Aus dem Institut fir Radiologie, AG Experimentelle Radiologie,
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Entwicklung einer bimodalen Sonde
fir die MRT- und Fluoreszenzbildgebung
auf Basis Europium-dotierter Eisenoxid-Nanopartikel

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor rerum medicinalium (Dr. rer. medic.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Yuske Kobayashi

aus Hamburg

Datum der Promotion: 06.09.2019



Inhaltsverzeichnis

ZUSAMIMENTASSUNG ....e.veeveeeie ettt ste et e e e s ta et e e st e s te e beeseesseesteessesseesbeeseesseesseansenseensaennens 3
AADSTIACT. ...t 3
EINTURIUNG «.c et et e st e e b e ne e s reeeeenee e 6
IMIBENOTIK ...t bbb 8
(=T o] 3= SRS 14
DISKUSSTON ..ttt bbbt bbbt bbbt e et ettt b b b e ne e 16
LITEratUrVEIZEICHNIS ...ttt b bbb 20

Eidesstattliche VErsiCherung ... s 23

Anteilserklarung an den erfolgten PUbliKationeN ............cooveiiiiiniiincee 24

Der Promotion zugrunde liegende PUbIIKAtiONEN ...........ccoiiiiiiiiiiiic 27

LEDENSIAUT ...ttt 65

PUBIKATIONSIISTE ...ttt 68

DT g1 ST Vo U] o OSSR 70



Zusammenfassung

Abstract

Motivation: Die Verbesserung des histologischen und analytischen Nachweises von
Magnetresonanz (MR)-aktiven superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln (SP10s) und
deren eindeutige Differenzierung vom physiologischen Eisenhintergrund fur die biomedizinische

Forschung.

Zielsetzung: Es wurde die Einsetzbarkeit von mit Europium- (Eu®*-) lonen dotierten SP1Os als
bimodale Sonde fur die MR-Bildgebung, fiir die histologische Detektion mittels
Fluoreszenzmikroskopie sowie fir die quantitative Analytik mittels Spektrophotometrie
untersucht. Hierfur wurde eine spezielle Variante von SPIOs, sehr kleine superparamagnetische

Eisenoxid-Nanopartikel (VSOPs), verwendet.

Methodik: VSOPs, elektrostatisch stabilisiert tber eine Citratbeschichtung, wurden
synthetisiert, einerseits mit und andererseits ohne Eu®*-Dotierung (Eu-VSOPs bzw. VSOPs). Eu-
VSOPs und VSOPs wurden charakterisiert und ihre physikochemischen Eigenschaften
miteinander verglichen. Eine sowohl fur die Analytik als auch fir die Histologie anwendbare
Antennenlésung wurde entwickelt, welche die Fluoreszenz der Eu®*-lonen in den Eu-VSOPs
verstarkt. Eu-VSOPs wurden am Zellmodell RAW264.7 histologisch mittels
Fluoreszenzmikroskopie sowie auch analytisch mittels Fluoreszenz-Spektrophotometrie
untersucht. Die Ergebnisse aus diesen beiden Nachweismethoden wurden mit denen aus den
jeweiligen klassischen Methoden fiir Eisennachweise verglichen: Die histologische Berliner-
Blau-Farbung bzw. die analytische Bestimmung des Eisengehalts mit der Phenanthrolin-
Methode Uber Photometrie.

Ergebnisse: Eu-VSOPs unterscheiden sich von VSOPs nicht in ihren Eigenschaften hinsichtlich
ihrer hydrodynamischen GroRe, ihrer Kerndurchmesser sowie ihren Signalverstarkungseffekten
in der MR-Bildgebung. Es wurde eine Antennenldsung entwickelt, welche bei einem pH-Wert
von 6,6 und damit nahe des physiologischen Bereichs puffert und dabei sowohl eine grofie
Pufferkapazitét als auch eine grof3e Stabilitat gegendiber Eisenionen aufweist. Mittels dieser
Antennenlésung wurde der genaue Anteil der Eu®*-lonen in den Eu-VSOPs

spektrophotometrisch bestimmt. Als Anwendung am Zellmodell konnte nachgewiesen werden,



dass die Fluoreszenzmikroskopie Eu-VSOPs mit einer hoheren Empfindlichkeit nachweisen
kann als die Lichtmikroskopie in Kombination mit der Berliner Blau-Féarbung. Sowohl in der
Mikroskopie als auch in der analytischen Quantifizierung der Eu-VSOPSs mittels
Fluoreszenzdetektion wird der Partikelnachweis nicht durch einen eventuell vorhandenen

Eisenhintergrund verfélscht.

Schlussfolgerungen: Die Dotierung von VSOPs mit Eu®*-lonen bietet in Kombination mit dem
im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Antennenlésung die Moglichkeit, sowohl qualitative wie
quantitative, eindeutige Aussagen hinsichtlich Pharmakokinetik und Biodistribution der
Eisenoxid-Nanopartikel auf zellularer Ebene treffen zu kdnnen.



Abstract

Background: There is a need to improve the histological and analytical detection limits for
magnetic resonance (MR) active superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SP10s), and to
develop a method to unambiguously differentiate them from the background physiological iron,

for biomedical research.

Obijective: The applicability of SP10s with europium (Eu®") dotation as a bimodal tool for MR
imaging, and histological detection via fluorescence microscopy, as well as for quantitative
analytics using spectrophotometry was investigated. For this, very small superparamagnetic iron

oxide nanoparticles (VSOPs), a variant of SP1Os, were used.

Methods: VSOPs were electrostatically stabilized by means of a citrate coating. In addition to
standard VSOPs, particles were also synthesized with Eu®* dotation (Eu-VSOPS), and the
physicochemical properties of both particles were compared. An antenna solution was developed
to enhance the fluorescence of the Eu®* ions in the Eu-VSOPs. The applicability of the antenna
solution for analytics and for histology was determined. Eu-VSOPs were investigated in
RAW?264.7 cells histologically via fluorescence microscopy and analytically by means of
fluorescence spectrophotometry. The results of these two fluorescent detection methods were
compared with detection by standard methods for iron detection: the histological Prussian Blue
staining and the analytical determination of the concentration of iron-phenanthroline complexes
via photometry.

Results: No difference between Eu-VSOPs and VSOPs was detected in terms of hydrodynamic
size, core diameter and signal enhancing effects in MR imaging. An antenna solution buffering
with a great capacity near the physiological pH (6.6) was developed. The fluorescence enhancing
effect of the antenna solution was highly stable in the presence of iron ions. By means of the
antenna solution, the exact proportion of Eu®* ions in the Eu-VSOPs was determined
spectrophotometrically. In the cell model, the detection of Eu-VSOPs with the antenna solution
was more sensitive than with light microscopy and Prussian Blue staining. For microscopy as
well as for analytical quantification of Eu-VSOPSs, the detection of the particles via fluorescence

methods allows to differentiate the particles from eventually existing background iron.

Conclusions: Eu®* doped VSOPs in combination with the antenna solution developed here
provide an effective tool for unambiguous qualitative and quantitative investigation of the

pharmacokinetics and biodistribution of iron oxide nanoparticles at the cellular level.



Einflhrung

Seit Uber 30 Jahren werden verschiedene Varianten von superparamagnetischen Eisenoxid-
Nanopartikeln (SPIOs fiir engl. superparamagnetic iron oxide nanoparticles) entwickelt und
erforscht. Das Interesse galt hierbei besonders der Anwendung der Partikel als Magnetresonanz-
(MR-) Kontrastmittel und deren Anwendung als spezifische Marker fir pathologische
Veranderungen (1; 2), aber auch fir Zellmarkierungen und Zell Tracking (3; 4). In den letzten
Jahren werden SP10s mit speziellen magnetischen Eigenschaften als Tracer fiir das Magnetic

Particle Imaging (MPI) optimiert und in der experimentellen Forschung eingesetzt (5).

Eine spezielle Variante von SP10s sind VSOPs. Diese sind elektrostatisch stabilisierte,
citratbeschichtete sehr kleine Eisenoxid-Nanopartikel (VSOPs fur engl. very small iron oxide
nanoparticles). Sie besitzen einen hydrodynamischen Durchmesser von etwa 10 nm und
zeichnen sich aufgrund ihrer Beschichtung durch eine geringe Zytotoxizitét aus (6). Eine erste
Version dieser VSOPs wurde als Blood Pool Kontrastmittel fur die MR-Angiographie bis zur
klinischen Phase Il entwickelt (7-9). Nachfolgende Versionen wurden fir speziellere
Anwendungen weiterentwickelt, etwa fur die zellulare Bildgebung (9-12), fur die Detektion von
Verénderungen der Blut-Hirn-Schranke (13) oder fiir die Charakterisierung von
atherosklerotischen Plaques (14; 15).

Fur diese experimentellen und praklinischen Anwendungen der VSOPs bzw. der SP1Os
allgemein, spielen die pharmakokinetischen Eigenschaften der Partikel eine entscheidende Rolle.
Dazu gehdren etwa die Halbwertszeiten im Blut oder die Organverteilung der Partikel
einschlieBlich ihrer absoluten Akkumulation im Gewebe. Bei Untersuchungen hinsichtlich dieser
pharmakokinetischen Eigenschaften stellt der physiologische Eisenhintergrund in Geweben
einen limitierenden Faktor fir mikroskopische wie auch analytische Methoden zum Nachweis
des SPIO-Eisens dar (16; 17). In der Histologie hat sich die Berliner-Blau Farbung zur
Standardprozedur entwickelt (18), jedoch kann das endogene Eisen in den Proben zu falsch
positiven Detektionen von SP1Os fulhren (16; 17). Dem analogen Problem sieht man sich
gegenuber, wenn zur Quantifizierung der Eisenoxid-Nanopartikel die Eisenanalytik
herangezogen wird. Aus diesem Problem entstand die Idee, die Eisenoxid-Nanopartikel an der
Oberflache mit Fluoreszenzfarbstoffen zu koppeln, was tatsachlich auch fir Untersuchungen zur
biologischen Verteilung angewandt wird (19). Diese Modifikation der Beschichtung der

Eisenoxid-Nanopartikel birgt jedoch das Risiko, Veranderungen der pharmakokinetischen



Eigenschaften und ggf. auch spezifischer Bindungseigenschaften nach sich zu ziehen. Dieser
Effekt ist besonders fur kleine SPIOs ausgeprégt (8; 9; 15).

Ein Losungsansatz flr diese genannten Probleme besteht darin, Lanthanid-lonen direkt in den
Partikelkern einzudotieren. Die Arbeitsgruppe um Groman demonstrierte die Realisierbarkeit
dieser Idee, indem in Dextran-stabilisierte Partikel Europium- (Eu®*-) lonen dotiert wurden (20).
Die Eu®*-lonen konnen wahrend des Syntheseprozesses der Eisenoxid-Nanopartikel leicht als
Dotiermaterial in die Partikelkerne eingebracht werden (21). Zwar sind die intrinsischen
luminophoren Eigenschaften des Europiums sehr schlecht, was insbesondere auf den
elektronischen Ubergang °Do — F zutrifft, da dieser elektrische Dipoliibergang formal
verboten ist (Laporte-Verbot). Diese Auswahlregel lasst sich jedoch aufweichen, indem man sich
eines sogenannten Antennenmolekiils bedient, auch Enhancermolekdil genannt, welches mit dem
Europium als Zentralion einen Komplex bildet. Dieses Antennenmolekul absorbiert die Energie
aus dem Anregungslicht, transferiert die Energie weiter an das Zentralion Europium und hebt
damit letzteres in einen angeregten Zustand. Beim Ubergang zuriick in den Grundzustand
emittiert das Europium Licht der Wellenldnge 610-620 nm (22). Die Anwendung der
Antennenmolekule hat folgende Vorteile: Zum einen ist die Emissionsbande des genannten
Ubergangs °Do — ’F2 mit einer Halbwertsbreite von etwa 10 nm sehr schmal. Dies ist darauf
zuriickzufiihren, dass dieser Ubergang ein Innerschalen-Ubergang zwischen 4f-Orbitalen
darstellt, wodurch die Fluoreszenz kaum auf3eren Einfllissen unterliegt. Zum anderen ist die
grol3e Differenz zwischen Anregungs- und Emissionswellenlange, genannt Stokes shift, zu
nennen. Dieser hat den Vorteil, dass besonders in der Fluoreszenzmikroskopie durch den Einsatz
geeigneter Filtersysteme eine selektive Detektion nur der Europiumfluoreszenz maoglich ist.
SchlieRBlich zeichnet sich der angeregte Zustand des Europiums durch eine lange Lebensdauer im
Millisekundenbereich aus, da der Ubergang zuriick in den Grundzustand Laporte-verboten ist.
Dieser Umstand kann ebenfalls bei der selektiven Europiumdetektion genutzt werden, etwa in

Form von Fluorscence Lifetime Imaging (FLIM) oder Time Resolved Fluorescence (TRF) (23).

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Frage, ob sich diese Vorteile der optischen,
hochspezifischen Detektion mit denen der oben beschriebenen VSOPs kombinieren lassen, wenn
letztere mit Eu®*-lonen dotiert werden (im Folgenden mit Eu-VSOPs abgekiirzt). Die Arbeit

selbst umfasste drei Hauptaufgaben:



1. die physikochemische Charakterisierung der Eu-VSOPs und der VSOPSs ohne
Europiumdotierung hinsichtlich Europiumgehalte, GréRen, magnetische sowie MR-
Bildgebungseigenschaften (publiziert in (24-26)).

2. die Entwicklung einer Antennenlésung, welche sowohl die Europiumfluoreszenz aus den
Eu-VSOPs zu verstarken vermag als auch den speziellen Anforderungen dieser Arbeit
hinsichtlich Histologie und Analytik entspricht (publiziert in (25; 26)).

3. die qualitative (= fluoreszenzmikroskopische) wie quantitative (= spektrophotometrische)
Detektion der Eu-VSOPs am Zellmodell sowie der Vergleich zu den jeweils
entsprechenden klassischen Nachweismethoden. Als Zellmodell diente die
Makrophagen-Zelllinie RAW264.7 (publiziert in (25)).

Die beiden letztgenannten Punkte stellen an die Eu-VSOPs die Anforderung, nicht nur im
aufgeltsten Zustand detektierbar zu sein, wie es bei der Arbeitsgruppe um Groman der Fall war

(20), sondern dass sie auch im unaufgeldsten, intakten Zustand detektierbar sein missen.

Das Kernziel dieser Arbeit war es zu prufen, ob Eu-VSOPs nicht nur als Kontrastmittel fir die
MR-Bildgebung, sondern auch zusétzlich fiir histologische und analytische Untersuchungen bei
Fragestellungen hinsichtlich Biodistribution und Pharmakokinetik, wie sie etwa hdufig in der
praklinischen Forschung auftreten, verwendet werden kénnen, wobei die Nutzung der Eu®*-
Fluoreszenz als sensitiver Surrogatmarker den Nachweis von Partikelkonzentrationen auch

unabhéngig vom physiologischen Eisenhintergrund ermdoglicht.

Methodik

Synthese und Charakterisierung der Eisenoxid-Nanopartikel

Es wurden elektrostatisch stabilisierte, citratbeschichtete, sehr kleine Eisenoxid-Nanopartikel
(VSOPs) synthetisiert, basierend auf der Methode von Goodarzi et al., mittels Ko-Prézipitation
von Eisen(I1)-chlorid und Eisen(l11)-chlorid bei einem molaren Verhaltnis von 1:2 (27).

Neben den VSOPs wurden VSOPs mit Europium- (Eu®*-) Dotierung synthetisiert, was durch
Ersetzen von Fe**-lonen durch Eu®*-lonen beim ersten Arbeitsschritt der Synthese erfolgte. Es
wurden insgesamt acht Sorten dieser Eu-VSOPs hergestellt, wobei die Massenverhaltnisse
m(Eu*)/m(Fe®") bei der Synthese 1,0 %, 2,1 %, 3,1 %, 3,8 %, 5,0 %, 5,1 %, 7,7 % und 10,2 %

betrugen. Die Nanopartikelsorte mit dem Massenverhéltnis 5,0 % erhielt in der Publikation (24)



die Bezeichnung Eu-VSOP, soll jedoch in dieser Zusammenfassung der Verstandlichkeit halber
Eu-VSOP-5* genannt werden. Die restlichen Eu-VSOPs wurden entsprechend den aufsteigenden
Europiumanteilen mit Eu-VSOP-1 (1,0 %), -2 (2,1 %), -3 (3,1 %), -4 (3,8 %), -5 (5,1 %), -6

(7,7 %) und -7 (26) bzw. -10 (25) (jeweils 10,2 %) bezeichnet. Die Nanopartikelsorte ohne
Europiumdotierung erhielt die Bezeichnung VSOP.

Die Bestimmung der hydrodynamischen Durchmesser der Eisenoxid-Nanopartikel erfolgte in 10
mM HEPES bei pH 7,4 und bei einer Eisenkonzentration von 1 mM mittels dynamischer
Lichtstreuung. Die mittleren Durchmesser der Partikelsorten VSOP, Eu-VSOP-4, -5* und -7
wurden durch Auswertung von Transmissionselektronenmikroskopie-(TEM-) Bildern ermittelt.
Die Relaxivitaten R1 (T1-Relaxivitat) als auch R2 (T2-Relaxivitat) der Partikel wurden an einem
Time-domain Kernspinresonanz- (TD-NMR-) Analysator bei einer Magnetfeldstarke von 0,94 T
bestimmt. Die Bestimmung des Eisengehalts in den Nanopartikeln erfolgte einerseits klassisch
uber die Phenanthrolin-Methode. Andererseits wurde der Eisengehalt der Nanopartikel indirekt

auf optischem Wege bestimmt, was spater naher erlautert wird.

Im Folgenden werden Nanopartikelkonzentrationen in Losungen immer bezogen auf Eisen

angegeben.

Nanopartikelphantom fir die MRT

Es wurden Magnetresonanztomographie- (MRT-) Aufnahmen eines Eisenoxid-
Nanopartikelphantoms durchgefiihrt. Das Phantom stellte eine Konzentrationsreihe von Eu-
VSOP-5 und VSOP dar, wobei die Partikel jeweils in 8 % Mannitollésung verdinnt waren. Die
Konzentrationen der Eisenoxid-Nanopartikel betrugen 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 2,0 mM, 4,0
mM und 8,0 mM. Die Proben dieser Konzentrationsreihe befanden sich in PCR-Tubes, welche

ihrerseits in einem Block aus 3 % Low Melting Agarose immobilisiert waren.

Die MRT-Bilder wurden an einem Ganzkorper MR-Scanner mit einer Magnetfeldstéarke von 1,5
T aufgenommen, in Kombination mit einer 4-Kanal-Handgelenkspule. Dabei wurde eine T1-
gewichtete fast low-angle shot (FLASH) 3D Sequenz und eine T2*-gewichtete FLASH 2D
Sequenz verwendet.

Aus den MR-Aufnahmen wurden die relativen Signalintensitaten der Probel6sungen bestimmt,
indem bei der Auswertung entsprechende Regions of interests (ROIs) sowohl in den einzelnen

PCR-Tubes als auch in der Agarosematrix gesetzt wurden.



Nachweis der Eu-VSOPs durch Fluoreszenzdetektion

Es wurden qualitative und quantitative Fluoreszenzuntersuchungen an Eu-VSOPs durchgefihrt.
Die qualitativen Nachweise fanden in Form von histologischen Untersuchungen am
Fluoreszenzmikroskop statt, wobei ein Filterset verwendet wurde, bestehend aus einem
Anregungsfilter, einem Strahlteiler und einem Emissionsfilter. Sdmtliche Fluoreszenzaufnahmen

wurden mit 400-facher VergroRerung bei einer Belichtungszeit von 10 s realisiert.

Die quantitativen Nachweise von Probeltsungen erfolgten am Spektrophotometer bei einer
Anregungswellenldnge von 338 nm, einer Emissionswellenldnge von 616 nm, einer Spaltbreite

von 10 nm und einer Spannung der Photomultiplier tubes (PMT) von 400 V.

Antennenldsung fur die Europiumfluoreszenz

Die optischen Nachweise von Eu-VSOPs wurden durchgefiihrt, indem einerseits die durch
Aufldsung der Partikel freigewordenen Eu®*-lonen, andererseits die an intakten Partikeln
befindlichen Eu®*-lonen zur Fluoreszenz angeregt wurden. Um diese Europiumfluoreszenzen mit
dem Emissionsmaximum bei 616 nm in einer detektierbaren Intensitét zu erhalten, bedurfte es
einer Antennenlésung, auch Enhancerlésung genannt, welche die Fluoreszenz des reinen

Europiums verstarkt.

In dieser Arbeit wurden drei Antennenlésungen verwendet, von denen zwei kommerziell
erworben wurden (DELFIA Inducer, DELFIA Enhancement Solution; Perkin Elmer, USA);
wahrend eine selbst hergestellt wurde. Im Folgenden wird der DELFIA Inducer mit DI, die
DELFIA Enhancement Solution mit DES und die hausintern hergestellte Antennenlésung mit
MES (fiir engl. Modified Enhancement Solution) abgekiirzt. Die MES zeichnet sich im
Gegensatz zu den kommerziell erhéltlichen Antennenlésungen dadurch aus, dass ein
Dihydrogenphosphat-Hydrogenphosphat-Puffer verwendet wird, dessen Pufferbereich mit einem

pH-Wert von 6,6 nah am physiologischen Bereich liegt.

Vergleich der Antennenlésungen

Zundachst wurde Uberprift, ob die MES die Fluoreszenz des Europiums in vergleichbarem Mafe
verstarkt wie die DES. Dazu wurden die Intensitdten der Europiumfluoreszenzen, die mit dem
MES erhalten wurden, verglichen mit denen, die mit DES gewonnen wurden. Hierbei betrugen
die Europiumkonzentrationen der Probelésungen zwischen 1 und 100 nM, realisiert mit einem

Europiumstandard. Dieser Vergleich beider Antennenldsungen resultierte in zwei Eichgeraden,
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die eine Verknlpfung zwischen der Fluoreszenzintensitat des Europiums und der entsprechenden

Europiumkonzentration in einer Probel6sung herstellt.

Als nichstes wurde untersucht, wie stark das Vorhandensein von Salzsaure und Fe®**-lonen die
Fluoreszenzverstarkung der beiden Enhancerldsungen beeinflusst. Bei diesem Vergleich wurde
eine Konzentrationsreihe jeweils hinsichtlich Salzsaure sowie Fe**-lonen in den Probeldsungen
erstellt. Bei ersterer Untersuchung betrugen die Europiumkonzentrationen 1 mM mit
Salzsaurekonzentrationen zwischen 0 und 0,9 M; bei zweiterer lagen die
Europiumkonzentrationen bei 0,5 mM mit Konzentrationen an Fe**-lonen zwischen 0 und 1000
HM.

SchlieRlich wurde untersucht, inwieweit sich die Fluoreszenzverstarkung beider
Enhancerlésungen an Eu-VSOPs mit der Zeit verandert. Hierfur wurden die
Fluoreszenzintensitdten von Eu-VSOP-7 jeweils mit beiden Antennenlésungen Uber eine Zeit
von 6 Stunden alle 2 Minuten spektrophotometrisch bestimmt, wobei die
Nanopartikelkonzentration der Proben 60 nM betrug. Die Eisenoxid-Nanopartikel wurden fiir

diese Untersuchung nicht aufgel6st, sondern im intakten Zustand belassen.

Quantifizierung des eingebauten Europiums in den Eu-VSOPs

Um zu Uberprifen, ob die bei der Nanopartikelsynthese jeweils verwendete Menge an Europium
vollstandig in die VSOPs eingebaut wurde, erfolgte eine Bestimmung der molaren Verhéltnisse
zwischen Europium und Eisen in den synthetisierten Eu-VSOPs. Dies geschah, indem separat
einerseits die Europium-, andererseits die Eisenkonzentrationen in den Partikelsuspensionen

bestimmt wurden.

Zur Ermittlung der Europium- bzw. Eisenkonzentrationen wurden die Partikelsuspensionen
zundchst jeweils in 6 M Salzsédure aufgeldst und dann mit Wasser verdinnt. Flr die Bestimmung
der Europiumkonzentrationen wurden die Intensitéten der Europiumfluoreszenzen unter
Verwendung einer Antennenlésung (DI bzw. MES) spektrophotometrisch gemessen. Anhand
von Eichgeraden konnten diesen gemessenen Fluoreszenzintensitaten entsprechende
Europiumkonzentrationen zugeordnet werden. Die Bestimmung der Eisenkonzentration erfolgte

Uber die Phenanthrolin-Methode.

Das molare Verhéltnis ergibt sich als Quotient aus der Europium- und der Eisenkonzentration

c(Eu®*)/c(Fe®*"). AbschlieBend wurde aus dem so ermittelten molaren Verhaltnis das
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Massenverhaltnis ermittelt und mit dem Massenverhaltnis verglichen, welches bei der Synthese

verwendet wurde.

Anwendung am Zellmodell RAW264.7

Die Methode, Eu-VSOPs uber die Europiumfluoreszenz nachzuweisen, wurde am Zellmodell
etabliert, wobei sowohl qualitative als auch quantitative Untersuchungen durchgeftihrt wurden.
Als Zellmodell dienten Makrophagen der Linie RAW?264.7, die mit den entsprechenden Eu-
VSOPs bzw. VSOPs inkubiert wurden. Die Inkubation erfolgte dabei in Zellkulturmedien, in
welchen die Eisenoxid-Nanopartikel in verschiedenen definierten Konzentrationen enthalten

waren.

Histologie

Es wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit Eu-VSOPs beladenen RAW264.7-
Zellen durchgefihrt. Dabei wurde untersucht, inwieweit unterschiedliche Faktoren Einfluss auf
die Fluoreszenzintensitaten der Eu-VSOPs in den Zellen haben.

Diese Einflussfaktoren waren:

1. Unterschiedliche Nanopartikelkonzentrationen in den Inkubationslésungen.

2. Unterschiedliche Europiumgehalte der von den Zellen aufgenommenen Eu-VSOPs.
Fur die erste Untersuchung wurden die RAW264.7-Zellen fir eine Stunde mit Eu-VSOP-7
inkubiert. Die Inkubationsldsungen hatten jeweils eine Nanopartikelkonzentration von 0,4 mM,
0,6 mM und 0,8 mM. Fur die zweite Untersuchung wurden die Zellen flr eine Stunde mit den
Nanopartikelsorten Eu-VSOP-1, -3, -7 sowie, als Kontrolle, mit VSOP inkubiert. Die
Inkubationslosungen besal3en jeweils eine Nanopartikelkonzentration von 0,5 mM. Die
Inkubation selbst fand auf Objekttragern mit aufgesetzten Kammern statt. Nach der Inkubation
mit den Eisenoxid-Nanopartikeln wurden die Zellen gewaschen, fixiert, mit MES inkubiert und
mit Eindeck-Medium und Deckglas abgedeckt. AnschlieRend erfolgten die

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen.

Im zweiten Untersuchungsschritt erfolgten an den histologischen Zellproben Berliner Blau-
Farbungen, von denen anschlieBend mikroskopische Durchlichtaufnahmen gemacht wurden. Die
Farbung erfolgte nach den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen, also nach Entfernung des
Deckglases und dem Herauswaschen der Enhancerldsung. Die Aufnahmen beider

Nachweismethoden wurden miteinander verglichen.
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Analytik

Die Aufnahme von Eu-VSOPs durch RAW264.7-Zellen wurde quantitativ bestimmt. Dazu
wurde die Fluoreszenzintensitat der von den Zellen aufgenommenen Eu-VSOPs
spektrophotometrisch bestimmt. Uber die bereits zuvor erwahnte Eichgerade konnte von der
gemessenen Fluoreszenzintensitat auf den Europiumgehalt und, zusammen mit dem jeweils
bekannten molaren Verhaltnis zwischen Eisen und Europium, auf die Menge an Eisenoxid-

Nanopartikeln geschlossen werden, die von den Zellen aufgenommen wurden.
Diesbezuglich wurden drei Untersuchungen durchgefihrt:

1. Eswurde Uberprift, ob diese Methode der Nanopartikelquantifizierung das gleiche
Ergebnis liefert wie die bereits fur die Analytik etablierte Phenanthrolin-Methode.
2. Der mogliche Einfluss unterschiedlicher Europiumgehalte in den Eu-VSOPs auf das
Aufnahmeverhalten der RAW264.7-Zellen wurde Uberprift.
3. Die Auswirkung unterschiedlicher Nanopartikelkonzentrationen in den
Inkubationslésungen auf das Aufnahmeverhalten der Zellen wurde untersucht.
Bei der ersten Untersuchung wurden die Zellen fir 24 Stunden mit Eu-VSOP-1 bei einer
Nanopartikelkonzentration von 0,5 mM inkubiert. Fir die zweite Untersuchung wurden die
RAW?264.7-Zellen einerseits fur den Fluoreszenznachweis fir eine Stunde jeweils mit Eu-
VSOP-1, -3 und -7 inkubiert. Andererseits wurden die Zellen fiir den Phenanthrolinnachweis fiir
zwei Stunden jeweils mit Eu-VSOP-7 und VSOP inkubiert. Die Nanopartikelkonzentration der
Inkubationslésungen betrug stets 0,5 mM. Bei der letzten Untersuchung wurden die Zellen fur
eine Stunde mit Eu-VSOP-7 bei Nanopartikelkonzentrationen von 0,4 mM, 0,6 mM sowie 0,8
mM inkubiert.

Bei allen Untersuchungen wurden die Zellen nach der Inkubation gewaschen, gezahlt, in Sdure
aufgeldst und anschlieRend mit Lauge neutralisiert. Durch den Einsatz der Saure wurden nicht
nur die Zellen, sondern auch die Eisenoxid-Nanopartikel aufgeldst. Entsprechend konnte aus der
so erhaltenen Ldsung mithilfe des MES und des Spektrophotometers tiber die Fluoreszenz des
Europiums auf den Nanopartikelgehalt geschlossen werden, die sich in den Zellen befunden
hatten. Die quantitative Eisenbestimmung mittels der Phenanthrolin-Methode kam neben der
ersten Untersuchung auch fir die zweite zum Einsatz: Da bei der VSOP eine Europiumdotierung

fehlte, konnte die Nachweismethode (ber die Fluoreszenz nicht angewendet werden.
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Ergebnisse

Physikochemische Eigenschaften der Eisenoxid-Nanopartikel

Die Synthese der Eu-VSOPs fand mit Massenverhaltnissen m(Eu®*):m(Fe3*) von 1,0 %, 2,1 %,
3,1 %, 3,8%, 5,0 %, 5,1 %. 7,7 % sowie 10,2 % statt. Die Untersuchung der synthetisierten
Nanopartikel mittels der Fluoreszenz- und der Phenanthrolin-Methode ergab jedoch als
resultierende Massenverhéltnisse 0,7 %, 1,3 %, 1,6 %, 1,9 %, 1,8 %, 2,1 %, 2,2 % und 2,7 % .
Die absolute Menge an eingebautem Europium nimmt also mit steigendem Massenverhaltnis in
der Einwaage zu, wéhrend aber der relative Anteil der eingebauten Europiumionen im Vergleich
zur Einwaage abnimmt.

Der durchschnittliche hydrodynamische Durchmesser der Europium-dotierten Eisenoxid-
Nanopartikel betrug 10,6 + 2,9 nm, der der Partikel ohne Europiumdotierung 10,8 + 2,8 nm. Der
Polydispersitatsindex lag hierbei zwischen 0,09 und 0,11. Der mittlere Kerndurchmesser der
Partikel VSOP, Eu-VSOP-4, -5* und -7 wurde zu etwa 8 nm bestimmt. Die magnetischen
Eigenschaften der Eisenoxid-Nanopartikel betreffend nimmt sowohl die T1- als auch die T2-
Relaxivitat mit zunehmender Menge an eingebautem Europium tendenziell ab: Fir die T1-
Relaxivitat von 32 (mMs)™2 zu 19 (mMs)* und fir die T2-Relaxivitat von 85 (mMs)™ bis 53
(mMs). Die Abnahme der Partikelrelaxivitat ist zwar signifikant, wirkt sich jedoch nur minimal
auf die bildgebenden Eigenschaften aus. Dies bestatigen auch die MR-Aufnahmen von Eu-
VSOP-5 und VSOP im Nanopartikelphantom, wo sich hinsichtlich des Vorhandenseins der
Europiumdotierung keine Unterschiede in den Signalintensitaten sowohl in der T1- wie auch in
der T2-Gewichtung zeigen. Die Differenzen in den relativen Signalintensitaten zwischen den

beiden Partikelsorten befinden sich innerhalb der Standardabweichungen.

Die Antennenlésungen

Die kommerziell erwerbbare (DES) wie auch die hausintern hergestellte Enhancerlésung (MES)
zeigten &hnliche Verstarkungsvermogen der Europiumfluoreszenzen, was sich an der
vergleichbaren Steigung beider Eichgeraden darstellte. Hinsichtlich Empfindlichkeiten der
Verstarkungsvermogen beider Antennensysteme bei Vorhandensein an Salzséure sowie Fe®*-
lonen in den Probeldsungen zeigte sich, dass die MES gegenuber diesen Einfliissen sehr viel
stabiler war. So bricht die Fluoreszenzverstarkung fir die DES bereits bei einer
Salzsdaurekonzentration von etwa 0,05 mM deutlich ein, wahrend dies flr die MES erst bei etwa
der 10-fachen Konzentration der Fall ist. Ebenso buf3t die DES ihr Vermdgen zur

Fluoreszenzverstarkung bei Eisenkonzentrationen von uber 1 puM deutlich ein; dies passiert im
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Falle der MES erst bei etwa der 100-fachen Konzentration.

Beim Vergleich der zeitlichen Entwicklung der Fluoreszenzverstarkung beider
Antennenlésungen an Eu-VSOP-7 konnte festgestellt werden, dass die DES nach etwa 2 Stunden
moderat und nach 3 Stunden drastisch ihr Verstarkungsvermdgen verliert, wahrend dies fir die
MES selbst nach 6 Stunden nicht der Fall ist. Bei letztgenannter Antennenlésung nimmt das
Verstarkungsvermogen sogar wahrend dieser Zeit stetig leicht zu.

Anwendung am Zellmodell — Histologie und Analytik

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des Einflusses steigender Konzentration von
Eu-VSOP-7 in den Inkubationslésungen von 0,4 mM uber 0,6 mM zu 0,8 mM zeigte sich ein
Anstieg der entsprechenden Eu®*-Fluoreszenzintensititen in den RAW264.7-Zellen. Auch
konnte fluoreszenzmikroskopisch beobachtet werden, dass unterschiedliche Europiumgehalte in
den Eisenoxid-Nanopartikeln, aufsteigend von Eu-VSOP-1 (ber -3 zu -7, mit einer starkeren
Fluoreszenz in den entsprechenden Zellen einhergeht. Bei der Kontrolle mit VSOP konnte wie
erwartet keine Fluoreszenz beobachtet werden. Es zeigte sich zudem in dieser Untersuchung,
dass diese Methode der optischen Detektion iiber die Fluoreszenz der Eu®*-lonen eine niedrigere

Nachweisgrenze besitzt als die Berliner Blau-Féarbung.

Im ersten, analytischen Untersuchungsschritt wurde mit der Fluoreszenz- und der Phenanthrolin-
Methode die durch die Zellen aufgenommene Menge an Eu-VSOP-1 zu 2,2 pg + 0,1 pg pro Zelle
bestimmt. Beide Methoden liefern demnach ubereinstimmende Ergebnisse.

Die im Rahmen des zweiten Untersuchungsschritts mittels der Fluoreszenzanalyse ermittelte
aufgenommene Menge an Eisenoxid-Nanopartikeln pro Zelle betrug fir Eu-VSOP-1 0,18 pg £
0,02 pg, fir Eu-VSOP-3 0,19 pg + 0,03 pg und fur Eu-VSOP-7 0,17 pg = 0,02 pg. Demnach sind
die Mengen der von den Zellen aufgenommenen Eu-VSOPs innerhalb der
Standardabweichungen vergleichbar. Die tber die Phenanthrolin-Methode bestimmte Menge an
aufgenommenen Partikeln der Sorten VSOP und Eu-VSOP-7 lagen bei 0,75 pg + 0,07 pg bzw.
bei 0,67 pg £ 0,08 pg. Die Nanopartikelsorte mit der htchsten Europiumdotierung wird also
innerhalb der Standardabweichungen vergleichbar von den Zellen aufgenommen wie die Partikel
ohne Europiumdotierung.

Das Resultat des letzten Abschnitts dieser Untersuchung ergab, dass die Zellen bei
Partikelkonzentrationen von 0,4 mM, 0,6 mM und 0,8 mM Eu-VSOP-7 jeweils 0,15 pg £
0,01pg, 0,21 pg £ 0,01 pg sowie 0,30 pg + 0,02 pg pro Zelle aufgenommen haben. Mit
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zunehmender Nanopartikelkonzentration geht also ein linearer Anstieg der aufgenommenen

Partikelmenge einher.

Diskussion

Eigenschaften der Eu-VSOPs

Der Einbau von Europium in den Eisenkern der VSOPs zeigt unterschiedliche Auswirkungen. Es
zeigte sich zum einen, dass die Europiumdotierung keinen Einfluss auf die hydrodynamische
GroRe der Eisenoxid-Nanopartikel hat (24-26). Dies ist in Ubereinstimmung mit der Arbeit von
de Silva et al. (28). Hingegen hat sich gezeigt, dass die Dotierung die magnetischen
Eigenschaften der Partikel mindert (25; 26). Auch aus anderen Untersuchungen zu Europium-
dotierten Eisenoxid-Nanopartikeln ist bekannt, dass Dotierungen mit hohem Europiumanteil
verminderte T1- bzw. T2-Relaxivitdten zur Folge haben (20; 21). Allerdings belegen
Auswertungen der MR-Bilder, dass keine relevanten Unterschiede zwischen Eisenoxid-
Nanopartikeln mit und ohne Europiumdotierung hinsichtlich der Signalbeeinflussung in der MR-
Bildgebung zu erkennen sind (25). So zeigte auch die Nanopartikelsorte mit der hochsten
Europiumdotierung, Eu-VSOP-7, in in vivo Experimenten MR-Signale, welche stark genug
waren, um einzelne Zellen mittels MRT zu detektieren (29). Zudem konnten VSOPs mit
vergleichbaren MR-Eigenschaften in atherosklerotischen Plaques im MRT nachgewiesen werden
(15).

Die Beobachtung, dass die absolute Menge an eingebautem Europium von Eu-VSOP-1 zu -7
zunimmt, wahrend der relative Anteil der eingebauten Europiumionen im Verhéltnis zur
Einwaage bei der Synthese abnimmt, ist nicht ganz geklart. Da Eu®*-lonen eine andere
elektrochemische Eigenschaft besitzen als Fe®*- oder Fe?*-lonen, wird davon ausgegangen, dass
Eu®*-lonen wihrend des Kristallisationsprozesses nicht exakt gleichartig wie die Eisenionen in
das Gitter eingebaut werden (21). Auch wird sicherlich der sehr viel gréere lonenradius der

Eu®*-lonen im Gegensatz zu den Fe**- oder Fe?*-lonen eine Rolle spielen.
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Die Antennenlésung MES

Da Eu®*-lonen fiir sich alleine sehr schlechte optische Eigenschaften haben, bedurfte es einer
Antennenlésung, auch Enhancerlésung genannt, welche die Fluoreszenz der Europiumionen
verstérkt. Fir diese Arbeit wurden sowohl kommerziell erwerbbare Antennenldsungen
verwendet (DI bzw. DES) als auch eine, welche hausintern hergestellt wurde (MES). Diese
Enhancerldsungen basieren alle auf Hemmila et al. (30; 31) und bestehen aus vier Komponenten:
Einem B-Diketon, Trioctylphosphinoxid (TOPQ), Triton X-100 und einer Pufferlésung. Es wird
davon ausgegangen, dass die Eu®*-lonen von drei -Diketon- sowie zwei TOPO-Molekiilen
koordiniert werden, wéhrend das Triton X-100 eine Micellenstruktur um den gesamten Komplex
bildet. Letzteres sorgt dafiir, dass die Eu**-lonen vor Wasser, welches einen quenchenden Effekt
auf die Fluoreszenz hat (30; 31), geschiitzt sind. Die Fluoreszenzverstarkung erfolgt dadurch,
dass Energie in Form von Licht bei einer Wellenldange um 338 nm von den B-Diketon-Molekiilen
aufgenommen und auf das Europiumion Ubertragen wird. Die Uber diese Fluoreszenzverstarkung
erzeugte Europiumfluoreszenz hat insbesondere den Vorteil, eine sehr scharfe Emissionslinie bei
616 nm zu haben, begriindet in dem Ubergang °Do — ’F2 , einem Innerschaleniibergang, welcher

von externen Einflissen tberwiegend geschiitzt ist (32).

Die hausinterne Antennenldsung MES wurde entwickelt, da die kommerziell erhéltlichen
Enhancerl6sungen einige fir Anwendungen in dieser Arbeit nachteilige Eigenschaften haben.
Zum einen haben die beiden Antennenlésungen DI als auch DES einen Pufferbereich bei tiefen
pH-Werten. So liegt der Pufferbereich von DES bei pH-Werten zwischen 2,2 und 4,0 (25). Fir
diese Arbeit und auch fiir kiinftige ex vivo Untersuchungen wird jedoch eine Antennenlésung
benotigt, welche maoglichst im physiologischen pH-Bereich puffert. Zudem sollte der
Pufferbereich mdglichst breit sein. Die hausinterne Antennenlésung MES liegt bei einem pH-
Wert von 6,6 und puffert im pH-Bereich zwischen 5,8 und 8,0 (25; 26). AulRerdem weist die
MES eine groRe Pufferkapazitét auf, was insbesondere fiir Untersuchungen an organischen
Materialien wichtig ist, da letztere hierbei haufig in stark sauren Losungen aufgeldst werden.
Eine weitere Anforderung an die Antennenlésung seitens dieser Arbeit bestand in der Stabilitat
der Fluoreszenzverstirkung gegeniiber Fe**-lonen, da diese in biologischen Proben in groRen
Mengen auftreten. Auch hier ist die MES der DES (iberlegen, wie die Ergebnisse gezeigt haben
(26). Als Grund fiir die Abnahme der Fluoreszenzverstirkung durch die Zunahme von Fe3*-
lonen wird eine konkurrierende Komplexbildung zwischen Eu®*-lonen bzw. Fe3*-lonen mit den

Antennenmolekilen angesehen (26).
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Aus dem Resultat der Untersuchung der zeitlichen Entwicklung der Fluoreszenzverstarkung an
Eu-VSOP-7 kdnnen zwei Erkenntnisse gewonnen werden. Die erste, allgemeine, ist, dass es
mdglich ist, anhand beider Enhancerlésungen (MES und DES) die Fluoreszenz nicht nur von
freien Eu®*-lonen, sondern auch von Eu®*-lonen in den Eisenoxid-Nanopartikeln zu verstarken.
Es wird davon ausgegangen, dass dies durch die kleine GroR3e der Eu-VSOPs ermoglicht wird, so
dass die Antennenmolekiile der Enhancerlésungen die Eu**-lonen an der Oberflache der Partikel
komplexieren kdnnen wahrend sich die Micellenstrukturen aus Triton X-100 jeweils um ein
gesamtes Partikel zusammen mit den Antennenmolekiilen ausbilden kdnnen (26).

Die zweite Erkenntnis aus der Untersuchung ist, dass die MES im Vergleich zur DES ein sehr
viel langer stabiles Fluoreszenzsignal liefert. Die Ursache hierfir ist noch nicht geklart; es wird
jedoch davon ausgegangen, dass der niedrige pH-Wert sowie die freie Essigsaure der DES zu
einem Freisetzen von Eisen aus den Nanopartikelkernen fuhrt, was wiederum die Abnahme der

Fluoreszenz zur Folge hat (26).

Trotz der Modifikationen zeigt die MES ein vergleichbares Verstarkungsvermdgen der
Europiumfluoreszenz wie die kommerziell erhéltliche DES (25; 26). Sie bietet somit angesichts

der Optimierungen ein Mittel zur verbesserten analytischen Quantifizierung des Europiums.

Anwendung am Zellmodell
Es wurden sowohl histologische als auch analytische Fluoreszenzuntersuchungen an Eu-VSOPs
in Zellen durchgefiihrt, wobei als Zellmodell die Makrophagenlinie RAW264.7 diente.

Aus den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnte entnommen werden, dass eine
steigende Konzentration von Eu-VSOP-7 in den Inkubationsldsungen von 0,4 mM (Uber 0,6 mM
zu 0,8 mM ein Anstieg der Eu**-Fluoreszenz in den RAW264.7-Zellen zur Folge hat. Die
entsprechende analytische Untersuchung bestétigt dies; es liegt ein linearer Zusammenhang
zwischen der Inkubationskonzentration und der Fluoreszenzintensitat vor, in Ubereinstimmung
mit (33).

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher
Europiumgehalte in den Eu-VSOPs auf die entsprechenden Fluoreszenzintensitaten in den Zellen
konnte beobachtet werden, dass mit jeweils htheren Europiumanteilen starkere
Fluoreszenzintensitaten einhergehen. In Kombination mit dem oben beschriebenen Ergebnis der
beiden analytischen Untersuchungen, dass der Grad der Europiumdotierungen in den Eu-VSOPs

keinen Einfluss auf das Aufnahmeverhalten durch die Zellen hat, kann geschlossen werden, dass
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die am Fluoreszenzmikroskop beobachteten verschieden starke Fluoreszenzintensitaten nur
durch die unterschiedlichen Europiumanteile verursacht werden konnten und nicht etwa durch

variierende Mengen an aufgenommenen Eu-VSOPs.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die fluoreszenzmikroskopische Bildgebung der von den
RAW-264.7 aufgenommenen Eu-VSOPs empfindlicher ist als die klassische Berliner Blau-
Farbung. Folglich ist damit die Mdglichkeit gegeben, hochsensitiv lokale Verteilungen von
Eisenoxid-Nanopartikeln in Form von Partikelanreicherungen oder —aggregationen auf zellulérer
Ebene histologisch zu untersuchen, was sowohl fur Fragestellungen der Bioverteilung als auch
der Pharmakokinetik von entscheidender Bedeutung ist. Zudem besitzt diese Form des optischen
qualitativen Europiumnachweises den Vorteil, nicht von externem oder endogenem Eisen
verfalscht zu werden. Dieser Vorteil ist ebenfalls fir quantitative Analysen gegeben. Der
Nachweis von parenteral verabreichten Eisenoxid-Nanopartikeln in Geweben in klinisch
relevanten Dosen bei etwa 50 pmol Fe/kg ist eine enorme Herausforderung, da im Vergleich
zum verabreichten Nanopartikeleisen die Hintergrundkonzentration an kérpereigenem Eisen,
selbst nach sorgféltiger Exsanguination und anschlieRender Perfusion mit Kochsalzlésung
extrem hoch sein kann (7). So besteht mit dem Phenanthrolinnachweis das Risiko, bei
eventuellem Vorhandensein partikelfremden Eisens die Menge der Eisenoxid-Nanopartikel zu
uberschétzen. Hingegen ermdglicht die Nachweismethode Uber die Europiumfluoreszenz eine
eindeutige, unverwechselbare Detektion ausschlieRlich der Eisenoxid-Nanopartikel. Dartiber
hinaus kann die Quantifizierung von Partikelkonzentrationen in biologischen Geweben mit einer
Sensitivitat sogar bis in den pikomolaren Bereich erfolgen, wenn dafiir ein Nachweisverfahren
wie etwa die zeitaufgeldste Fluoreszenz (TRF) eingesetzt wird (25). Dessen ungeachtet bietet die
hier etablierte optische Methode der quantitativen Bestimmung Europium-dotierter Eisenoxid-
Nanopartikel eine vielversprechende und vor allem kostengtinstige Alternative zu
herkdmmlichen Analysetechniken, etwa der Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP-MS).

Fur diese Arbeit wurden ausschlieBlich Eu-VSOPs verwendet, welche zur elektrostatischen
Stabilisierung eine Citratbeschichtung besal’en. Ob sich die hier vorgestellten
fluoreszenzoptischen Nachweismethoden direkt auf andere Europium-dotierte SP10s (ibertragen
lassen, wie etwa Partikel mit sterischer Stabilisierung, wére ein interessanter Forschungsansatz
flr die Zukunft.
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