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7 Anhang

7.1 Experimenteller Teil

7.1.1 Herstellung / Aufarbeitung der Nanopartikel

7.1.1.1 Nanopartikel aus Polyethylenimin und Tetrasulfocyanin

In eine wissrige 0,1%ige PEI-Losung (w/v) der Molekulargewichte 10 kDa, 70 kDa und
750 kDa wurde eine 0,02%ige TSC-Losung ziigig untergespritzt. Die Losung wurde bei 4°C
unter Lichtausschluss fiir 30 min bis 45 min geriihrt und die vollstindige Einbindung des
Farbstoffes in die Ladungskomplexe durch Aufnahme von UV-Vis-Spektren {iberpriift
(Wellenldngenbereich 600 bis 900 nm). Ein Aufkonzentrieren der Partikeldispersion erfolgte
mit Hilfe einer Ultrafiltrationszelle von Millipore. Verwendet wurden jeweils Filter mit einer
Porenausschlussgrenze, welche unterhalb des Molekulargewichtes des jeweils verwendeten

Polymers lag (Porenausschlussgrofle 5 kDa, 30 kDa, 100 kDa).

7.1.1.2 Nanopartikel aus Vatalanib succinat und B-Cyclodextrin-Phosphat

Eine 1,37%ige methanolische Losung von Vatalanib succinat wurde unter konstantem Riihren
bei Raumtemperatur in eine 0,1%ige Na-BCDPO4-Losung ziigig untergespritzt. Der Ansatz
wurde fiir ca. 24 h geriihrt und anschlieBend durch einen Spritzenfilter der Porengrofle 1 um
filtriert. Ein Aufkonzentrieren der Proben wurde mit Hilfe eines Vakuumrotations-
verdampfers durchgefiihrt. Die Temperatur des beheizten Wasserbades betrug 30°C und es
wurde ein Unterdruck von 35 mbar angelegt. Das Dispersionsvolumen wurde maximal auf
20% des Ausgangsvolumens eingeengt. Die Lyophilisation erfolgte unter Verwendung der

oprotektoren Trehalose, Mannit und PEG 4000 mit einem Anteil von 10% (w/v).
P

7.1.1.3  PBCA-Nanopartikel mittels anionischer Polymerisation

Fiir die PBCA-Herstellung mittels Polymerisation von Butylcyanoacrylat (BCA) wurde

Sicomet 6000 verwendet. Der Polymerisationsprozess erfolgte durch langsames, permanentes
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Zutropfen von insgesamt 2,5% BCA in eine 1%ige Triton X-100 Losung bei pH 2,2. Der
pH-Wert wurde mit Hilfe einer 0,IN-HCI-Losung zuvor eingestellt. Die entstehende
Nanopartikeldispersion wurde unter Kiithlung im Eisbad (ca. 4°C) iiber 4 Stunden konstant bei
450 Umin™ geriihrt. AnschlieBend wurden groBere Agglomerate durch Filtration iiber einen
Faltenfilter abgetrennt. Durch Zusatz von Ethanol wurde das zu PBCA polymerisierte BCA
ausgefillt und der davon gewonnene Filterriickstand mehrere Male mit gereinigtem Wasser
(MilliQ-System) gewaschen. Nach der Trocknung des PBCA-Filterriickstandes im
Trockenschrank bei 40°C {iber 24h wurde mittels GPC ein durchschnittliches

Molekulargewicht M, von 2000 Da bestimmt. Es wurden Polysterolstandards verwendet.

7.1.1.4  Funktionalisierte PBCA-Nanopartikel durch Nanoprézipitation

Es wurden 500 pl einer 2%igen acetonischen PBCA-Losung (w/v) mit 100 pl einer 2%igen
acetonischen P(DMAEMA)-Losung (w/v) unter Verschluss (um ein Abdampfen des Acetons
zu verhindern) mittels eines Schiittlers gut durchmischt. Zu diesem Polymergemisch wurden
100 pl einer Farbstofflosung zugesetzt. Das ICG (3 mg) wurde zuvor in 300 pl gereinigtem
Wasser im Ultraschallbad vorgeldst und dann mit 700 pl Aceton versetzt. Die Farbstoffe
DODC, IDCC und Cumarin 6 wurden in einer 0,02%igen acetonischen Losung (w/v)
eingesetzt. Zur Herstellung der PBCA-[PEI-IDCC]-Nanopartikel wurde PEI 1,8 kDa in
Isopropanol (2%; w/v) an Stelle der acetonischen P(DMAEMA)-L&sung verwendet.

Das sehr gut durchmischte Farbstoff-Polymergemisch wurde mit einer 2,5 ml
Eppendorfpipette aufgenommen und in 10 ml einer sehr intensiv geriihrten 1%igen
Synperonic T707 (bzw. Pluronic F68, Triton X-100) Losung -einpipettiert. Die
Nanopartikeldispersion wurde fiir ca. 2 h auf sehr hoher Riihrstufe und fiir weitere 16 h (iiber

Nacht) auf niedriger Stufe zum vollstindigen Abdampfen des Losungsmittels geriihrt.

Die Aufarbeitung erfolgte durch Zentrifugation in Eppendorf-Caps. Jeweils 1 ml der
Partikeldispersion und 0,5 ml einer 1%igen CETAC-L6sung wurden nach Durchmischung fiir
10 min bei 14000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Partikel in der
1%igen CETAC Losung redispergiert und erneut zentrifugiert. Dieser Waschprozess wurde
dreimal wiederholt, wobei zum Schluss die Partikel in einer 1%igen L&sung Synperonic T707

aufgenommen wurden.
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7.1.2  Zellkultur

Die Kultivierung der HeLa-Zelllinie erfolgte in 225 cm” Kulturflaschen bei 37°C und 5% CO,
in Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) unter Zusatz von 10% fotalem
Kiélbermedium (FCS) und 2mM L-Glutamin. Auf antibiotische Zusdtze (Penicillin/
Streptomycin) wurde verzichtet, um die Zellprozesse moglichst wenig zu beeinflussen. Die
Zellen wurden regelmafBig passagiert und eine Aussaat zu Versuchszwecken erfolgte 24 h vor
Beginn der Untersuchungen. Fiir die Untersuchungen wurden die Zellen in 96-Wellplatten der

Firma Falcon/Becton Dickinson ausgesit.

Vor Versuchsbeginn erfolgte eine optische Kontrolle beziiglich der Vitalitdt bzw. typischen
Morphologie der Zellen. Anschlieend wurde das FCS-haltige Medium abgesaugt und durch
50 pl serumfreies Medium ersetzt. Die Inkubation mit Nanopartikeln erfolgte entsprechend
der Einzelversuche, wie in Kap. 4.4 beschrieben (Nanopartikel mit unterschiedlich
modifizierten Oberflachen, zeitabhéngige Inkubation, konzentrationsabhéngige Inkubation).
Nach einer maximalen Inkubationszeit von 1 h wurde die iiberstehende Partikeldispersion
abgesaugt und die Zellen mit PBS 2-3-mal gewaschen. Zum Anfirben der Mitochondrien
wurde der zuvor in Medium verdiinnte Farbstoff MitoTracker (0,25 ul/ml) verwendet. Die
Inkubation mit 50 pl der Farbstofflosung erfolgte fiir 15 min im Brutschrank (37°C, 5% CO,).
Anschliefend wurde die Farbstofflosung abgesaugt und die Zellen 2-3-mal mit PBS
gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 100 pl 1,37% Formaldehyd fiir 10 min bei
Raumtemperatur. Nach Absaugen der Fixierlosung wurden die Zellen 2-3-mal mit PBS
gewaschen. Die Zellkernfarbung erfolgte bei den bereits fixierten Zellen mit Hochst 33342.
Dafiir wurden 100 ul der in PBS verdiinnten Farbstofflosung (2 pg/ml) fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Farbstofflosung wurden die Zellen mit 100 pl
PBS 2-3mal gewaschen. Die fixierten Platten wurden bis zur fluoreszenzmikroskopischen

Untersuchung mit 200 pl PBS/Well lichtgeschiitzt im Kiihlschrank bei 8°C aufbewahrt.

7.1.3 Tierversuch

Die eingesetzten Tiere wurden von der Firma Taconic M&B geliefert. Es handelte sich um
weibliche Albino-Nacktméiuse vom Typ NMRI nude. Die ausgewachsenen Tiere besal3en
nach ca. 8 Wochen ein Gewicht von 22-24 g. Fiinf weiblichen Nacktmiusen wurden 2x10°

Zellen eines F9-Teratoms in die rechte hintere Flanke inokuliert. Die Zellen wurden von der
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Firma ATCC / LGC Promochem GmbH bezogen. Es handelt sich um von der Maus
stammende embryonale Zellen eines testinalen Teratokarzinoms, welches als Tumormodell
fiir Krebsforschungszwecke in Méausen verwendet wird. Nach 18 Tagen waren bei vier der
finf Méduse Tumore mit einer durchschnittlichen Groéflie von ca. 0,5-1 cm Durchmesser
gewachsen. Tier 2 wurde aufgrund der zu geringen Tumormasse bzw. Tumorgrofle aus dem
Versuch ausgeschlossen aber fiir Vergleichszwecke herangezogen. Die Tiere wurden fiir die
erste Stunde des Versuches dauerhaft mit einer Rompun-Ketavet-Injektion in einer Dosis
100 ul/10 g Tier anésthesiert. Die Injektionslosung bestand aus einem 1:1 Gemisch einer 1:10
Verdiinnung Rompun bzw. 1:5 Verdiinnung Ketavet mit physiologischer Kochsalzlosung.
AnschlieBend wurden 200 pl der Nanopartikeldispersion in die Schwanzvene i.v. injiziert. Die
nachfolgenden Narkosen erfolgten mit Rompun-Ketavet pulmunal als Inhalationsnarkotikum,
um den Kreislauf der Tiere nur minimal zu belasten. In einem Zeitraster von 1, 2, 10, 30 min
sowie 1, 3, 6, 24 und 48 h nach Substanzinjektion wurden die Tiere fluoreszenzoptisch

untersucht.
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7.2 Verwendete Geriite / Prozessparameter (Methode)

7.2.1 NIR-Fluoreszenz-Imagingger:it Schering AG

Das fiir den Tierversuch verwendete Gerdt wurde von der Firma LMTB (Berlin, Deutschland)
aufgebaut. Als Einzelkomponenten wurden verwendet:

Laser:
Anregungsfilter:
Emissionsfilter:

Kamera:

Software:

Diodenlaser (742nm), Modell Ceralas PDT 742/1,5W;
Fa. CeramOptec (Bonn, Deutschland)

IXLCLS-750 nm-F; 1x740 nm Interferenzfilter
(Bandpass)

1x bk-802,5-22-C1; 1xbk-801-15-C1

Peltier gegen Luft gekiihlte CCD Kamera, Modell
C4742-95 12ER, Fa. Hamamatsu (Herrsching,
Deutschland)

Simple PCI 5.0, Fa. Compix / Hamamatsu

7.2.2 Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

System

HP series 1100 (Agilent Technologies): HPLC Pumpe, automatischer Probengeber,

Methode: Vatalanib succinat

Séule:

Korngrofie:

Innerer Durchmesser:
Lange:
Injektionsvolumen :
Flussrate:

Eluent:

Detektion:
Retentionszeit:
Standards:

Software:

UV Detektor

Hypersil ODS

5 um

4,6 mm

125 mm

100 pl

ImL/min

600 ml 0,01M Phosphat Puffer, pH 7
400 ml Acetonitril
UV 215 nm

7 min

extern

Millenium 32 V4.0
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7.2.3 Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)

System: WinGPC6

Pumpe: Agilent 1100

Detektor: ERC-RI Detektor 7515A

Autosampler: Agilent 1100

Sdulenofen: ERC

Methode:

Saulen: 1. LiChro PS 400; 2. LiChro PS Mix; 3. LiChro PS 40
Saulen-Temperatur: 30°C

FluBrate: 0,7 ml/min

Injektionsvolumen: 100 pl

Standard: Polystyrol

Software: Polymer Standards Service, PSS WinGPC 6

7.2.4 Gerite / Software

e Automatisiertes Fluoreszenzmikroskop: Discovery I, Software: Metamorph 6.1, Fa.

Molecular Devices / Universal Imaging (Sunnyvale, CA, USA)

e Dynamisches Wirmestrom-Differenzkalorimeter: DSC 821le mit Intracooler, Sensor:
FRS-5, Aluminium-Standardtiegel, 40 ul, gedeckelt, Deckel mit Loch d: ~0,8 mm, Gas:
Stickstoff, 50 ml/min, Fa. Mettler-Toledo (Nadnikon, Schweiz)

e Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop: XL-30-SFEG, Software: XL, Version 6.0,
Fa. FEI (Kassel, Deutschland) und Hochvakuum-Sputter 208 HR, Gold-Palladium,
Kathodenstrom: 40 mA, Argonplasma, 10 Nanometer-Schichtdicke, gemessen mit
Schichtdickenmonitor MT20, Quarzkristall, Fa. Cressington (Watford, England)

e Fluoreszenzmessgerit: LS50B, Software: FLL WIN LAB V. 4.00.02, Perkin-Elmer

Instruments (Rodgau-Jiigesheim, Deutschland)

e Fluoreszenzmikroskop: Axiovert 200, Kamera AxioCam HR, Software: AxioVision

V4.1.1.0, Fa. Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Jena, Deutschland)

e FT-IR Spektrophotometer: Tensor 37, ATR-Briicke, Software Opus V4.2, Fa. Bruker

Instruments (Ettlingen, Deutschland)
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Gefriertrocknungsanlage: VirTis Advantage, Fa. Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH

(Wertheim-Mondfeld, Deutschland)

Konfokales Laserrastermikroskop: LSM 510 META, Software: Carl Zeiss AIM, Fa. Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, (Jena, Deutschland)

Rontgenpulverdiffraktometer: Stadi P, 2 Theta 1-35° (z.T. 3-35°), Schrittweite 0.5°, 60s /
Schritt, Software: Win XPOW 2.07, Fa. STOE & CIE GmbH (Darmstadt, Deutschland)

Schiittelschrank: Innova 4230, Refridgerated Incubator Shaker, Fa. New Brunswick
Scientific (Niirtingen, Deutschland)

Transmissionselektronenmikroskop: Typ CM 20, Philips (Eindhofen, Niederlande)

UV-Vis Recording Spectrophotometer: UV-2401PC, Software: UVPC V3.9/PC

Spektros-kopie, Fa. Shimadzu Scientific Instruments Inc. (Korneuburg, Deutschland)

Wasseraufbereitungsanlage: Milli-Q-gradient (Umkehrosmose), Fa. Millipore GmbH
(Eschborn, Deutschland)

Zentrifugen: Biofuge Stratos und Biofuge primo, Fa. Heraeus Holding GmbH (Hanau,
Deutschland)

Zetamaster und Zetasizer 3000 Advanced: Software: PCS V1.41/ PCS V1.51 Rev. 1,

Fa. Malvern Instruments Ltd. (Worcestershire, England)
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7.3 Material
Substanzen

Adenosintriphosphat Dinatriumsalz
12-Aminododecansdure
Butylcyanoacrylat (Sicomet 6000)
Captisol®
Cetyltrimethylammoniumchlorid (CETAC)
Cumarin 6
3,3’-Diethyloxadicarbocyanin (DODC)
Dodecylamin

Folséure

Glu(10)-b-PEG(110)

Indocyaningriin (ICG)

Kationische Stérke

Mannitol
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-
Natriumsalz

Natrium beta-Cyclodextrinphosphat
P(DMAEMA)

Polyethylenglycol Mw 4000
PEG(113)-b-PEI(30)

PEG(350 Da)20-g-PEI (40 kDa)
PEGs000 pa-b-KG(10)

Pluronic F68

Polyethylenimin My, 25 kD
Polyethylenimin My, 10 kD, 70 kD
Polyethylenimin My, 750 kD
Spermidin

Spermin

Sulforhodamin B

Synperonic T707

Trehalose

Triton X-100

Hersteller / Ort / Land

Fluka, Buchs (CH)

Sigma , Seelze (D)

Sichel-Werke GmbH, Hannover (D)
Cydex Inc., Lenexa/KS (USA)
Acros Organics, Geel (B)

Aldrich, Steinheim (D)

Fluka, Buchs (CH)

Sigma, Seelze (D)

Sigma , Seelze (D)

IAP (Fraunhofer Institut), Golm (D)
PULSION Medical Systems AG, Miinchen (D)
[AP (Fraunhofer Institut), Golm (D)
Sigma, Seelze (D)

Sigma, Seelze (D)

Fluka, Buchs (CH)

IAP (Fraunhofer Institut), Golm (D)
Merck AG, Darmstadt (D)

IAP (Fraunhofer Institut), Golm (D)
IAP (Fraunhofer Institut), Golm (D)

MPI fiir Kolloid- und Grenzfldchenforschung,
Golm (D)

Serva, Heidelberg (D)

Aldrich, Steinheim (D)

Alfa Aesar / Lancaster, Karlsruhe (D)
Sigma, Seelze (D)

Acros Organics, Geel (B)

Acros Organics, Geel (B)

Fluka, Buchs (CH)

Uniquema / ICI Surfactants, Eversberg (B)
Merck AG, Darmstadt (D)

Sigma, Seelze (D)
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Tetrasulfocyanin

Vatalanib succinat

Zellkultur

Dulbecco’s Medium

(mit Phenolrot, Natrium Pyruvat,
1000 mg/L Glucose, Pyridoxin)
FCS ( Fotales Kélber Serum)
Hoechst 33342

L-Glutamin

MitoTracker

PBS Dulbecco’s

Trypsin-EDTA

Sonstiges

Zelllinien
CRL-1720 (F9-Teratom)
HelLa-Zellen

Tiere

Albino-Nacktméduse (NMRI nude)

Gereinigtes Wasser (Milli-Q-Wasser)

Schering AG, Berlin (D)
Schering AG, Berlin (D)

GIBCO / Invitrogen Corp., Karlsruhe (D)

PAA Laboratories GmbH, Linz (A)
Molecular Probes Europe BV, Leiden (NL)
GIBCO / Invitrogen Corp., Karlsruhe (D)
Molecular Probes Europe BV, Leiden (NL)
GIBCO / Invitrogen Corp., Karlsruhe (D)
GIBCO / Invitrogen Corp., Karlsruhe (D)

ATCC / LGC Promochem GmbH, Wesel (D)
Schering AG, Berlin (D)

Taconic Europe, M&B, Lille Skensved (DK)

vor Ort Herstellung mit Milli-Q-System
(Umkehrosmose); Millipore, Eschborn (D)

-201 -



Anhang

7.4 Bildanhang

Abb. 113a

Abb. 113b
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Abb. 114b

Abb. 115d
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Abb. 115a

Abb. 115b
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Abb. 117a

Abb. 117b
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Abb. 118a

Abb. 118b
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Abb. 119a

Abb. 119b
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Abb. 120a

Abb. 120b
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Abb. 123a

Abb. 123b
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Abb. 124a

Abb. 124b
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Abb. 125a

Abb. 126
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7.5 Abkiirzungsverzeichnis

AFM
ATP
BHS
BCA
BCDPO,
CCD
CD
CETAC

CLSM

CMC

CT
CYP
DDS
DNA
Dextran-PCL
dhyd
DLS
DODC
DSC
EPR
FaSSIF
FCS
FeSSIF

FMT

Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy)
Adenosintriphosphat-Dinatriumsalz
Blut-Hirn-Schranke

Butylcyanoacrylat
beta-Cyclodextrinphosphat-Tetranatriumsalz
Charged Coupled Device (Digitalkamera)
Cyclodextrin

Cetyltrimethylammoniumchlorid

Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie (Confocal Laser Scanning

Microscopy)

Critical Micell Concentration (Kritische Mizellbildungs-

konstante)

Computertomographie

Cytochrom P (Cytochromoxidasen)
Drug Delivery System
Desoxyribonukleinsiduren (Deoxyribonucleic acid )
Dextran-Poly-g-caprolacton
hydrodynamischer Durchmesser
Dynamische Lichtstreuung
3,3’-Diethyloxadicarbocyanin
Differential Scanning Calorimetry
Enhanced Permeation and Retention
Fasted State Simulated Intestinal Fluid
Fetal Calf Serum (fotales Kélberserum)
Fed State Simulated Intestinal Fluid

Fluorescence Mediated Tomography
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FTIR-Spektroskopie
GIT

Glu(10)-b-PEG(110)

GPC
HDCA
HPLC
1.m.
Lv.
ICG
IDCC
ISA
KS
LBL
LDA

MADAM-BQ-St

MRT

MPS

NADP

NIR / NIRF
NP
P(DMAEMA)
PACA
PBCA

PBS

PCS

PE

Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie
Gastrointestinal-Trakt

Glutaminsdure(10)-block-Polyethylengycol(110)
(Blockcopolymer)

Gas Permeation Chromatography
Hexadecylcyanoacrylat

High Pressure Liquid Chromatography
intramuskular

intravends

Indocyaningriin
Indodicarbocyanin

Ionic Self Assembly

Kationische Stérke
Layer-by-Layer

Laser Doppler Anemometrie

N-Methacryloyloxyethyl-N,N-dimethyl-N-benzylammonium-
chlorid-Stérke

Magnetresonanztomographie
Mononukleédr-phagozytéires System
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-Dinatriumsalz
Nabhinfrarot / NIR-Fluoreszenz

Nanopartikel
Poly(2-(dimethylamino)ethyl-methacrylat)
Polyalkylcyanoacrylat

Polybutylcyanoacrylat

Phosphate buffered saline (Phosphatpuffer)

Photon Correlation Spectroscopy

Polyelektrolyt
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PEG
PEG-HDCA
PEGs000-b-KG(10)
PEI

PEK

PET

PET

Pgp

PP

REM

RES

SBRCD

s.C.

SESD

SPECT

TEM

TSC

TSCCS
UV-Vis-Bereich

VEGF

Vs
WB
ZNS

ZP / C Potential

Polyethylenglycol
Polyethylenglycol-Hexcadecylcyanoacrylat
Polyethylenglycolsooo pa-block-(Lysin-Glycin);
Polyethylenimin
Polyelektrolyt-Polyelektrolyt-Komplexe
Polyelektrolyt-Tensid-Komplexe
Positronen-Emissions-Tomographie
P-Glycoprotein

Peyersche Plaques / engl. Peyer’s Patches
Rasterelektronenmikroskopie
retikulo-endotheliales System
Sulfobutylether-beta-Cyclodextrin

subkutan

Spontaneous Emulsification Solvent Diffusion
Single Photon Emission Computed Tomography
Transmissionselektronenmikroskopie
Tetrasulfocyanin

Trisulfocyanincarbonsdure

Ultraviolet-Visible (ultravioletter und sichtbarer Bereich)

Vascular  Endothelial ~ Growth  Factor  (endothelialer
Wachstumsfaktor)

Vatalanib succinat
Wasserstoftbriickenbindungen
Zentrales Nervensystem

Zetapotential
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