen von Zellen angewendet wird,

muss zusatzlich eine Sterilfiltration erfolgen.

e 0,25 % (WIV) Trypsin/[EDTA Lésung von Sigma-Aldrich Corporation (St-Louis,
USA)

3.4.2. Passagieren von 5637-Zellen

Zu Beginn werden zunachst Medium, Puffer und Trypsin/EDTA auf 37 °C gewarmt. Wenn
die Zellen 80 % konfluent gewachsen sind, kénnen diese folglich passagiert werden. Zur
Subkultivierung der 5637-Zellkultur wird das verbrauchte Nahrmedium unter sterilen
Bedingungen abgesaugt. Durch einen Waschschritt mit 2 ml PBS/EDTA werden die nicht
angehafteten oder toten Zellen entfernt. Um die Zellen von der Oberflache der Kulturflasche
abzulésen, wird anschlieBend das Puffermedium durch 2 ml Trypsin/EDTA ersetzt und
15 Minuten lang im Brutschrank inkubiert (37 °C, 95 % Luftatmosphare, 5 % CO.).

Nach der Inkubation werden die abgeldsten Zellen in 10 ml RPMI aufgenommen und die
Zellsuspension 5 Minuten bei 1000 RPM zentrifugiert. Danach wird der Uberstand abgesaugt
und das Zellpellet in 2 ml RPMI resuspendiert. Im finalen Schritt werden in einer neuen
75 cm? Gewebekulturflasche erneut 10 ml RPMI-Medium vorgelegt und abschlieBend 50
Zellsuspension (entspricht in etwa 3 — 5 Tropfen) zugesetzt.

Die weitere Kultivierung erfolgt im Brutschrank bei 37 °C, 95 % Luftatmosphare und 5 %
CO..

3.4.3. Kultivierung von 5637-Zellen in 96-Well-Mikrotiterplatten

Um Bindungsstudien an Zellmodellen durchzufiihren, wird ein Zell-Monolayer in einer 96-
Well-Mikrotiterplatte gezuchtet.

Hierfar wird mittels Zahlkammer und Lichtmikroskop die Zellzahl pro Milliliter bestimmt und
anschlielRend 17000 Zellen/Well angesetzt.

Eine 90 — 100%ige Konfluenz pro Well ist nach einer Zeit von ca. 5 Tagen im Brutschrank
(37 °C, 95% Luftatmosphéare, 5 % CO.) erreicht. Nach einer mikroskopischen Verifikation

kann der Monolayer fur Bindungsaffinitatsstudien verwendet werden.
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3.5. Herstellung und Modifikation der Proteinpartikel

3.5.1. Optimiertes Herstellungsverfahren

Zur Herstellung der Proteinpartikel wird nach einem bereits vorliegenden Protokoll [24]
gearbeitet und dieses schliellich optimiert.

In einem 25 ml Becherglas werden 20 mg BSA oder fBSA in 10 ml Kaliumphosphatpuffer
(100 mM, pH 8,0) geldst. AnschlielRend wird die Proteinldésung in einen 25 ml Messzylinder
Ubergefiihrt und sofort mit 3,3 ml des gewulinschten organischen Losungsmittels (Bsp. Hexan
oder Dodecan) versetzt. Durch die unterschiedlichen hydro- und lipophilen Eigenschaften der
beiden Flissigkeiten kommt es folglich zu einer Phasentrennung. Die organische Phase
befindet sich aufgrund der geringeren Dichte Uber der wassrigen Lésung.

Zur Partikelfertigung wird die Mischung nun mittels Ultraschallsonde mit 40% Intensitat und
10% Pulsation fur 2 Minuten beschallt. Die Pulsation beschreibt hierbei die Frequenz der
Ultraschallimpulse. Die Eintauchtiefe der Sonotrodenspitze ist der Meniskus der Grenzflache
zwischen den beiden Phasen. Wahrend der Ultraschallbehandlung muss zusatzlich der
Inhalt des Messzylinders mit Hilfe eines Eisbades gekuhlt werden, um eine starke
Hitzeentwicklung und folglich eine Denaturierung des Proteins zu verhindern. Die
entstandenen Nanokapseln befinden sich schlieBlich in der wassrigen Phase. Danach wird
die Partikelsuspension Uber Nacht im Kuihischrank bei 4 °C gelagert, um eine optimale
Phasentrennung zu gewahrleisten.

Zur Aufreinigung werden die Proteinpartikel am darauffolgenden Tag mittels Zentrifuge
gewaschen (5000 RPM, 5 Minuten, 4 °C). Dadurch erfolgt eine Abtrennung des
Proteinanteils, der nicht an der Bildung der Partikelhulle beteiligt ist. Nach dem Zentrifugieren
schwimmen die Partikel an der Oberflache. Mit einer Spritze und entsprechender Kanile
wird die wassrige Phase unterhalb der Proteinkapseln entfernt und durch frischen
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) ersetzt. AnschlieBend wird der Waschschritt vier
Mal wiederholt (Abschnitt 3.5.2.) und nach dem letzten Zyklus das Partikelpellet im
Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) resuspendiert.

Nach den Waschvorgangen wird die Partikelsuspension in einen 25 ml Scheidetrichter
uberfuhrt und Uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Dadurch werden das
Uberschussige — nicht verkapselte — organische Losungsmittel und Partikel mit einem zu
groliem Durchmesser abgetrennt.

Am darauffolgenden Tag wird die untere — wassrige — Phase mit den Proteinnanopartikeln

abgelassen und schlussendlich charakterisiert.
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Zur Durchfihrung von Bindungsaffinitatsstudien an Zellen und zur Sichtbarmachung der
Proteinpartikel werden die Kapseln mit dem lipophilen Farbstoff ,Oil Red O gefarbt.

Zur Farbung der Partikel werden 2,561 mg der Festsubstanz von ORO in 3,3 ml des
organischen Loésungsmittels gelést. Durch leichtes Erhitzen und Rihren mit Hilfe eines
Magnetrihrers kann eine transparente Losung nach wenigen Minuten erreicht werden. Diese
lipophile Phase wird schliellich zu der Proteinlésung in einem 25 ml Becherglas pipettiert.

Das weitere Prozedere erfolgt geman der bereits oben beschriebenen Herstellungsvorschrift.

Um Proteinkapseln Targeting-Eigenschaften zu verleihen, kann in die Proteinhille zusatzlich
WGA als Targeting-Molekil implementiert werden. Die Zellaffinitat wird anschlieRend mittels
Bindungsstudien an 5637-Zelllen Gberpruft.

Um moglichst kostengunstig und ressourcenschonend zu arbeiten, wird bei diesem
Herstellungsverfahren der halbe Ansatz von BSA/fBSA und ORO gewahlt. Zur Herstellung
der modifizierten Proteinpartikel werden somit in einem 10 ml Becherglas 1,805 mg WGA
und 8,195 mg BSA/BSA in 5 ml Kaliumphosphatpuffer (100mM, pH 8,0) gelost.
Anschlieend wird 1,65 ml organisches Lésungsmittel (Dodecan) mittels Eppendorf-Pipette
zugesetzt. Das weitere Prozedere erfolgt gemalk dem bereits oben beschriebenen

Herstellungsverfahren.

3.5.2. Optimierung des Waschvorganges
Zur Bestimmung der optimalen Anzahl an Waschvorgangen wird bei jedem Waschschritt
mittels BCA-Assay (Bicinchoninic Acid Assay) der nicht partikelbildende Anteil des

eingesetzten Proteins ermittelt.

Nach Beendigung der einzelnen Waschzyklen wird die wassrige Phase unterhalb der
aufschwimmenden Proteinpartikel unter Zuhilfenahme einer Spritze mit zugehdriger Kanule
abgesaugt und in ein separates Gefal® (Eppendorf-Mikroreaktionsgefald) uberfuhrt. Nach
dem Sammeln dieser Flussigkeiten werden jeweils 150 pl in drei Wells

(Dreifachbestimmung) einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert.

Mit Hilfe der Unterlagen des ,Micro BCA Protein Assay Kit® wird anschlieRend das
erforderliche Nachweisreagenz hergestellt. Hierfir werden zunachst 25 Teile der Micro BCA
Reagenz MA (alkalischer Tartrat-Carbonat-Puffer) [26] mit 24 Teilen des Micro BCA
Reagenz MB (Bicinchoninsaure-Ldsung) [27] gemischt. Zum Schluss wird dieser Mischung
noch 1 Teil der Micro BCA Reagenz MC (Kupfer (ll)-sulfat-L6sung) [28] zugesetzt. [29]
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Die hierflir bendtigte Menge wird Uber die Anzahl der zu messenden Proben inklusive
Mehrfachbestimmungen und Blank-Werte errechnet. Nach der Herstellung dieses
Nachweisreagenz werden ebenfalls 150 pl den bereits befillten Wells zugesetzt. Somit
befinden sich in einem Well 150 ul Probe und 150 ul Nachweisreagenz. Danach wird die
Mikrotiterplatte mit einer Folie versiegelt. Mittels TECAN wird die Platte 30 Sekunden
geschittelt und schlieBlich 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wird die 96-Well-Platte auf
Raumtemperatur abgekihlt und die Absorption Uber den Mikroplattenleser bei einer
Wellenlange von 562 nm (Absorptionsspektrum von BSA) gemessen. AbschlieRend wird der
durchschnittlich gemessene Blank-Wert subtrahiert und die Proteinkonzentration mithilfe

einer Kalibrationsgerade (Abschnitt 3.5.2.1.) bestimmt.

3.5.2.1. Erstellung einer Kalibrationsgerade mit BSA

Fir eine reproduzierbare Quantifizierung der Proteinkonzentration des Waschmediums muss
zunachst eine Kalibrationsgerade erstellt werden.

Unter Zuhilfenahme des ,Micro BCA Protein Assay Kit“ wird eine Verdlinnungsreihe mit dem
gewlnschten Losungsmittel (Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4), ausgehend von einer

definierten BSA-Stammldsung (2 mg/ml) hergestellt:

e 1:10 (200 mg/ml) e 1:200 (10 pg/ml) e 1:2000 (1 pg/ml)
e 1:50 (40 pg/ml) e 1:400 (5 pg/ml) e 1:4000 (0,5 pg/ml)
e 1:100 (20 pg/ml) e 1:800 (2,5 pg/ml)

Durch diese Verduinnungsreihe wird ein moglichst breiter Konzentrationsbereich

(0,5 pg/ml — 200 ug/ml) abgedeckt. AnschlieRend erfolgt eine Dreifachbestimmung der
jeweiligen Verdunnungen mittels BCA-Assay (Abschnitt 3.5.2.).

Mit Hilfe einer Regressionsanalyse werden dann die detektierten Werte miteinander
verglichen und eine Geradengleichung (y = kx + d) aufgestellt. Mit dieser Gleichung kann
schliel3lich die Proteinkonzentration der Probe Uber die gemessenen Absorptionsmaxima

berechnet werden.
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Abbildung 1: Kalibrationsgerade von BSA in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) bei 562 nm.

3.6. Quantifizierung des Proteingehaltes der Nanokapseln

Zur Bestimmung des BSA-Anteils, welcher die Kapselhllle formt, wird die vom
Scheidetrichter abgelassene Partikelsuspension gegen Aqua dest. dialysiert. Dabei werden
die im Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) enthaltenen Salze entfernt. Die verwendeten
Dialyseschldauche werden zuerst in 0,5 M EDTA-L6sung — zur Entfernung von
Schwermetallen und Proteasen — und dann in reinem Aqua dest. ausgekocht. Danach wird
die Suspension in einen dieser Schlduche Uberfuhrt und schlieRBlich mit entsprechenden
Klammern dicht verschlossen. AnschlieRend wird in einem 2 L Becherglas Aqua dest.
vorgelegt und der mit Probe befiillte Dialyseschlauch hinzugegeben. Auferdem ist im
Becherglas ein Magnetrihrstdbchen platziert, mit dem das System Uber eine
Magnetrihrplatte in Bewegung gehalten wird.

Durch regelmaRiges Ersetzen des Dialysemediums mit frischem Aqua dest. erfolgt die
Dialyse Uber einen Zeitraum von drei Tagen. Dadurch wird gewahrleistet, dass keine Salze
des Kaliumphosphatpuffers (100 mM pH 7,4) in der Partikelsuspension verbleiben.

Nach erfolgreicher Dialyse wird die Suspension des Dialyseschlauches in ein bereits
tariertes Gefald uberflhrt und anschlie3end lyophilisiert.

Das entstandene Lyophilisat wird ausgewogen und der Wert mit der eingesetzten Menge an

BSA verglichen, wodurch der prozentuale Anteil des Hullproteins ermittelt werden kann.
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3.7. Partikelcharakterisierung

Die Charakterisierung der Proteinpartikel impliziert PartikelgroRe, GroRenverteilung (PDI)
und die Messung des Zetapotentials. Zuletzt genannter Parameter ist wichtig, um eine

Aussage bezlglich der physikalischen Stabilitdt der Partikel zu treffen.

3.7.1. Bestimmung der PartikelgroRe und GroRenverteilung (PDI)

Nach der Herstellung der Proteinnanopartikel (Abschnitt 3.5.1.) kann eine Charakterisierung
hinsichtlich PartikelgroRe und GréRenverteilung (PDI) erfolgen. Mit Hilfe dieser Messgroflen
kénnen schlieBlich die Reproduzierbarkeit und die Lagerstabilitat der Partikel untersucht

werden. Fir diese Messungen wird der Zetasizer Nano ZS verwendet.

Zur Durchfihrung werden 500 ul der aufgeschittelten Partikelsuspension mittels Eppendorf-
Pipette in eine Kunststoffklvette pipettiert. Die beflllte Klvette wird anschlieRend im
Zetasizer in korrekter Position platziert und gemessen. Es erfolgt eine Dreifachmessung der
Probe. Mit den Messergebnissen werden schlieBlich der Mittelwert und die

Standardabweichung berechnet.

3.7.2. Messung des Zetapotentials

Zur Messung des Zetapotentials wird ebenfalls der Zetasizer Nano ZS benutzt. Spezielle
Zetapotentialkiivetten werden mit ca. 900 pl Partikelsuspension befiillt und anschlieRend im
Gerat positioniert. Es wird eine Dreifachbestimmung der Probe durchgefiihrt und sowohl der

Mittelwert als auch die Standardabweichung berechnet.

3.8. Stabilitatsmessungen und Frier-Tau-Experiment

Es wurden Stabilitatsmessungen der Partikelsuspensionen bei 4 °C und Raumtemperatur
Uber einen Zeitraum von 14 Tagen durchgefuhrt. Hierbei wird taglich die Partikelgrofie und
der PDI mittels Zetasizer Nano ZS bestimmt. Die gemessen Werte werden schlief3lich
miteinander verglichen und mdgliche Unterschiede der Partikeleigenschaften aufgrund der
Lagerung analysiert. Durch dieses Verfahren kénnen die idealen Lagerungsbedingungen

festgestellt werden.

Auflerdem wurde im Zuge der Arbeit die Zeit bis zum Aufschwimmen der Partikel bestimmt.
Hierfur wird die Partikelsuspension in einen Scheidetrichter Uberfihrt und Uber eine definierte
Zeitspanne stindlich ein aliquoter Anteil abgelassen. Die Probe wird anschlieBend im

Zetasizer Nano ZS gemessen.
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Das Frier-Tau-Experiment beschreibt wiederum eine Methode, bei der die
Partikelsuspension Uber einen langeren Zeitraum bei -20 °C in einem Gefrierschrank
gefroren wird.

Vor dem Einfrieren sowie nach dem Auftauprozess wird die Suspension betreffend
PartikelgroRe und PDI im Zetasizer Nano ZS charakterisiert. Dadurch kann eruiert werden,

ob eine Langzeitlagerung der Proteinpartikel im gefrorenen Zustand tberhaupt mdglich ist.

3.9. Rasterelektronenmikroskopie

Um die Form der Proteinpartikel visuell darzustellen, wurde die Technologie der

Rasterelektronenmikroskopie verwendet. [30]

Zu Beginn bedarf es jedoch einer speziellen Probenaufbereitung. Die Partikelsuspensionen
werden mit 0,9 % NaCl gewaschen, verdinnt und anschlieRend mit 2,5 % Glutaraldehyd fir
2 Stunden bei Raumtemperatur fixiert. Danach werden die Proteinpartikel erneut gewaschen
und zur Dehydrierung mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 %, 50 %, 70 %, 80 %,
90 % und 100 %) jeweils 10 Minuten behandelt. Nach dieser Aufbereitung werden die
Partikel mit einer Goldschicht Uberzogen und mit dem Elektronenmikroskop der Firma

Hitachi High-Tech Co. (Tokio, Japan) betrachtet und Aufnahmen erstellt.

3.10. Bindungsstudien an Zellmodellen

Bindungsstudien an Zellen sind essenziell, um Informationen Uber die Bindungsaffinitat der
Partikel an die Zellmembran zu erhalten. Dadurch kdnnen zum Beispiel Vergleiche zwischen
Proteinpartikel mit unterschiedlichen organischen Lésungsmitteln aufgestellt werden.
Aulerdem kann verifiziert werden, ob aufgrund der WGA-Molekile in der Partikelhille eine
starkere Bindung an Strukturen auf der Zellmembran besteht und gegebenenfalls eine

verbesserte Aufnahme in die Zelle erfolgt.

3.10.1. Monolayerversuch

Es wurden Bindungsstudien mit fBSA- und Oil Red O-Partikeln durchgefuhrt. Mit Hilfe des
spezifischen Absorptionsmaximums von ORO kann die Bindungsaffinitdt der gefarbten
Partikel beurteilt werden. Die Detektion von Fluoreszenzsignalen wurde bei Bindungsstudien

der fBSA-Suspensionen genutzt. Die Messungen erfolgen hierbei mittels TECAN.

Zu Beginn mussen die eingesetzten fluoreszierenden fBSA-Partikelsuspensionen hinsichtlich

ihrer Fluoreszenzintensitat aneinander angepasst werden. Dadurch wird verhindert, dass
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unterschiedliche Fluoreszenzwerte auf Unterschiede in der Ausgangsfluoreszenz

zurtckzufihren sind. Auch die ORO-Suspensionen missen idente Absorptionswerte

besitzen.
Die mit 5637-Zellen konfluent angeziichteten 96-Well-Mikrotiterplatten (Abschnitt 3.4.3.)
werden vor Versuchsbeginn ca. 10 — 15 Minuten bei 4 °C gekihlt, um aktive

Transportprozesse in die Zelle zu minimieren. Die weiteren Arbeitsschritte erfolgen auf
einem Kuhlakku, um die Temperatur konstant zu halten. AuRerdem muss beim Arbeiten mit
fBSA-Partikeln auf Lichtschutz geachtet werden, um keine verfalschten Ergebnisse zu
erhalten.

Zunachst wird das verbrauchte Nahrmedium (RPMI-Medium) mittels Pasteurpipette und
Vakuumpumpe entfernt. Danach werden die Zellen zweimal mit 100 yl HEPES/NaOH-Puffer
(isoton, pH 7,4) gewaschen. Nach dem Absaugen des Waschreagens wird in die jeweiligen
Wells 100 ul der gewlinschten Partikelsuspension pipettiert und der Monolayer fir 30 bzw.
60 Minuten im Kihlschrank bei 4 °C inkubiert. Anschliellend erfolgt eine Messung am
TECAN bei Exzitation 485 nm / Emission 517 nm (fBSA) bzw. bei einem
Absorptionsmaximum von 495 nm (ORO).

Danach wird die Partikelsuspension mittels Pasteurpipette und Vakuumpumpe entfernt und
erneut zweimal mit 100 yl HEPES/NaOH-Puffer (isoton, pH 7,4) gewaschen. Nach diesem
Waschprozess erfolgt wieder eine TECAN-Messung bei den entsprechenden Wellenlangen,

um den zellgebundenen Anteil an Partikeln zu bestimmen.

3.10.2. Einzelzellversuch
Bei der Durchfihrung des Einzelzellversuchs wird die Fluoreszenzintensitat der fBSA-

Partikel mittels Durchflusszytometrie in einem Flowcytometer gemessen (FACS).

Die Einzelzellversuche wurden mit fBSA-Partikelsuspensionen durchgefuhrt. Zu Beginn
missen auch bei diesem Zellversuch die verwendeten Partikelchargen hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitdten angepasst werden, um Unterschiede in der Bindungsaffinitat
aufgrund ungleicher Ausgangsfluoreszenz zu vermeiden.

Vor dem Versuch wird eine Zellsuspension mit HEPES/NaOH-Puffer (isoton, pH 7,4) auf

12 Millionen Zellen/ml eingestellt und bei 4 °C im Kihlschrank gelagert. Durch die Kihlung
werden Transportprozesse in die Zellen reduziert und es kann die Bindung an die
Zellmembran untersucht werden. Alle folgenden Arbeitsschritte werden auf einem Kuhlakku
durchgefuhrt, um einen Temperaturanstieg zu verhindern. AuRerdem ist beim Arbeiten mit
fBSA-Partikeln auf Lichtschutz zu achten.

Es werden 50 pul der Zellsuspension mit 50 ul der Partikelsuspension 30 Minuten bei 4 °C
inkubiert. AnschlieRend wird der Mischung 900 pyl HEPES/NaOH-Puffer (isoton, pH 7,4)
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zugesetzt, in ein Probenréhrchen udberfihrt und im Durchflusszytometer gemessen. Die

Ergebnisse werden in Relation gesetzt und die Bindungsaffinitat beurteilt.

3.10.3. Kolokalisationsstudien

Zur Analyse, ob die Proteinpartikel lediglich an der Zelloberflache adharieren oder auch von
den Zellen aufgenommen werden, wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 5637-
Einzelzellen mittels Fluoreszenzmikroskop angefertigt.

Zur visuellen Unterscheidung der Partikel von den Zellelementen wird der Zellkern mit dem
DNA-Fluoreszenzfarbstoff HOECHST blau und die Zellwande mit Alexa-WGA (aWGA) rot
gefarbt.

Zu Beginn der Kolokalisationsstudie werden die verwendeten fBSA-Partikelsuspensionen auf
die gleiche Fluoreszenz eingestellt. Dadurch wird eine Verfalschung der Ergebnisse
aufgrund unterschiedlicher Ausgangsfluoreszenz vermieden. Aullerdem wird eine
Zellsuspension mit HEPES/NaOH-Puffer (isoton, pH 7,4) auf 12 Millionen Zellen/ml
eingestellt und bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert. Durch die Kiihlung wird die Aktivitat der
Transportprozesse limitiert. Alle folgenden Arbeitsschritte werden auf einem Kihlakku
durchgefiihrt, um einen Anstieg der Temperatur wahrend dem Zellversuch weitestgehend zu
verhindern. Es werden 10 ul der Zellsuspension mit 20 pl der entsprechenden
Partikelsuspension und 2 pl des DNA-Fluoreszenzfarbstoffs HOECHST (0,5 mg/ml) versetzt
und 30 Minuten bei 4 °C bzw. 37 °C inkubiert. Bei 37 °C sind wiederum die
Transportprozesse der Zelle aktiv und es erfolgt die Aufnahme der Proteinpartikel in das
Zellinnere. Nach der Inkubation bei 37 °C wird die Zellsuspension erneut auf 4 °C abgekuhit
und anschliellend 3 yl aWGA (0,1 mg/ml) zugesetzt. Anschliellend werden die Zell-/Partikel-

Suspensionen wieder fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert.

Danach wird die Suspension mit HEPES/NaOH-Puffer (isoton, pH 7,4) auf 2 ml erganzt und
zentrifugiert (1000 RPM, 5 Minuten, 4 °C). Nach der Zentrifugation wird der Uberstand bis
auf 100 pl abgehoben und der Rest mit 100 pl Paraformaldehyd (4% in PBS) versetzt. Diese
Mischung wird 10 Minuten bei 4 °C inkubiert, um die Zellen zu fixieren. Anschlieend erfolgt
die Zugabe von 200 pl Ammoniumchlorid (100 mM) und ein weiterer Waschzyklus mit
HEPES/NaOH-Puffer (isoton, pH 7,4). Nach diesem Prozedere kdnnen die Einzelzellen im

Fluoreszenzmikroskop evaluiert werden.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Proteinpartikelherstellung

Zur Bereitung von Proteinpartikeln aus bovinem Serumalbumin  wurde ein
Herstellungsprotokoll von Rollet et al. [24] verwendet und im Zuge der Diplomarbeit optimiert.
Das Ziel hierbei war die Produktion von Proteinnanopartikeln mit einer engen
PartikelgroRenverteilung, die Uber einen langeren Zeitraum stabil sind.

Aulerdem wurden im Rahmen der Diplomarbeit Nanokapseln mit unterschiedlichen
organischen Losungsmitteln (Hexan und Dodecan) als Kernkomponente hergestellt und

deren Partikeleigenschaften miteinander verglichen.

Der lipophile Kern der Partikel konnte erfolgreich mit dem hydrophoben Farbstoff ORO
(Abbildung 2) gefarbt werden, um Bindungsstudien an Zellen durchzufihren und die
Nanopartikel optisch sichtbar zu machen. Diese Substanz ist eine Bisazofarbstoff, der zur

Farbung von Triglyceride verwendet wird und anschliel3end quantifiziert werden kann [31].

OH HsC
CHa

CHs
CHs

Abbildung 2: Strukturformel von ,,Oil Red O”. [32]

Nicht modifizierte BSA-Proteinpartikel kénnen aufgrund unspezifischer Wechselwirkungen
bereits an die Zelle binden. Die Partikel wurden zusatzlich mittels Einbau von WGA in die
Proteinhille mit einem Targeter-Molekil ausgestattet (Abschnitt 3.5.1.). Das
Weizenkeimlektin besitzt namlich die Fahigkeit, bestimmte Zuckerstrukturen der
Zelloberflache zu binden, wodurch der Lektineinbau eine spezifische Interaktion und somit

eine héhere Affinitat zu Krebszellen ermoglichen sollte.
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Durch die Beschallung (Abschnitt 3.5.1.) werden Trépfchen des organischen Losungsmittels
in der wassrigen Proteinldsung emulgiert. Aullerdem kommt es bei diesem Prozess zur
Ausbildung von Disulfid-Briicken zwischen den Cystein-Resten der Proteine und folglich zur
Umhlillung der entstandenen Emulsionstropfchen. Diese Bildung basiert auf dem Prinzip der
akustischen Kavitation. Hierbei werden durch den sonochemischen Effekt Radikale (OH-, H')
und in Gegenwart von Sauerstoff Superoxide gebildet, die als Oxidationsmittel fungieren.
Dadurch werden die Cystein-Seitenketten oxidiert und schlieBlich Disulfid-Briicken gebildet.
[33]

4.1.1. Analyse der Waschzentrifugate

Nach der Herstellung der Partikelsuspension mittels Ultraschallsonde werden die Partikel am
nachfolgenden Tag mehrfach gewaschen. Wahrend der einzelnen Waschvorgange erfolgt
die Entfernung des Uberschissigen Proteins, das nicht an der Bildung der Partikelhille
beteiligt ist. Das Waschprozedere ist daher einer der wichtigsten Arbeitsschritte in der
Partikelproduktion. Wahrend der Diplomarbeit wurde Uberprift, wie viele Waschschritte

notwendig sind, um eine moglichst effiziente Aufreinigung der Proteinpartikel zu erzielen.

Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Zentrifugate wurden mit Hilfe des BCA-Assay
(Bicinchoninic Acid Assay) ermittelt (Abschnitt 3.5.2.).

Die Peptidbindungen des Uberschussigen Proteins reduzieren hierbei das zweiwertige
Kupfer (Cu?*) zu einwertigem Kupfer (Cu*), das wiederum durch die Bicinchoninséure (iber
eine koordinative Bindung komplexiert wird. Der dabei entstehende Komplex mit violetter
Farbung besitzt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm und kann mittels TECAN gemessen
werden. [29] Je mehr Protein daher in den Zentrifugaten enthalten ist, desto hoher ist die
entsprechende Absorption. Uber die detektierten Absorptionswerte konnte schlieBlich mit
Hilfe einer Eichgerade — in der entsprechenden Pufferlésung (Abbildung 1) — die jeweilige
Proteinkonzentration der einzelnen Waschzentrifugate mittels Geradengleichung berechnet
werden. Der Vergleich dieser Konzentrationen liefert letztendlich Informationen Uber die

maximal erforderliche Anzahl der Waschvorgange.

Zur Optimierung des Waschprotokolls wurden BSA-Partikel mit dem organischen

Losungsmittel Dodecan als lipophilen Kern hergestellt.
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Abbildung 3: Vergleich der Proteinkonzentrationen nach den jeweiligen Waschschritten.

Die Ergebnisse in Abbildung 3 illustrieren, dass nach dem ersten Waschschritt

die gréRte Menge an Protein mit 159,3 + 2,94 pg/ml entfernt wurde. Das entspricht dem
Hauptanteil, der nicht an der Verkapselung beteiligt war.

In den nachfolgenden Waschvorgangen (2. Waschschritt — 4. Waschschritt) wurden nur
mehr 30,6 + 1,44 ug/ml, 10,18 + 0,45 pg/ml und 7,72 + 0,27 pg/ml abgetrennt. In diesen
Waschzentrifugaten befindet sich der Rest des nicht als Hullmaterial fungierenden Proteins

und vermutlich auch kleinere Proteinpartikel, die durch die Zentrifugation entfernt wurden.

In den Zentrifugaten 5. (5. Waschschritt) und 6. (6. Waschschritt) wurden mit 5,88 pg/ml bzw.
5,78 ug/ml fast idente Proteinmengen detektiert. Der Grund hierfir ist vermutlich die
Methodik zur Entnahme der wassrigen Phase. Hierbei wird namlich mittels Spritze und
entsprechender Kanile das aufschwimmende Partikelpellet durchstochen. Dadurch wird
beim Eintauchen der Kanule ein gewisser Anteil der Partikel mitgerissen, der schlieBlich
mittels TECAN detektiert wird.

Auf Basis dieser Erkenntnisse konnte schlielBlich gezeigt werden, dass ein Waschprotokoll
mit maximal vier Zentrifugationsschritten ausreichend ist, um das Uberschissige Protein zu
entfernen.
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4.1.2. Proteingehalt der Kapseln

Zur Bildung der Proteinhille der Nanopartikel wurde wie bereits erwahnt, bovines
Serumalbumin verwendet, welches sich aufgrund seiner Vertraglichkeit und immunologischer
Eigenschaften sehr gut als Hullmaterial flr Proteinpartikel eignet. Nach abgeschlossener
Optimierung des Waschvorganges (Abschnitt 4.1.1.) wurde untersucht, welcher Anteil der

eingesetzten Proteinmenge schliellich fir die Bildung der Proteinhille zustandig ist.

Die Quantifizierung erfolgte hierbei mittels Lyophilisation der Partikelsuspension. Hier musste
jedoch beachtet werden, dass die Partikel in einem Puffer (Kaliumphosphatpuffer 100 mM,
pH 7,4) suspendiert vorliegen. Daher ist vor der Gefriertrocknung eine Dialyse gegen Aqua
dest. essenziell, da die Salze des Puffers sonst das Endergebnis verfalschen wirden

(Abschnitt 3.6.).

Zur Bestimmung der Proteinmenge wurden ebenfalls nicht beladene Dodecan-Partikel

verwendet.
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Abbildung 4: Verhéltnis der eingesetzten BSA-Menge zum hlille-bildenden Anteil.

Anhand des Balkendiagramms in Abbildung 4 ist zu erkennen, dass bei einer
Ausgangsmenge von 20 £ 0,26 mg BSA (Einwaage) wahrend der Partikelherstellung

4,58 + 0,37 mg zur Bildung der Proteinhiille beitragen. Das entspricht in etwa 23 % der
eingesetzten BSA-Menge.
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4.1.3. GroBenvergleich unterschiedlicher Partikelchargen
Die Produktion der nachfolgend beschriebenen Partikelchargen erfolgte nach dem in

Abschnitt 3.5.1. beschriebenen optimierten Herstellungsprotokoll.

Nach erfolgter Quantifizierung der Proteinmenge, die als hllbildendes Material fungiert
wurden die Proteinpartikel zunachst hinsichtlich GrélRe und Polydispersitatsindex
charakterisiert. Der Einsatz unterschiedlicher organischer L&sungsmittel (Hexan und
Dodecan) als Kernmaterial und die Partikelmodifikation mit ORO und WGA kénnen zu
Veranderungen dieser Parameter flhren. Daher ist es wichtig, Vergleiche zwischen den

jeweiligen Partikelchargen aufzustellen und entsprechende Einfllisse zu eruieren.

Die GroRe und der PDI wurden mittels Zetasizer Nano ZS gemessen. Das Messprinzip
dieses Gerates basiert auf der DLS (Dynamische Lichtstreuung) [34]. In Tabelle 1 sind die

Ergebnisse der analysierten Partikelchargen zusammengefasst.

Tabelle 1: Vergleich der Gré3e und GréBenverteilung der unterschiedlichen Partikelchargen.

Partikelcharge DurchschnittsgroRe PDI

BSA + Hexan 2,5 uym —3,5 ym 1,0
BSA + Dodecan 588,3 + 56,49 nm 0,07 + 0,03
BSA + Dodecan + ORO 702,5 + 64,1 nm, 0,09 + 0,02
BSA + Dodecan + WGA 663 £ 49,67 nm 0,05+ 0,03

Da es sich bei den hergestellten Partikeln um Nanopartikel handelt, muss sich die GroRRe in
einem Bereich zwischen 1 nm — 1000 nm befinden. Au3erdem sollten sie einen kleinen PDI
(< 0,2) aufweisen, um eine moglichst enge GroRenverteilung und Homogenitat der
Partikelsuspension gewahrleisten zu kénnen.

Der PDI kann Werte zwischen ,0° und ,1° einnehmen. Disperse Systeme mit einem PDI
zwischen 0,03 — 0,06 werden als monodispers bezeichnet. Bei Werten oberhalb von 0,5 wird

von einer Formulierung mit einer groRen Varianz der PartikelgroRen gesprochen. [35]

Die Ergebnisse in Tabelle 1 zeigen jedoch, dass Proteinpartikel, bei denen Hexan als
organisches Lésungsmittel verwendet wurde, mit 2,5 ym — 3,5 pm signifikant gréf3er sind und
der PDI von 1,0 auf eine sehr breite Grofenverteilung schlieRen lasst. Im Rahmen der
Diplomarbeit wurde mit verschiedenen Methoden und Techniken versucht, die Hexan-
Partikel hinsichtlich ihrer GroRRe zu klassifizieren und insbesondere den PDI zu minimieren.
Dazu wurde mittels Zentrifugieren bei unterschiedlichsten Einstellungen Uberprift, ob es
moglich ist die Proteinpartikel hinsichtlich der GréRe aufzutrennen. Auflerdem wurden
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Filtriervorgange mit Celluloseacetat-Filtern (PorengréRe < 1 um) durchgefiihrt. Beide
Techniken blieben jedoch erfolglos, da die Hexan-Partikel lediglich fir einen Zeitraum von
einer halben Stunde stabil waren und anschlieend agglomerierten. Dadurch wurden bei der
Partikelherstellung mit Hexan maximale Partikelgréfien von 2,5 ym — 3,5 um und ein PDI von

1,0 erzielt. Folglich ist Hexan als lipophiler Kern der Proteinpartikel nicht geeignet.
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PartikelgroRe [nm]
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0
BSA + Dodecan BSA + Dodecan + ORO BSA + Dodecan + WGA

Grolle [nm] 588,275 702,5 663

Abbildung 5: Grafischer Vergleich der Dodecan-Partikelchargen.

In Tabelle 1 und Abbildung 5 ist ersichtlich, dass bei den Dodecan-Partikelchargen die
Farbung des lipophilen Kerns mit ORO und die Modifikation der Proteinhille mit WGA,

Einflisse auf die gemessene PartikelgréRe haben.

Die Partikel, die lediglich mit Dodecan hergestellt wurden, besitzen mit 588,3 + 22,72 nm den
kleinsten Durchmesser. Durch den Einsatz von WGA entstehen Nanopartikel mit

663 + 9,79 nm. Bei den mit ORO gefarbten Proteinpartikeln betragt die Groflie

702,5 + 29,39 nm, die auch die gréRten Partikel sind.

Der PDI ist bei allen Dodecan-Chargen sehr ahnlich und bewegt sich in einem Bereich von
0,05 — 0,09, was einer monodispersen PartikelgroRenverteilung entspricht. Wie in Tabelle 1
zu sehen ist, hat der Einsatz von ORO oder WGA lediglich minimale Auswirkungen auf die

GroRenverteilung.
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Anhand der Ergebnisse ist festzustellen, dass Proteinpartikel mit Dodecan als Kernmaterial
eine PartikelgroRe im Nanometerbereich aufweisen und hinsichtlich der GréRenverteilung

einen signifikant besseren PDI als Hexan-Partikel besitzen.

4.1.4. Elektronenmikroskopische Evaluierung der Proteinkapseln (REM)
Nach den Grolkenmessungen sollte noch verifiziert werden, ob tatsachlich spharische
Nanokapseln vorliegen. Hierflir wurde das Elektronenmikroskop der Firma Hitachi High-Tech

Co. (Tokio, Japan) verwendet und die morphologischen Merkmale der Partikel analysiert.

Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung der Partikelsuspensionen ist eine spharische

Form der Nanopartikel zu erkennen (Abbildung 6). Die Farbung des lipophilen Kerns mit
ORO und die Modifikation der Proteinhulle mit WGA hatten keine Auswirkungen auf die
Morphologie der Proteinpartikel.

et N Wl EF oL nl it g

_ ]IU‘O;_lmI | E - W 2,004m
Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Dodecan-Proteinpartikel.

In Abbildung 6 (rechts) ist ersichtlich, dass die Partikel kleiner sind (427 nm) als die
Messergebnisse des Zetasizers vermuten lassen (Tabelle 1). Der Grund hierfir kénnte die
spezielle Probenaufbereitung sein (Abschnitt 3.9.).

Aulerdem sind abstrakte Formen und Anhaufungen der Nanopartikel zu erkennen
(Abbildung 6, links). Diese lassen sich vermutlich ebenfalls durch die Aufbereitung der
Partikelsuspensionen erklaren (Abschnitt 3.9.). Hierbei kénnte es zur Verschmelzung oder
Denaturierung der Proteinpartikel kommen.
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4.2. Stabilitatsmessungen

Bei der Herstellung einer potentiell neuen Arzneiformulierung ist deren Stabilitdt wichtig, um
eine Anwendung auch einen gewissen Zeitraum nach der Produktion gewahrleisten zu
kénnen. Deshalb wurden die Nanopartikel unter bestimmten Lagerungsbedingungen
aufbewahrt und hinsichtlich der Qualitatsmerkmale GréRe und PDI analysiert. Die
Partikelstabilitat ist abhangig von den Anderungen der chemischen und physikalischen
Eigenschaften der Partikel [36]. Zur Erfassung der Stabilitdtsverhaltnisse wurden Messungen
des Zetapotentials durchgefihrt, bei denen die Suspension unter Kkontrollierten
Temperaturbedingungen gelagert und in definierten Zeitintervallen hinsichtlich
qualitatsrelevanter Parameter (GrofRe und GréRenverteilung) untersucht wurde.

Die Messungen erfolgten erneut mittels Zetasizer Nano ZS.

4.2.1. Zetapotentialmessungen und Lagerstabilitat

Das Zetapotential beschreibt die Oberflachenladung der dispergierten Proteinpartikel und ist
ein Indikator fur die elektrostatische AbstoRung zwischen diesen. Dieser Parameter
ermoglicht es, Prognosen hinsichtlich der Stabilitat der Partikelsuspensionen zu treffen. Laut
Literatur ist ein Minimumwert von + 30 mV flr eine elektrostatische Stabilitdt notwendig. Bei
niedrigeren Potentialen von 0 mV — £ 10 mV neigen die Partikel vermehrt zur Agglomeration.

[37] Die gemessenen Zetapotentiale sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Vergleich der Zetapotentiale der unterschiedlichen Partikelchargen.

Partikelcharge Zetapotential
BSA + Hexan -8,2+0,6 mV
BSA + Dodecan -154+1,2mV
BSA + Dodecan + ORO -15,7 £+ 0,9 mV
BSA + Dodecan + WGA -149+1,4mV

Das gemessene Zetapotential der Hexan-Partikel befindet sich mit -8,2 + 0,6 mV weit unter
der geforderten Grenze von * 30 mV. Wie in Tabelle 1 zu sehen ist, neigen die
Proteinpartikel mit Hexan als Kernmaterial zur Agglomeration, da die Suspensionen nach
erfolgter Zentrifugation und Filtration lediglich fir eine halbe Stunde stabil sind (Abschnitt
4.1.3.).

Die Zetapotentiale der Dodecan-Partikelchargen unterscheiden sich nur geringfugig und
bewegen sich in einem Bereich von -14,9 mV - -15,7 mV. Alle gemessenen Chargen
besitzen wesentlich bessere Potentiale als die Hexan-Partikel, befinden sich jedoch noch

immer unter der Grenze von + 30 mV. Diese Erkenntnis legt — wie auch bei den Hexan-
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Chargen — die Vermutung nahe, dass die Dodecan-Partikel ebenfalls keine ausreichende
Stabilitat besitzen und leicht zur Agglomeration neigen. Daher wurde in weiterer Folge mittels
Stabilitatstests Uberprift, Uber welchen Zeitraum diese Partikelsuspensionen hinsichtlich der
chemisch-physikalischen Parameter im Vergleich zu den Hexan-Partikeln stabil bleiben.

Zur Uberpriifung der Lagerstabilitit der Dodecan-Partikelchargen wurden Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen die Grolke und der PDI der jeweiligen Partikelsuspensionen
bestimmt. Dabei wurde zusatzlich durch die Lagerung bei Raumtemperatur (Abbildung 7)
und im Kduhilschrank bei 4 °C (Abbildung 8) auch die Einflisse der Temperatur auf die
Partikeleigenschaften analysiert.

Zur Stabilitatsbestimmung wurden unbehandelte und ORO beladene Dodecan-Partikel

verwendet.
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Abbildung 7: Anderungen der Partikelgré3e (iber einen Zeitraum von 14 Tagen bei Raumtemperatur.

Wie in Abbildung 7 dargestellt, verandert sich die PartikelgroRe dber einen
Lagerungszeitraum von 10 Tagen bei Raumtemperatur kaum. Es kommt bei beiden
Partikelchargen lediglich zu einer GroéRenreduktion von ungefdhr 100 nm, die jedoch

tolerierbar ist.

Der PDI wurde als Durchschnitt aller Messungen ermittelt und betragt bei den ORO-
Partikeln, wie auch bei den nicht gefarbten Dodecan-Partikelchargen 0,1. Die Suspensionen

besitzen daher noch immer eine enge PartikelgroRenverteilung.
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Abbildung 8: Anderungen der Partikelgré3e iiber einen Zeitraum von 14 Tagen im Kiihlschrank bei 4 °C.

Bei Lagerungstemperaturen von 4 °C (Abbildung 8) bleiben die Partikel ebenfalls tiber einen

Zeitraum von 10 Tagen stabil.

Der durchschnittliche PDI betragt bei den ORO-Partikeln, wie auch bei den unbehandelten
Dodecan-Partikeln, 0,07, was einer engen Verteilung entspricht. Folglich gibt es bei diesen
Lagerungsbedingungen keine signifikanten Anderungen hinsichtlich PartikelgroRe und

GrolRenverteilung.
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Abbildung 9: Vergleich der Stabilitdtsmessungen bei Raumtemperatur und 4 °C.
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Prinzipiell ist festzustellen, dass die Partikelsuspensionen sowohl bei Raumtemperatur als
auch im Kuihlschrank bei 4 °C lber eine Zeitspanne von 10 Tagen stabil bleiben.

Abbildung 9 illustriert jedoch, dass die Lagerung der Proteinpartikel im Kihlschrank besser
ist, da die PartikelgréRen nahezu konstant bleiben. Bei Raumtemperatur kommt es zu
starkeren Schwankungen hinsichtlich des Partikeldurchmessers; dies kdnnte mit der héheren

Temperatur im Zusammenhang stehen kénnte.

Basierend auf den Messergebnissen der Lagerstabilititstests besitzen die Dodecan-
Partikelchargen trotz der niedrigen Zetapotentiale (Tabelle 2) eine ausreichende Stabilitat

und neigen nicht, wie zunachst angenommen, zur Agglomeration.

4.2.2. Stabilitit der Partikelsuspension liber Stunden

Im Rahmen der Diplomarbeit wurde aul’erdem eruiert, Uber welchen Zeitraum die
Proteinpartikel im Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,4) homogen verteilt sind, ohne die
Suspension erneut aufschitteln zu missen. Als lipophiler Kern der Proteinpartikel fungiert
Dodecan. Dieses organische LOsungsmittel besitzt eine Dichte von 0,753 g/cm?® [38].
Aufgrund der niedrigen Dichte steigen die Partikel auf und befinden sich folglich nach einer
gewissen Zeitspanne an der Oberfliche des Puffers. Dadurch entstehen
Konzentrationszonen innerhalb der Suspension, die schlieBlich bei der Entnahme eines
aliquoten Teils zu falschen Messergebnissen fihren kénnen.

Dieser Stabilitatstest wurde mit nicht modifizierten Dodecan-Partikeln bei Raumtemperatur

durchgefihrt.
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Abbildung 10: Stabilitdtsverlauf iiber Stunden beziiglich der homogenen Verteilung der Partikel.
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Die Ergebnisse in Abbildung 10 zeigen, dass die Homogenitat der Partikelsuspension ohne
erneutes Aufschitteln fir 6 Stunden gewahrleistet ist. Nach dieser Zeitspanne sinkt die
PartikelgroRe langsam und sukzessive immer weiter, da die groRen Partikel schneller
aufschwimmen. Falls die Suspension langer als 6 Stunden stehen gelassen wurde, sollte vor

weiteren Analysen eine Homogenisierung des Systems mittels Aufschutteln erfolgen.

4.2.3. Frier-Tau-Methode

Die Stabilitat der hergestellten Proteinpartikel soll auch Uber einen langeren Zeitraum als 10
Tage gewahrleistet werden. Eine Methode, die sich hierfur eignet, ist das Einfrieren der
Partikel. Im gefrorenen Zustand kénnen Zubereitungen Uber Monate gelagert werden. [39]
Daher wurde im Zuge der Diplomarbeit das Frier-Tau-Experiment durchgeflhrt. Dieses
Experiment beschreibt einen Prozess, bei dem die Partikelsuspensionen zunachst
eingefroren und nach einigen Tagen wieder aufgetaut werden. Durch die Frier-Tau-Methode
kann schlieRlich Gberprift werden, ob sich die Nanopartikel hinsichtlich der physikalischen

Eigenschaften wahrend des Gefriervorganges verandern.

Der Gefrierpunkt von Dodecan befindet sich bei ungefahr -10 °C [38]. Das Experiment wurde

daher bei -20 °C in einem Gefrierschrank abgewickelt.

Tabelle 3: GréRenverédnderungen beim Frier-Tau-Experiment.

Partikelchargen Vor dem Einfrieren Nach dem Auftauen
BSA + Dodecan 631,2 £ 12,3 nm 715,3 £ 24,6 nm
BSA + Dodecan + ORO 757 £ 36,3 nm 903,2 + 45,3 nm

Die Partikeldurchmesser der beiden Chargen sind nach dem Auftauprozess im Vergleich zur
Ausgangsgrofle um etwa 100 nm — 150 nm groRer (Tabelle 3). Das Iasst darauf schlief3en,

dass die Proteinpartikel wahrend des Gefriervorganges vermutlich leicht agglomerieren.

Tabelle 4: Anderungen des Polydispersitétsindex (PDI) beim Frier-Tau-Experiment.

Partikelchargen Vor dem Einfrieren Nach dem Auftauen
BSA + Dodecan 0,05 £ 0,02 0,189+ 0,13
BSA + Dodecan + ORO 0,07 £ 0,04 0,197 £ 0,17

Wie in Tabelle 4 ersichtlich ist, kommt es nach dem Frier-Tau-Experiment auch zu einer
leichten Veranderung hinsichtlich der GroRenverteilung. Der PDI beider Partikelchargen
befinden sich jedoch noch unter der Grenze von 0,2, was weiterhin einer engen Verteilung

entspricht. Somit kénnen diese Abweichungen noch toleriert werden.
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Auf Basis dieser Erkenntnisse kdnnen die Proteinpartikel ohne signifikante Anderungen der

physikalischen Parameter bei -20 °C langer als 10 Tage gelagert werden.

4.3. Bindungsstudien an 5637-Zellen
Durch die Modifikation der Partikelhille mit WGA sollten Partikel hergestellt werden, die

einen Targeting-Effekt besitzen. Aufgrund der spezifischen Wechselwirkungen des Lektins
mit den Zuckerkomponenten der Zelloberflache missten WGA -modifizierte Partikelchargen
eine hdhere Affinitat zu den Zellen aufweisen. Um diese Hypothese zu bestatigen, wurden

Bindungsstudien an Zellmonolayer und Einzelzellen durchgefuhrt.

Fir die Zellversuche wurden WGA funktionalisierte fBSA- (Abbildung 12) und ORO-Partikel
(Abbildung 11) verwendet. fBSA ist fluoreszierendes bovines Serumalbumin und erméglicht
die fluorometrische Bestimmung der Bindungsstarke. ORO ist wiederum ein lipophiler
Farbstoff, der zur Farbung des Partikelkerns verwendet wird. Mit Hilfe des spezifischen
Absorptionsmaximums von ORO kann ebenfalls die Bindungsaffinitat der Partikel gemessen
werden. Die direkte Farbung des lipophilen Kernes bietet zusatzlich die Moglichkeit,
tatsachlich nur Proteinpartikel zu detektieren. Bei fBSA-Nanopartikeln wird jedoch die
Fluoreszenz der Proteinhille gemessen, wobei hier das Risiko besteht, nicht
partikelbildendes fBSA zu ermitteln, das mdglicherweise im Zuge der Aufreinigung nicht
vollstandig entfernt wurde. Dieser Umstand kann wiederum zu einer Verfalschung der
Messergebnisse fuhren.

Aulerdem wurden bei diesen Studien nicht modifizierte Proteinpartikel eingesetzt, um

entsprechende Vergleiche zwischen den unterschiedlichen Partikelchargen zu erhalten.

4.3.1. Monolayerversuche

Zunachst wurden Bindungsstudien an Zellmonolayer durchgefihrt (Abschnitt 3.10.1), um die
hohere Affinitdt zu Tumorzellen durch den Einbau von WGA zu veranschaulichen. Hierbei
muss beachtet werden, dass die Fluoreszenzintensitaten (fBSA) und Absorptionswerte
(ORO) der eingesetzten Partikelsuspensionen ungefahr gleich sind, um Verfalschungen der
Ergebnisse zu vermeiden. Die Monolayer wurden fir unterschiedliche Zeitrdume (30 und 60
Minuten) in einem Brutschrank inkubiert. Hierbei wurde der Einfluss der Inkubationszeiten
untersucht, da angenommen wurde, dass bei einer langeren Inkubation auch mehr
Bindungen ausgebildet werden und somit ein Anstieg der Affinitdt zu verzeichnen sein

musste.
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Abbildung 11: Versuch am Zellmonolayer mit ORO-Partikelchargen bei 30 und 60 Minuten.

Die Messergebnisse des Monolayerversuches mit den ORO-Partikelchargen zeigen, dass
der Einbau von WGA in die Partikelhtlle deutliche Auswirkungen auf die Affinitat der
Proteinpartikel zu urothelialen Karzinomzellen hat (Abbildung 11). Nach 30 Minuten wurde
bei den WGA/ORO-Partikeln eine Absorption von 3,51 £ 0,2 % und bei der unbehandelten
Partikelcharge von 1,58 + 0,45 % gemessen. Dadurch ist erkennbar, dass die Partikel durch
den Lektineinbau in die Proteinhille ungefahr 2,2-fach starker an die Zellstrukturen binden.
Bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten wurde bei den WGA modifizierten ORO-Partikeln
1,31 £ 0,32 % und bei den Blank-Partikeln kaum eine Absorption detektiert. Diese
Ergebnisse vermitteln ebenfalls den Eindruck, dass die WGA-Modifikation eine hdhere
Affinitat der Partikel zu den Karzinomzellen nach sich zieht. Paradoxerweise wurde jedoch
nach 60 Minuten eine niedrigere Absorption gemessen als nach 30 Minuten, was der
Annahme, dass es bei langerer Inkubation zu einem Anstieg der Bindungsaffinitat kommt,
widerspricht. Der Grund hierfur ist vermutlich die chemisch-physikalische Beschaffenheit der
Partikel, der unten detaillierter beschrieben wird.
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Abbildung 12: Versuch am Zellmonolayer mit fBSA-Partikelchargen bei 30 und 60 Minuten.

Wie Abbildung 12 illustriert, liefern die RFI-Werte der fBSA-Partikelchargen ebenfalls positive
Ergebnisse hinsichtlich einer héheren Affinitat der WGA/fBSA-Partikel. Es ist eine Tendenz
zur besseren Bindung durch die WGA-Modifikation ersichtlich, jedoch Uberlappen sich bei
30-mindtiger Inkubationszeit die Standardabweichungen der Messwerte. Nach 30 Minuten
wurde bei der WGA/fBSA-Probe eine RFI von 1,18 + 0,61% und ohne WGA von 0,96 £ 0,3%
gemessen. Die Intensitdt nach 60 Minuten Inkubationszeit betragt bei den WGA/fBSA-
Partikeln 1,46 + 0,6 % und bei den unbehandelten Partikeln 0,63 + 0,06 %, was wiederum
einer ungefahr 2,3-fach starkeren Bindung der WGA-Partikelchargen entspricht.

Durch die Monolayerversuche mit ORO- und fBSA-Partikeln wird verdeutlicht, dass der
Einbau des Lektins in die Proteinhillle durchaus einen Einfluss auf die Bindungsaffinitat
besitzt. Die WGA-Partikelchargen binden wesentlich besser als das Pendant ohne
Lektinmodifikation. AuBerdem kommt es aufgrund der unspezifischen Wechselwirkungen
zwischen den nicht funktionalisierten Partikeln und den 5637-Zellen mit Zunahme der
Inkubationszeit zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensitat. Bei den WGA-Partikeln ist dies
nicht der Fall, da das Lektin mit spezifischen Zuckerkomponenten der Zelloberflache
interagiert. Generell sind die gemessenen Werte der jeweiligen Zellversuche jedoch nicht
sehr hoch. Dieses Phanomen lasst sich aber vermutlich mit den chemisch-physikalischen
Eigenschaften der hergestellten Partikel erklaren. Der Kern dieser Proteinpartikel besteht
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aus Dodecan, einem organischen Ldésungsmittel, das eine niedrigere Dichte als Wasser
besitzt [38]. Dieser Dichteunterschied hat zur Folge, dass die Partikel zum Aufschwimmen
neigen und es nur kurzfristig zu einem Kontakt mit dem Zellrasen im Well kommt. In weiterer

Folge entstehen nur wenige Bindungen zwischen Proteinpartikeln und Zellen.

4.3.2. Durchflusszytometrische Analyse von Einzelzellen (FACS)

Aufgrund der niedrigen Messwerte bei den zuvor beschriebenen Monolayerversuchen
wurden zusatzlich Affinitdtsstudien an Einzelzellen durchgefiihrt (Abschnitt 3.10.2.), um die
hohere Affinitat auch bei anderen Zellversuchen nachzuweisen. Hierbei wurden die Zellen
mittels Durchflusszytometrie analysiert (FACS). Diese Methode ermdglicht eine Analyse der
Bindungsaffinitdt zu den Zellelementen, die unabhangig vom Aufschwimmen der
Proteinpartikel ist.

Die Einzelzellversuche wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der fBSA-
Partikelchargen durchgefihrt. Hier musste die Fluoreszenzintensitat ebenfalls angeglichen
werden, um Missinterpretationen der Messergebnisse zu vermeiden. AuRerdem wurde eine
Probe ohne Nanopartikel untersucht, um einen Blank-Wert zu bestimmen und

entsprechende Vergleiche zu erhalten.
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Abbildung 13: Einzelzellversuch mit fBSA-Partikelchargen bei urspriinglicher Konzentration und 1:2
Verdiinnung.
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Anhand der durchflusszytometrischen Ergebnisse in Abbildung 13 konnte erneut bestatigt

werden, dass durch den Einbau von WGA in die Proteinhille die Affinitat zu den Zellen
erheblich erhéht wird. Bei der Ausgangskonzentration der WGA/fBSA-Probe betrug der ZFI-
Wert 2,04 £ 0,11 und sank durch die Verdinnung auf 1 + 0,05. Die ZFl der nicht
modifizierten Partikelsuspension lag unverdiinnt lediglich bei 1,38 + 0,16 und 1:2 verdinnt
bei 0,88 + 0,07. Diese Ergebnisse postulieren, dass aufgrund der Partikelmodifikation mit
WGA eine 1,48-fach starkere Wechselwirkung mit den Zellstrukturen zu erwarten ist —
ahnlich zu den Messwerten beim Monolayerversuch mit den ORO-Partikeln (Abbildung 11).
Des Weiteren konnte durch spezifische Bindungen an die Zellen via WGA eine
konzentrationsabhangige Abnahme des ZFI von 2,04 auf 1,00 gezeigt werden. Dies konnte
hingegen bei den unspezifischen Wechselwirkungen der Partikel ohne WGA nicht dargestellt

werden.

4.3.3. Mikroskopische Analyse und Kolokalisationsstudien

Um die oben gezeigten Ergebnisse auch visuell darzustellen, wurden Kolokalisationsstudien
mit WGA/fBSA und BSA Partikel an der 5637-Zelllinie durchgefihrt (Abschnitt 3.10.3.). Zur
Unterscheidung und Sichtbarkeit wurden der Zellkern blau (HOECHST) und die
Zellmembran rot (a-WGA) gefarbt.

Abbildung 14: Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskop von fBSA-Partikeln ohne WGA (links) und mit WGA
(rechts) bei 4 °C.

Durch die Inkubation der Zellen mit den jeweiligen Partikelchargen bei 4 °C kommt es
lediglich zur Anlagerung der grin gefarbten Partikel an der Zellmembran (rot), da bei dieser

Temperatur aktive Transportprozesse in die Zelle minimiert werden.
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Wie in Abbildung 14 (links) ersichtlich ist, binden Partikel ohne WGA nur sehr schwach an
die Zelloberflache. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 14, rechts) der

WGA/fBSA-Partikel belegen hingegen, dass die Adhasion der Proteinpartikel an der

Zelloberflache signifikant starker ist. Dies bestatigt die Ergebnisse der Zellversuche und die
Annahme, dass durch die WGA-Modifikation der Proteinhille die Affinitat der Partikel zu

urothelialen Karzinomzellen zunimmt.

Abbildung 15: Aufnahmen mittels Fluoreszenzmikroskop von fBSA-Partikeln ohne WGA (links) und mit WGA
(rechts) bei 37 °C.

Um eine Internalisation der Proteinpartikel in das Zellinnere zu gewahrleisten, wurden die
Zellen mit den jeweiligen Partikelsuspensionen in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert.
Dadurch ist der Stoffwechsel der Zelle aktiv und Uber die Transportprozesse sollte
schlieRlich die Aufnahme der Nanopartikel erfolgen. Wie in Abbildung 15 (links) zu sehen ist,
wurden Partikel ohne WGA lediglich vereinzelt von der Zelle aufgenommen. Die
Fluoreszenzaufnahmen der WGA/fBSA-Partikelchargen (Abbildung 15, rechts) zeigten
ebenfalls, dass die an die Membran anhaftenden Partikel in das Zellinnere aufgenommen

werden.

Basierend auf den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie lasst sich feststellen, dass
sowohl WGA/fBSA-, als auch unbehandelte fBSA-Partikel an den 5637-Zellen binden und
bei 37 °C internalisiert werden. Es gibt jedoch einen signifikanten Unterschied in der Menge
an Partikel, die mit den Zellen interagieren. Bei nicht modifizierten Partikelchargen binden
nur vereinzelte Proteinpartikel unspezifisch an die Zelloberflache und werden in weiterer
Folge aufgenommen. Die Implementierung von WGA in die Partikelhille ermdglicht eine

spezifische Bindung an Zuckerkomponenten auf der Zelloberflache und somit eine hohere
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Affinitat zu Karzinomzellen. Die Aufnahmen veranschaulichen deutlich, dass durch den
Lektineinbau in die Partikelhille die Adhasion und die Aufnahme der Partikel betrachtlich

gesteigert werden kann.
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5. Zusammenfassung

In der Pharmazeutischen Technologie lag in den letzten Jahren vermehrt ein Fokus auf dem
Einsatz von Proteinpartikeln als Transporter diverser Arzneistoffe. Proteine eignen sich sehr
gut als Hullmaterial, da sie biologisch abbaubar sind und keine toxischen Reaktionen im
Organismus induzieren. Im Zuge der Diplomarbeit erfolgte zunachst eine Optimierung eines
bereits etablierten Herstellungsverfahrens fir Proteinkapseln hinsichtlich der Aufreinigung
und Partikelausbeute. Mit Hilfe der optimierten Methode konnten aus bovinem Serumalbumin
als Hullmaterial und Dodecan als lipophilem Kern Partikel im Nanometerbereich produziert
werden. Die hergestellten Proteinpartikel wurden hinsichtlich GroRe, Polydispersitatsindex
und Zetapotential charakterisiert. Durch die Partikelcharakterisierung wurde festgestellt, dass
die Verwendung unterschiedlicher organischer Losungsmittel (Bsp. Hexan) als Kernmaterial
Einfluss auf die chemisch-physikalischen Parameter und in weiterer Folge Auswirkungen auf
die Stabilitat dieser Partikel hatte.

Zusatzlich konnten die Nanopartikel im Zuge der Diplomarbeit mit Weizenkeimlektin
erfolgreich funktionalisiert werden. WGA interagiert mit N-acetyl-D-Glucosamin- und
Sialinsaureresten, die vor allem an der Glykokalyx von Karzinomzellen vermehrt exprimiert
vorliegen. Diese Modifikation sollte daher eine verstarkte Bindung der Proteinpartikel an
Tumorzellen ermoéglichen. Um diese spezifische Bindung zu analysieren, wurden Einzelzell-
und Monolayerversuche an 5637-Zellen durchgefihrt. Die erhéhte Affinitdt zu kanzerogenen
Zellen konnte sowohl fluorimetrisch (fBSA) mit Hilfe der Durchflusszytometrie als auch Uber
Absorptionsmessungen (Oil Red O) mittels TECAN bestatigt werden. Zur visuellen
Darstellung wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der behandelten 5637-Zellen
gemacht und WGA modifizierte sowie unbehandelte Proteinpartikel miteinander verglichen.
AbschlieRend wurde das Verhalten der Partikel an Zellen bei physiologischen Bedingungen
untersucht. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Nanokapseln bei 37 °C in das
Zellinnere aufgenommen werden. Dabei war das Ausmall der Internalisation der
Proteinpartikel nach Modifikation mit WGA deutlich erhdht, wodurch ein ,aktives drug
targeting“ dieser Arzneiform mdglich ware. In der vorliegenden Arbeit konnte somit ein
Grundstein fur eine neuartige Arzneiformulierung zur Anwendung in der instillativen Therapie

bei Blasenkarzinomen gelegt werden.
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6. Abstract

In recent years, the focus of the pharmaceutical- technological science has increased to the
use of proteinaceous particles as a transporter for various active substances. Proteins
perfectly fit as shell material. They are biodegradable and not causing any toxic reactions. In
this diploma thesis an established manufacturing process of proteinaceous particles was
optimized regarding to purification and particle yielding. After the optimization process it was
possible to produce nanoparticles with bovine serum albumin as shell material and dodecane
as lipophilic core. The particles were also defined in terms of size, size distribution and
zetapotential. The determination reveals that the use of different organic solvents (e.g.
hexane) as core material do have an impact on the chemical-physical parameters and
subsequently on stability of proteinaceous particles. In addition, the nanoparticles could
successfully be functionalized with wheat germ agglutinin (WGA). WGA interacts with N-
acetyl-D-glucosamin- and sialin-acid-terminated glycoproteins, which are found on the
membrane of urinary bladder cancer cells. This kind of modification enables an improved
binding of the proteinaceous particles to cancer cells. To analyse the specific interactions,
single cell and monolayer experiments were carried out on 5637-cells. The increased affinity
to the cancer cells has been shown by fluorescence measurements (fBSA) and by
absorption measurements (Qil Red O). A fluorescence microscope was used to visualize the
increased binding affinity of the functionalized particles. Finally, the behavior of the particles
on cells under physiological conditions were analyzed. The bound nanoparticles are further
internalized into the cell at 37 °C. By incorporating WGA in the particle matrix the
internalization rate of the proteinaceous particles could be increased significantly. Based on
these results a new drug delivery vehicle with targeting properties to cancer cells could be
developed and it can constitute a novel dosage form for the treatment of urinary bladder

cancer.
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