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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nanopartikel

Aktuell finden sich vielfaltige Produkte im alltaglichen Gebrauch, die mit dem
Inhalt von Nanopartikeln werben. Beispielsweise sind Nanomaterialien u.a. in
Kosmetika zur Verbesserung des Transportes aktiver Inhaltsstoffe, in Zahnpas-
ten zur Unterstlitzung des natirlichen Zahnreparaturmechanismus des Spei-
chels, als UV-Filter in Sonnenschutzcremes, in Farben und Lacken, die UV-
Strahlen absorbieren sowie als Rieselhilfe, Verdickungs- oder Flockungsmittel
in Nahrungsmitteln enthalten [1-5]. Dabei ist fir den Verbraucher jedoch nicht
ersichtlich, ob die Produkte wirklich NP enthalten, da Nanoprodukte bisher kei-

ner Kennzeichnungs- oder Registrierpflicht unterliegen [3, 6].

Nanopartikel (NP) sind Strukturen mit einer Dimension im Nanometerbereich.
Streng definiert, sollte der Durchmesser der Partikel unterhalb von 100 nm lie-
gen, jedoch werden im Bereich der ,Drug-Delivery“-Systeme (DDS) teilweise
auch Teilchen mit bis zu 1000 nm Durchmesser als NP bezeichnet [7, 8]. Die
sehr kleine Dimension nanopartikularer Substanzen bedingt eine Vielzahl phy-
sikalischer und chemischer Besonderheiten. So weichen z.B. die Reaktivitat,
Leitfahigkeit und optische Sensitivitat betrachtlich von Partikeln in um-GroRRe ab.
Dies liegt in dem veranderten Verhaltnis von Oberflachenatomen zu Volumen-
atomen begrundet [2, 4, 5, 9-12].

Auch im medizinischen bzw. pharmazeutischen Bereich bergen ihre besonde-
ren Eigenschaften Hoffnungen und Perspektiven flr eine Vielzahl von Produkt-
neu- bzw. -weiterentwicklungen. So haben einige nanopartikulare Anwendun-
gen bereits Einzug in die medizinische Forschung gehalten [5, 13]. Momentan
werden NP als Diagnostika, ,Drug-Delivery“-Systeme (DDS) flr einen verbes-
serten Arzneistofftransport zum Wirkort sowie als Therapeutika genutzt bzw. er-

forscht.

Ein bereits in der Diagnostik eingesetztes nanopartikulares Arzneimittel ist das
Magnetresonanzkontrastmittel Resovist®, welches zur Darstellung fokaler Le-
berlasionen genutzt wird. Es enthalt Eisen(ll,ll1)-oxid-NP (FeO), die zur Verbes-

serung der Vertraglichkeit von einer Carboxydextran-Hullle umgeben sind [14].
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Resovist® stellt ein gewebespezifisches Kontrastmittel dar. Durch die selektive
Aufnahme in das mononukledre phagozytierende System grenzt es das gesun-
de Lebergewebe besonders kontrastreich vom hepatischen Fremdgewebe ab.
Der Kontrastmitteleffekt ist bereits bei sehr geringen Dosierungen zu erreichen
und halt fir mehrere Stunden an [15]. Der NP-Kern wird gelést und dem kor-
pereigenen Eisenpool zugefuhrt, so dass das nanopartikulare Eisen auf physio-
logische Weise verwertet wird. Laut Hersteller gehen von Resovist® keine toxi-

schen Wirkungen aus [14].

Ein weiteres medizinisches Anwendungsgebiet fur NP stellen ,Drug-Delivery*-
Systeme (DDS) dar [13]. DDS sind Arzneistoff-Freisetzungs-Systeme, die den
Wirkstoff zielgerichtet, d.h. in einer bestimmten Rate und an einem bestimmten
Ort im Organismus freisetzen. Aufgrund des geringen Durchmessers von NP
konnen sie hydrophile und lipophile Barrieren (z.B. Zellmembranen, Blut-Hirn-
Schranke) Uberwinden und den Arzneistoff direkt zum Wirkort transportieren [5,
8, 10, 16, 17]. Bereits im Handel befindliche nanopartikulare DDS umfassen
liposomale Arzneistoffe, Polymer- und Makromolekil-Arzneistoff-Konjugate wie
Amphothericin B- und Daunorubicin-Liposome (AmBisome®, DaunoXome®), Al-
bumin-gebundenes Paclitaxel (Abraxane®) oder nanokristallines Fenofibrat
(TriCor®) [18]. Daneben wird der Einsatz von nanopartikuldaren DDS auch zum
Schutz vor In-Stent-Restenosen und TransplantatabstoRungsreaktionen er-
forscht [19, 20]. Ein fUr diese Indikationen vielversprechender Arzneistoff stellt
Sirolimus (SRL, Rapamycin) dar. SRL ist eine immunsuppressiv wirkende Sub-
stanz, die die Proliferation von T-Zellen hemmt und die T-Zell-vermittelte Ab-
stolRungsreaktion des Transplantates unterbindet. Im Speziellen hemmt SRL
nicht die Synthese und Freisetzung von Zytokinen wie IL-2 und -6, sondern die
Antwort der T-Zellen auf diese Zytokine [21-24]. Des Weiteren supprimiert SRL
die Proliferation der glatten Gefalmuskelzellen [25, 26]. Um Langzeitschaden
durch abgelagerte Tragermaterialien zu vermeiden, werden als nanopartikulare
Matrix biologisch abbaubare Substanzen bevorzugt. Da Poly(D,L-Milchsaure)
(PLA) als biologisch vertragliches und abbaubares Polymer [27] bereits etabliert
ist, werden SRL-beladene PLA-NP (SRL-PLA-NP) derzeit als pharmakothera-
peutische Prophylaxe vor TransplantatabstoRungen bzw. In-Stent-Restenosen
untersucht [19, 20, 28].
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Neben dem Einsatz von NP als Diagnostika und DDS wird ihre Nutzung zur lo-
kalen Tumortherapie momentan in klinischen Studien getestet [2, 13, 29]. Dabei
werden magnetische NP in den Tumor appliziert, die durch ein magnetisches
Wechselfeld in Schwingung versetzt werden und so selektiv das Tumorgewebe
erwarmen. Bei einer Erwarmung des Gewebes auf 42-46°C (Hyperthermie) wird
die Wirkung einer gleichzeitig angewandten Strahlen- oder Chemotherapie ver-
starkt. Die zelleigene Reparatur der Strahlenschaden wird vermindert, so dass
eine geringere Strahlendosis notig ist, um die Zellstruktur zu schadigen. Des
Weiteren steigert die Hyperthermie die Durchblutung des Tumors, so dass eine
grolRere Menge Arzneistoff in die Tumorregion gelangt. Dadurch reagiert das
Gewebe sensibler auf Chemotherapeutika. Werden Temperaturen Uber 46°C
erreicht (Thermoablation), kommt ein zytotoxischer Effekt hinzu. Dies fuhrt zu
einer gezielten Zerstérung pathologisch veranderter Zellen und das Gewebe
geht durch Nekrotisierung zugrunde. Die abgestorbenen Zellen werden an-
schliefend vom Korper selbst auf natlrlichem Wege abgebaut. Die freigewor-
denen NP werden entweder von umliegenden, noch intakten Tumorzellen auf-
genommen oder ebenfalls von Makrophagen abtransportiert. Die nicht mehr
bendtigten NP werden in der Milz und der Leber gespeichert und dort in einem
langsamen Prozess abgebaut und dem Korper fur den Eisenstoffwechsel zur
Verfligung gestellt [29, 30].

1.2 Nanopartikel und menschlicher Organismus

Trotz der rasanten Entwicklung und Herstellung nanopartikularer Produkte ist
bisher wenig Uber die Folgen der Exposition des Menschen und der Umwelt
gegenliber Nanomaterialien bekannt [5]. Einen Uberblick Uber mégliche bzw.
bereits nachgewiesene Expositionswege ist in der Abb. 1.1 dargestellt. NP
konnen sich Uber verschiedene Applikationsorte durch Phagozytose, Endo-
zytose, Diffusion oder transmembranare Kanale in Zellen und letztendlich in
Organen anreichern, wobei neben der medizinischen Anwendung die drei
Hauptexpositionswege Uber die Lunge, die Haut und das Verdauungssystem
diskutiert werden [3, 5, 8, 10, 11, 16, 17, 31, 32]. Bisher am besten untersucht
ist der Respirationstrakt, wobei die Partikelgrél’e eine entscheidende Rolle
spielt. So dringen auch NP bis in die Lungenalveolen vor, von wo aus sie sich

Uber Blut- und Lymphbahnen in verschiedenen Organen wie Leber, Milz, Nie-
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Einleitung

ren, ZNS oder Herz anreichern kénnen [5, 17]. Bei der dermalen Exposition von
NP sind drei Routen denkbar, die intra- und interzellulare sowie die follikulare
Penetration [17], wobei Uber die Tiefe des Eindringens und eventuelle Wech-
selwirkungen sehr kontrovers diskutiert wird [5, 10, 32-34]. Da die obere Haut-
schicht (Hornschicht, Stratum corneum) eine starke Barrierefunktion einnimmt,
scheint eine Penetration von NP durch gesunde Haut unwahrscheinlich. Jedoch
fehlen bislang Untersuchungen zur Applikation an Wunden, entzindeter und
(sonnen-) verbrannter Haut sowie bei Personen mit Hautallergien. Hier ware ein
Eindringen in den Organismus denkbar, da die NP direkt mit Blut und/oder le-
benden Zellen in Kontakt treten konnten [9]. Zur Exposition von NP Uber den
Gastrointestinaltrakt gibt es bisher sehr wenige Untersuchungen, jedoch er-

scheint die Absorption ins Blut und Lymphsystem maoglich [5, 17].

Externe Medizinische Inhalative Orale Dermale
Exposition Anwendung Exposition Exposition Exposition
A l l l
(Absorption) | Respirationstrakt I—'l Verdauungstrakt | I Haut

-
A\

c \ "
.9 “\ //
AY e

% (Distrigution) BlUtkalSlan d
L
o R 3
=
3
£

andere | Plazer’1ta | | Nieren |

Organe

I’ :
ME | Muttermilch |<---- | Urin | | Metabo‘lismus |----->| Fazes | | Transpiration |

(Metabilismus, Exkretion)

Abb. 1.1:  Uberblick iiber ADME-Prozesse (Absorption, Distribution, Metabolismus, Exkretion)
im Organismus nach HAGENS et al. [10]. Die durchgezogenen Linien stellen
nachgewiesene Wege von NP dar, wahrend die gestrichelten Linien hypothetische
Wege reprasentieren. Die Transportraten und Retentionszeiten der aufgezeigten
Prozesse sind weitgehend unbekannt.
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Die Distribution der NP im Organismus wird durch die Partikeleigenschaften wie
Grolde, Hydrophilie/Hydrophobie, Polymerkonformation, Ladung und Zetapoten-
tial bestimmt. GrofRe und/oder hydrophobe NP werden bevorzugt von Organen
aufgenommen, die viele Makrophagen enthalten (z.B. Leber, Milz, Lungen,
Knochenmark) [8, 35, 36]. Des Weiteren sind NP in der Lage, schwer Uber-
windbare Barrieren wie die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen, so dass eine
Akkumulation im ZNS moglich ist [5, 8]. Ein weiterer Aspekt, der die Distribution
nanopartikularer Strukturen wesentlich beeinflusst, stellt die Wechselwirkung
mit (Plasma-)Proteinen dar. Durch die Bindung von Proteinen an die NP-Ober-
flache (Proteinkorona) kommt es zu Veranderungen der Partikeloberflache so-
wie der Konformation der Proteine. Denkbare Folgen waren eine Anreicherung
der Partikel in weiteren Organen (,trojanisches Pferd“) sowie ein moglicher

Funktionsverlust korpereigener Proteine [17, 37].

Ebenso wie uber die Absorption und Distribution ist wenig tUber die Elimination
nanopartikularer Strukturen bekannt. Mdgliche Exkretionswege sind Uber den
Urin, Fazes, Schweild oder Muttermilch [10]. Biologisch schwer abbaubare NP
akkumulieren besonders in den Entgiftungsorganen Leber und Nieren, wobei
die Exkretion von NP Uber die Gallenflussigkeit als extrem langsamer und inef-
fizienter Prozess beschrieben wird [38]. Dabei kbnnen Schadigungen der Leber

und Nieren nicht ausgeschlossen werden [5, 8, 10, 17, 38-40].

Zurzeit sind keine quantitativen Aussagen zur relativen Bedeutung der einzel-
nen Aufnahmepfade maglich, jedoch ist erwiesen, dass NP Uber den Blutkreis-
lauf in verschiedene Organe transportierbar sind [5, 10] und es zu Interaktionen
mit Proteinen und Enzymen kommt, die die Distribution und Elimination der NP

entscheidend beeinflussen kdnnen [4, 5, 10, 40].

1.3 Risikobewertung der Wechselwirkungen von Nanopartikeln
mit dem Organismus

Trotz der vielseitigen Perspektiven, die sich durch NP im medizinischen Bereich
aufzeigen, bestehen auch Risiken und Gefahren, die gegenluber dem Nutzen
abzuwagen sind. Bisherige Untersuchungen mit humanen Zellen wie Lungen-
[41-43], Endothel- [44] und Nervenzellen [45, 46] sowie Monozyten [47] und
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humanen Fibroblasten [48-50] zeigten, dass physiologische Zellfunktionen wie
Proliferation, Phagozytose-Aktivitat [50, 51] und Freisetzung von Zytokinen [44,
52] beeinflusst werden. Aulerdem wurden eine Reduktion der Viabilitat [42, 51],
die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) [42] und eine Induktion von
Apoptose [47, 50] sowie eine Beeintrachtigung physiologischer Metabolisie-
rungs- und Eliminationsmechanismen [38] beobachtet. Ferner werden Interak-
tionen von NP mit Enzymen der Atmungskette in den Mitochondrien diskutiert,
infolge der es zu Stérungen der Energieproduktion kommen kann. NP mit ei-
nem Durchmesser <30 nm sind in der Lage, in den Zellkern zu gelangen; NP
<2 nm konnen sich in die DNA-Doppelhelix einlagern, wobei die Folgen unbe-
kannt sind [4, 39]. Denkbare Auswirkungen von NP im menschlichen Organis-
mus waren die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, Entzindungsreaktionen,
Denaturierung von Proteinen, Membran- und DNA-Schadigungen, Immunreak-
tionen, Stérungen der Blutgerinnung, Ablagerungen wie Plaques, Herzrhyth-
musstorungen, Stérungen der Atemwege sowie Schadigungen an Magen, Le-
ber, Herz, Bauchspeicheldriise und Milz. Der Einfluss von NP aufs Immunsys-
tem ist bisher unbekannt [4, 5, 11, 53, 54]. KANCHAN et al. nehmen an, dass
um-groRe Partikel die humoralen Abwehrmechanismen stimulieren, wahrend
nanopartikulare Teilchen (<1000 nm) die zellulare Immunantwort begunstigen
[55].

Um mogliche Gefahrdungspotenziale fur Mensch und Umwelt sowie ethische
Fragestellungen zu bewerten und die Chancen mit den jeweiligen Risiken ab-
zuwagen, fehlen immer noch Regulierungen, die sich speziell auf NP beziehen
[5, 39, 56]. In den letzten Jahren starteten die Bundesregierung und EU-
Kommission die Forderung einer Reihe von Forschungsprojekten im Bereich
Nanotechnologie (z.B. NanoCare, NanoSafe), die erste Hinweise auf mogliche
toxische Effekte von NP lieferten. Dabei wurden In-vivo- und In-vitro-Unter-
suchungen zur Abschatzung der NP-Toxizitat genutzt. Es stellte sich heraus,
dass beide Methodenarten zur Testung eines mdglichen Zusammenhanges
zwischen der Exposition von NP und der Entstehung von akuten bzw. chroni-
schen Gesundheitsstérungen geeignet sind. Da In-vivo-Untersuchungen wie
Tiermodelle kostenintensiv und langwierig sind sowie ethische Fragen aufwer-
fen, besteht ein erhohter Bedarf an praktikableren Methoden — in vitro oder ex
vivo — die eine leistungsfahige und zuverlassige Risikobewertung erlauben [5].
11
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1.4 Neutrophile Granulozyten

Humane Granulozyten gehdren neben den Monozyten und Lymphozyten zu
den Leukozyten. Granulozyten werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Anfarb-
barkeit mit sauren oder basischen Farbstoffen in neutrophile, eosinophile und
basophile Granulozyten differenziert. Sie werden im Knochenmark produziert

und sind mit einer Lebensspanne von 2 - 3 Tagen sehr kurzlebig.

Neutrophile Granulozyten (polymorphnukledre Neutrophile, PMN) sind vor allem
an der unspezifischen zellularen Abwehr beteiligt. Sie spielen eine entschei-
dende Rolle in der primaren Immunantwort und sind in die Elimination partikula-
rer Xenobiotika involviert [8, 36, 57-59]. Nach neuesten Untersuchungen sind
apoptotische PMN in der Lage, Entzindungs- und Immunreaktionen zu modu-
lieren [60]. Deshalb spielen neutrophile Granulozyten eine zentrale Rolle bei
akuten Inflammationsprozessen. Durch chemotaktische Reize, die aus einem
Entziindungsgebiet freigesetzt werden, werden PMN angelockt (Rolling), haften
sich an Endothelzellen (Deformation & Adhasion) und migrieren ins entziindete
Gewebe (Migration) (Abb. 1.2).
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1. Chemotaxis a) Rolling b) Deformation & Adhdasion c) Migration

Partikel l

NADP* 2. Phagozytose

‘0, — H,0,

Fe / \Myeloperoxidasse
HO:

HOCI ONOO"

Phagosom
\

3. ,oxidative burst“ Phagolysosom Lysosom
mit Hydrolasen

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Abwehrmechanismen der PMN gegeniiber partikularer
Xenobiotika: 1. Chemotaxis mit Rolling, Deformation & Adhasion und Migration,
2. Phagozytose,
3. ,,oxidative burst“ [57, 61].

Durch Einstllpung der Zellmembran nehmen PMN partikulare Xenobiotika unter
Bildung eines Phagosoms auf (Phagozytose). Die enzymhaltigen Lysosomen
der Granulozyten verschmelzen mit dem Phagosom zum Phagolysosom, so
dass die Enzyme direkt mit dem Xenobiotikum in Kontakt kommen. Durch Re-
duktion molekularen Sauerstoffs an der NADPH-Oxidase werden im Phago-
lysosom reaktive Sauerstoffspezies erzeugt. Das gebildete Wasserstoffperoxid
lagert sich in einer Eisen-katalysierten Reaktion zum Hydroxylradikal um oder
bildet mittels Myeloperoxidase Hypochlorsaure. Des Weiteren konnen im
Phagolysosom mit Hilfe der Stickoxid-Synthetase reaktive Stickoxidverbindun-
gen hergestellt werden. Die gebildeten Hydroxylradikale fragmentieren vorwie-
gend die DNA, wahrend Hypochlorsaure und Stickoxidverbindungen hauptsach-
lich die Proteinfunktionen stéren (,oxidativ burst) [61]. AuBerdem sezernieren
PMN Interleukine (IL), die weitere immunologische Reaktionen vermitteln. Je
nach Wirkung wird zwischen pro- und anti-inflammatorischen IL unterschieden

(Tab. 1.1). Eine stimulierte Freisetzung von IL infolge einer Exposition von NP
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konnte zu einer Kaskade von Effekten flhren, die vielfaltige Gewebe- und Or-

ganschadigungen hervorrufen kdnnte [36].

Tab. 1.1: Wirkungen einiger Interleukine.

Interleukin Effekte
IL-18 pro-inflammatorisch, aktiviert Lymphozyten, verursacht Fieber,
stimuliert IL-6-Produktion [62, 63]
IL-2 Proliferation und Differenzierung von T- und B-Zellen, Stimula-
tion zytotoxischer Zellen [64, 65]
IL-6 pro-inflammatorisch, aktiviert Lymphozyten, moduliert Antikor-

perproduktion, verursacht Fieber, Hauptmediator der Akute-
Phase-Reaktion, beeinflusst antigenspezifische Immunantwort
und entzindliche Reaktionen, Schlusselrolle in Pathogenese
des Schocks und der Sepsis [62, 66]

IL-8 pro-inflammatorisch, chemotaktischer Faktor fur Leukozyten,
induziert in PMN vorubergehenden Anstieg der zytosolischen
Calcium-Konzentration und spezifische Freisetzung von Enzy-
men aus Granula, fordert Expression von Adhasionsmolekilen
auf Zellmembran, stimuliert Phagozytose opsonisierter Partikel,
steigert Metabolismus reaktiver Sauerstoffradikale [62, 66]

IL-10 anti-inflammatorisch, Inhibition von IL-12, reguliert Wachstum
von B-, T- und NK-Zellen [63, 67]
IL-12 pro-inflammatorisch, Induktion einer Th1-Immunantwort, Induk-

tion der Produktion von Interferon-y und anderen Zytokinen der
NK- und T-Zellen, Verbindung zwischen angeborener und
adaptiver Immunitat [68]

TNF-a pro-inflammatorisch, synergistische Effekte mit IL-1(3, involviert
in pathologische Entzindungsreaktionen, Induktion der Akute-
Phase-Proteine, Stimulation von T-Zellen [36, 63, 69]

PMN sind vor allem zu Beginn akuter Inflammationsprozesse am Entziindungs-
herd vorzufinden [66]. Sie werden als wichtige Komponente der primaren Im-
munabwehr unmittelbar und frihzeitig nach der Exposition mit Nanopartikeln
konfrontiert [70, 71]. WANG et al. und SAYES et al. beobachteten nach der Ex-
position von NP eine gesteigerte Akkumulation von Neutrophilen in spezifischen
Organen von Mausen und Ratten [43, 54]. Ferner wurde eine Anreicherung von
Granulozyten und Monozyten im Blut von Mausen bereits 15 Minuten nach i.v.
Applikation von NP verzeichnet [72]. Nach Applikation von PLA-NP in Meer-
schweinchen waren als phagozytierende Zellen an der Aufnahme der NP
hauptsachlich PMN beteiligt [71]. Trotz der bereits vielfaltig eingesetzten NP
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existieren bisher nur wenige veroffentlichte Studien Uber den Einfluss der NP

auf die physiologischen Funktionen polymorphkerniger Granulozyten [73-75].

Das in dieser Arbeit genutzte PMN-Modell stellt eine Ex-vivo-Methode dar, die
bereits fir die Charakterisierung verschiedener Chemotherapeutika etabliert
wurde [76-78]. Da PMN eine wichtige Saule der primaren Immunabwehr dar-
stellen und frihzeitig mit NP in Kontakt kommen [70, 71], ist es unerlasslich,
den Einfluss nanopartikularer Strukturen auf physiologische Funktionen huma-

ner Granulozyten zu kennen.

1.5 Charakterisierung von Nanopartikeln

Fur Untersuchungen nanopartikularer Strukturen in biologischen Medien ist die
Charakterisierung der eingesetzten NP in biologischen Matrizes hinsichtlich
Grolle und GroRenverteilung essentiell. Viele Techniken sind fur ein ,online-
Monitoring“ von NP nicht geeignet, so dass sie fur fliissige und/oder biologische
Matrizes nicht einsetzbar sind [5, 16]. Zwar ist die Messung der PartikelgroRe
bereits mit verschiedenen Methoden (z.B. Photonenkorrelationsspektroskopie,
PCS) moglich, doch kénnen hiermit nur monodisperse Suspensionen charakte-
risiert werden. Da NP aggregieren und/oder an ihre Oberflache Proteine anla-
gern kénnen (Proteinkorona), sind die meisten biologischen NP-Proben poly-
dispers [5, 10, 35, 79]. Ein weiteres Problem stellt die Messung der Anzahl der
Partikel in flissigen Medien dar [10, 35], da die Toxizitat von NP vielmehr mit

der Partikelanzahl als mit der Massenkonzentration assoziiert ist [5, 12].
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2 Fragestellung

Aufgabe dieser Arbeit war es, die Effekte medizinisch relevanter NP auf wichti-
ge physiologische Funktionen von ex vivo isolierten humanen polymorph-

kernigen Neutrophilen (PMN) zu bestimmen.

Dazu sollten das nanopartikuldre MRT-Kontrastmittel Resovist® (cFeO) mit Ei-
sen(ll, 1l)-oxid-NP (uFeQO) und Zink(ll)-oxid-NP (uZnO) sowie SRL-beladene
PLA-NP (SRL-PLA-NP) mit PLA-NP und Ioslichem Sirolimus (SRL) verglichen

werden.
Dahingehend ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Wie stellen sich die Durchmesser der NP und deren Konzentration in biolo-

gischen Matrizes dar?

2. Ist eine Adaption der Methoden des bereits flr die Untersuchung von Che-
motherapeutika etablierten Phagozyten-Modellsystems auf nanopartikulare

Xenobiotika moglich?

3. Welchen Einfluss Uben cFeO und SRL-PLA-NP bzw. deren Referenzsub-
stanzen auf die Viabilitdt humaner PMN, deren Chemotaxis-, Phagozytose-
und ,oxidative burst‘-Aktivitdt sowie die Sekretion bestimmter Zytokine (z.B.
IL-1B, IL-6, IL-8) aus?

4. Welche intrazellularen Sirolimus-Konzentrationen lassen sich mittels LC-
MS-MS erfassen?

5. Lassen sich die NP markieren, um die Aufnahme der SRL-PLA-NP in hu-

mane PMN mittels Durchflusszytometrie zu bestimmen?
Abschlief3end sollten mdgliche Korrelationen zwischen der Zytotoxizitat und der

Partikelanzahl und -groRe geprift werden, um neue Parameter zur Bewertung

der Toxizitat nanopartikularer Strukturen zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Nanopartikel

Resovist® (cFeO-NP) (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland): wassrige
Losung von Eisen(ll/1l1)-oxid-NP, die von einer Carboxydextran-Hullle umgeben
sind. Der Durchmesser der umhullten NP ist mit 20-80 nm angegeben.

Die nicht ummantelten Fe304-NP (uFeO-NP) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) weisen einen Durchmesser von 20-30 nm und eine
Oberfliche von >60 m?/g auf.

Die nicht umbhillten ZnO-NP (uZnO-NP) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) besitzen einen Durchmesser von 50-70 nm und eine
Oberfliche von 15-25 m?/g.

Sirolimus-beladene Poly(D,L-Milchsaure)-NP (SRL-PLA-NP) (micromod
Partikeltechnologie GmbH, Warneminde, Germany) enthalten 1% (m/m)
Sirolimus. Sie weisen eine spharische Form auf, besitzen einen Polydispersi-
tatsindex von <0,2 und eine Dichte von 1,0 g/ml. Der Durchmesser der NP wird
mit circa 250 nm angegeben. Ein Milligramm entsprechen 1,2*10"" NP [80].
Poly(D,L-Milchsdure)-NP (PLA-NP) enthalten kein SRL, weisen jedoch die
gleichen makrophysikalischen Eigenschaften wie SRL-PLA-NP auf.

3.2 Methoden
3.21 Bestimmung des Partikeldurchmessers und der -konzentration

Messprinzip
Die Messung des Partikeldurchmessers und der NP-Konzentration erfolgte mit

Hilfe eines von der Firma NanoSight® Ltd. (Amesbury, GroRbritannien) erstmals
2006 kommerzialisierten Instrumentes (LM10). Die mit diesem Gerat mdgliche
.,Nanoparticle tracking analysis“ (NTA) erlaubt eine simultane Messung von
Grolde, GroRenverteilung und Anzahl der NP in Suspensionen. Hierfur wird eine
dispergierte NP-Probe in eine Zelle injiziert, die anschlieRend von einem Laser-
strahl (~40 mW bei A = 635 nm) passiert wird. Die NP verursachen in dem La-
serstrahl eine Lichtstreuung, welche mit Hilfe eines optischen Mikroskops und

einer Digitalkamera verfolgt wird. Die Brownsche Molekularbewegung wird in
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Videos aufgezeichnet und die Software NTA 2.0 misst die Distanz, welche von
jedem Partikel zurickgelegt wurde. Ausgehend von diesem Wert wird der Diffu-
sionskoeffizient D des NP bestimmt und unter Kenntnis der Probentemperatur T
und Losungsmittelviskositat n wird der hydrodynamische Durchmesser der NP
d nach der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 3.1) berechnet, wobei Kz die

Boltzmann-Konstante darstellt.

KgT
D =
3nnd
Gleichung 3.1: Stokes-Einstein-Gleichung

Die Dichte der NP hat keinen Einfluss auf deren Bewegung. NTA kann NP im
Grollenbereich von 10-1000 nm analysieren. Die untere Grenze ergibt sich
durch die begrenzte Fahigkeit der NP, ausreichend Licht zu streuen, so dass
Analysen von NP mit einem Durchmesser von 10 nm nur von Partikeln mit ei-
nem hohen Refraktionsindex mdglich sind. Hingegen ergibt sich die obere
Grenze durch die limitierte Brownsche Molekularbewegung. Die Proben sollten
zwischen 10° und 10", idealerweise 10°-10° Partikel pro Milliliter enthalten, was
einer Konzentration von <1% (m/m) entspricht. Die Ergebnisse jeder Verteilung
werden in zwei Werten angegeben, dem Mittelwert (,mean®, durchschnittlich
gemessene Partikelgrofle) und dem Modalwert (,mode“, am haufigsten gemes-
sene PartikelgroRe). Des Weiteren kann die Partikelanzahl ermittelt werden, da
NTA jedes einzelne Partikel verfolgt [81-85].

Messung der NP
Die NP (cFeO-NP, uFeO-NP, uZnO-NP, SRL-PLA-NP, PLA-NP) wurden in ver-
schiedenen Medien:

a) PBS

b) 10% Biseko® (= isotone 5%ige Ldsung von Serumproteinen, ge-

wonnen aus Plasma gesunder Spender) /PBS
c) humanem Plasma
d) 40 g/l humanem Albumin/PBS oder
e) 2,5 g/l Fibrinogen/PBS
suspendiert, so dass Massenkonzentrationen von 200 mg Fe/l bzw. Zn/l und 20
Mg SRL/I erhalten wurden. Nach Inkubation bei 37°C wurden die Proben zu
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Partikelkonzentrationen von 10°-10° NP/ml verdiinnt und anschlieRend mit
NanoSight® LM10 (N=10) analysiert.

3.2.2 Phagozytengewinnung und Inkubation

Die Blutentnahmen, Aufarbeitungen und Versuche wurden von der Ethikkom-

mission der Universitatsmedizin Rostock genehmigt.

Die Gewinnung humaner Phagozyten (PMN) erfolgte aus heparinisiertem Voll-
blut gesunder Spender (20-60 Jahre, Nichtraucher, keine Dauermedikation).
Der Zeitraum zwischen zwei Blutspenden betrug mindestens 4 Wochen. Die
Isolierung der Zellen erfolgte nach zwei verschiedenen Varianten. Um die Zel-
len moglichst schonend zu behandeln, wurden alle genutzten Losungen vor

Gebrauch auf Raumtemperatur erwarmt.

Variante A

Das heparinisierte Vollblut wurde 1+1 mit einer 1%igen Dextransulfat-Lésung in
PBS bei 37°C uber 50 min inkubiert. Nach der Phasentrennung wurde der
erythrozytenarme Uberstand abgenommen und zu gleichen Teilen mit
Histopaque® 1077 versetzt. Nach 30miniitiger Zentrifugation bei 9800x g bei
20°C waren die Blutbestandteile nach ihrer Dichte aufgetrennt. Die restlichen
Erythrozyten wurden durch eine hypotone Lyse mit 0,98% NH4Cl (10 min bei
37°C) abgetrennt. Die PMN wurden zweimal mit PBS gewaschen (5 min, 3800x
g, RT) und in Medium (10% Biseko® in PBS) resuspendiert.

Variante B

FUr die Bestimmung der Chemotaxis, Phagozytose und des ,oxidative burst’
wurde eine abweichende Zellisolierungsmethode verwendet. Hierzu wurde das
heparinisierte Vollblut 1+1 mit Histopaque® 1077 unterschichtet und fir 1 h bei
37°C inkubiert. Die PMN-reiche Schicht wurde abgetrennt und nochmals 1+1
mit Histopaque® 1077 unterschichtet. Nach anschlieRender Zentrifugation (30
min, 9800x g, RT) wurden die Zellpellets zweimal mit PBS gewaschen und die

PMN in autologem Plasma resuspendiert.
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Nach Bestimmung der Zellkonzentration mittels Trypanblau-Ausschluss wurde
die Zellzahl auf 5 Mio. PMN pro ml eingestellt. Die Aufbereitung der PMN wurde
durch ein Differentialblutbild kontrolliert. Dabei wurde eine Zellreinheit von
= 95% festgestellt.

Fir die Inkubationen der PMN wurde die Massenkonzentration an cFeO-NP so
gewahlt, dass die finale Eisenkonzentration der laut Packungsbeilage angege-
benen maximalen (Cmax), €in Zehntel der maximalen (0,1Xx Cmax) sowie dem
Zehnfachen der Plasmakonzentration (10x cmax) entspricht. Ein Milliliter Reso-
vist® enthalt 28 mg Eisen. Die maximale Plasmakonzentration betragt
5-40 pymol Fe/kg Korpergewicht. Bei einem Korpergewicht von >60 kg betragt
die Dosierung 1,4 ml Resovist®; dies entsprechen 0,7 mmol bzw. 39,2 mg Ei-
sen. Unter der Annahme, dass der menschliche Korper ca. 5,5 | Blut mit einem
Plasmaanteil von 55% enthalt, ergibt sich eine Eisenkonzentration von
5,5-44,3 pg/ml Plasma. Fiir die Inkubationen wurden cFeO-NP (Resovist®) mit
Medium (10% Biseko® in PBS) verdiinnt, so dass die Inkubationsldsungen
22, 220 sowie 2200 pug Fe/ml enthielten. Fir die Inkubationen mit uFeO-NP und
uZnO-NP wurden die NP-Suspensionen auf den gleichen Metallgehalt einge-
stellt (22, 220 und 2200 pg Fe bzw. Zn/ml). Bezugnehmend auf die maximale
Blutkonzentration im therapeutischen Bereich von Rapamune® (ein in Deutsch-
land zugelassenes Immunsuppressivum mit dem Arzneistoff Sirolimus) wurden
die Inkubationsldésungen fir SRL-PLA-NP, PLA-NP und léslichem SRL auf
22 ug SRL/I eingestellt [86].

Die Zellsuspensionen wurden mit Medium (Kontrolle) oder NP-Suspension bei
Standardbedingungen (37°C, feuchte Atmosphare) inkubiert, wobei die End-
konzentration so gewahlt wurde, dass die Fe-Konzentration annahernd der 0,1x
Crmaxs Cmax SOWie 10X Cmax VOn Resovist® bzw. die SRL-Konzentration der Cmax
von Rapamune® entspricht. Demzufolge beinhalteten die Ansatze 2, 20 oder
200 mg Metall/l bzw. 20 ug SRLI/I.

3.2.3 Bestimmung der Partikelanreicherung in PMN

PE-markierte NP
Nach einstindiger Inkubation der PMN unter Standardbedingungen mit den PE-
markierten SRL-PLA-NP bzw. PLA-NP wurden die Proben fir 10 min auf Eis
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gelagert und nach Zugabe von PBS flur weitere 10 min bei 37°C inkubiert. An-
schlieBend wurden die Proben zweimal mit eiskalter PBS gewaschen (5 min,
250x g, 4°C) und nach Zusatz von 1 ml FACS®-Lyselésung fiir 20 min unter
Lichtschutz bei RT gelagert. Nach einem weiteren Waschschritt mit eiskalter
PBS wurden die Proben mit Hilfe der Durchflusszytometrie vermessen. Die

verwendeten Detektoreinstellungen konnen der Tab. 3.1 enthommen werden.

Tab. 3.1: Detektoreinstellungen am Durchflusszytometer fur die Messung der PE-Markierung

Detektor Spannung [V] Signalverstarkung
FSC EOO 1,0 lin
SSC 350 1,0 lin
FL1 450 log
FL2 500 log

Intrazelluldre SRL-Konzentration

Nach Inkubation (5, 15, 30, 90 und 180 min) der PMN mit den SRL-haltigen
Suspensionen SRL-PLA-NP bzw. dem freien Arzneistoff SRL wurden die Zell-
pellets in 50 pl Wasser resuspendiert, 1+1 mit 50,0 mg/l DMR als internen

Standard und 100 ul Acetonitril zur Lyse der PMN versetzt und anschliel3end fir
5 min bei 6000x g zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden abgetrennt und unter
Stickstoff bei RT eingeengt. Die Ruckstande wurden mit 50 pyl mobiler Phase
(MeOH / 5 mM NH4,CH3;COO / HCOOH = 80:20:0,02 (V/V/V)) versetzt, wovon
10 pl fur die LC-MS-MS-Analyse genutzt wurden. Die Inkubationsmedia wurden
der gleichen Prozedur ohne Zugabe von Wasser unterzogen. Die Waschlosun-
gen wurden lediglich mit internem Standard versetzt und anschlie3end injiziert.
Die Kontrollen und Kalibratoren wurden auf die gleiche Weise hergestellt. Die
Kalibrationsbereiche flr die Zellpellets betrugen 20-500 ug/l, fir die Inkubati-
onsmedia 10-400 ug/l und fur die Waschlésungen 5-35 ug/l. Fur die LC-MS-MS
wurden die in Tab. 3.2 gelisteten Gerate genutzt und die in Tab. 3.3 aufgefuhr-
ten Parameter eingestellt. Fur die Quantifizierung wurde das Verhaltnis der
Peakflachen von SRL und DMR genutzt. Bei dieser Messmethode kann eine
exakte Unterscheidung zwischen intrazellular vorliegendem und an Zellen as-
soziiertem SRL nicht vorgenommen werden. Im Folgenden werden beide als

Intrazellularkonzentration (cintra) bezeichnet.
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Tab. 3.2: Gerate der LC-MS-MS-Messung

RP-HPLC
(Shimadzu, Kyoto, Japan)

CBM-20A Systemkontrolleinheit

GT-104 Entgaser

LC-10AT Pumpen

SIL-10A Autoinjektor mit Probenkuhler

CTO-10AC Saulenofen

SPD-10A UV-VIS-Detektor

Tandem-MS (TSQ 7000, Thermo
Scientific, Waltham, USA)

Tab. 3.3: Parameter der LC-MS-MS-Messung

MeOH/5mM NH4CH3;COO/HCOOH
80:20:0,02 (VIVIV)
Sédulentemperatur: 35°C
FlieBgeschwindigkeit: 250 pl/min
Wellenldnge: 278 nm

LC MS-MS
Saule: lonisation:
125/2  Nucleosil® 120-3 C-18 | Elektrospray (,positive ion mode®)
(Macherey-Nagel, Duren, Deutsch- | Kapillare:
land) Spannung 4,8 kV, Temperatur 220°C
Mobile Phase: “Sheath gas” 96 psi

“Auxillary gas” 5 a.u.
Multiplier-Spannung: 1600 V
Kollisionszelle:

Argon, Druck 3,2 mT, Energie-22 eV
m/z:

,parent: 931,3 (SRL), 901,7 (DMR)
,daughter®: 864,4 (SRL), 834,4 (DMR)

3.2.4 Bestimmung der physiologische Funktionen der PMN

Viabilitat

Zur Bestimmung der Viabilitat wurde die Trypanblau-Ausschluss-Methode ge-

nutzt. Dazu wurden nach 7 Stunden Inkubation im 2stlindigen Abstand je 50 ul

Zellsuspension enthommen. Die Proben wurden mit PBS und 0,4%iger Trypan-

blau-Lésung im Verhaltnis 1+1+2 gemischt. Anschlie3end wurde die Anzahl le-

bender und toter Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer unterm Lichtmik-

roskop (Bresser® Bino Researcher, Meade Instruments Europe GmbH & Co.

KG, Rhede, Deutschland) bestimmt.
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Zytokinfreisetzung
Die Sekretion der Interleukine TNF-a, IL-18, -2, -6, -8, -10 und -12 wurde mit
Hilfe von ELISA-DuoKits der Firma R&D Systems GmbH (Wiesbaden-Norden-

stadt, Deutschland) gemessen. Hierzu wurde eine 96-Well-Platte mit je 100 pl

des jeweiligen ,capture“-Antikorpers beschichtet und tUber Nacht bei RT gela-
gert. Am folgenden Tag wurden die Wells geleert und trockengesaugt. An-
schlieBend wurde die Mikrotiterplatte mit je 340 pl/Well 10 mg/ml BSA in PBS
30 min bei RT inkubiert. Nach dem Ausschutten der Platte wurden die Wells
dreimal mit je 300 pl/Well 1 pl/ml Tween® 20 in 0,9%iger NaCl-Lésung gewa-
schen. Nachfolgend wurden die Wells erneut trockengesaugt und mit jeweils
100 pl/Well Standard- bzw. Probelésung 1,5 h bei RT inkubiert. Anschliel3end
wurden die Wells erneut dreimal mit je 300 pl/Well 1 pl/ml Tween® 20 in
0,9%iger NaCl-Lésung gewaschen und trockengesaugt. Nachfolgend wurden
die Wells 1,5 h mit je 100 ul des entsprechenden Detektionsantikorpers bei RT
inkubiert und wiederum dreimal gewaschen und trockengesaugt. Nach
30mindtiger Inkubation mit je 100 pl/Well Streptavidin-HRP und anschlieen-
dem Waschen und Trockensaugen wurden die Wells 15 min mit je 100 pl/Well
Substrat-TMB-Reagenz inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von je
50 pl/Well 1M H,SO4 gestoppt und die Farbintensitat wurde bei 450 nm (Refe-
renz: 595 nm) mit Hilfe eines Anthos HTIIIl ,plate reader® mit Anthos Winread
2.3 Software (Anthos Labtec, Salzburg, Osterreich) vermessen. Die Zytokinkon-
zentrationen wurden mittels einer Standardkalibrierkurve berechnet. Verande-
rungen in der Zytokinfreisetzung in Gegenwart von Nanopartikeln wurden aus
dem Verhaltnis zur identischen, aber nanopartikelfreien Probe (Kontrolle) kalku-
liert.

Phaqgozytose und ,oxidative burst”

Nach den Inkubationsperioden 1, 2, 3 und 4 h wurden jeweils 100 pl der Zell-
suspensionen fir 10 min auf Eis gelagert. Fir die Stimulation der Phagozytose
wurden 20 pl eiskalte opsonisierte Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-konjugierte
E. coli (10%ml PBS) zugegeben und fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Zellen zweimal mit eiskalter PBS gewaschen (5 min, 250x g,
4°C). Fur die Stimulation des ,oxidative burst* wurden 20 uyl 5 uM fMLP (leichtes
Stimulans), eiskalte E.coli (2*10%ml) (mittelstarkes Stimulans) oder 8,1 uM PMA
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(starkes Stimulans) zugesetzt und fir 10 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe
von 20 ul 35 yM DHR wurden die Proben wiederum 10 min bei 37°C inkubiert.
Fur die Bestimmung der Phagozytose und des ,oxidative burst® wurden die
Zellpellets anschlieRend mit je 1 ml FACS®-Lyseldsung versetzt und 20 min bei
RT unter Lichtschutz gelagert. Nach anschlielRender Zentrifugation (5 min,
250x g, 4°C) und Waschen mit jeweils 2 ml PBS wurden je 200 pl 5 mg/I
Propidiumiodid zugefugt. Die Proben wurden bis zur Messung innerhalb 1 h
(Phagozytose) bzw. 30 min (,oxidative burst) auf Eis und unter Lichtschutz ge-
lagert. Inkorporierte FITC-E.coli und oxidiertes DHR wurden mittels des
Durchflusszyto-meters FACSCalibur™ (Software CellQuest Pro™ 4.0.1, BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland) bestimmt. Die Messungen wurden auf
Kontrollen, die auf Eis gelagert wurden, bzw. auf Proben ohne Zusatz von
fMLP, E.coli oder PMA evaluiert. Die verwendeten Detektoreinstellungen kon-

nen der Tab. 3.4 enthommen werden.

Tab. 3.4: Detektoreinstellungen am Durchflusszytometer fir die Messung der Phagozytose- und

,oxidative burst“-Aktivitat

Detektor Spannung [V] Signalverstarkung
FSC EOO 2,0 lin

SSC 350 1,0 lin

FL1 450 bzw. 500 log

FL2 600 log

Bei der Bestimmung des ,oxidative burst® wurde die intrazellulare Oxidation des
Dihydrorhodamin (DHR) 123 zum grun fluoreszierenden Rhodamin 123 genutzt
(Abb. 3.1). Nach Aktivierung der Zellen katalysiert die NADPH-Oxidase die Re-
duktion von Sauerstoff zu Superoxidanionen, die sich mittels Disproportionie-
rung zu Wasserstoffperoxid umwandeln. Das nicht fluoreszierende DHR 123
wird intrazellular zum Rhodamin 123 oxidiert. Die Menge des gebildeten Rho-

damins 123 ist proportional zur produzierten Wasserstoffperoxidmenge [87].
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+2 H:0

Abb. 3.1: Oxidation des nicht fluoreszierenden Dihydrorhodamin zum grin fluoreszierenden
Rhodamin 123

Chemotaxis

Zur Bestimmung des Migrationsverhaltens der PMN wurde eine modifizierte
Methode nach BOYDEN genutzt [88, 89]. Die Chemotaxiskammern aus Piacryl
bestehen aus zwei Kompartimenten, einem Membranfilter aus Cellulosenitrat

(Porenweite 3 um) sowie einem Ring zum Fixieren des Filters (Abb. 3.2).

oberes Kompartiment

Ring

Membranfilter

unteres Kompartiment

qood

Abb. 3.2: Aufbau einer Chemotaxiskammer

Pro untersuchte Substanz wurden drei Kammern prapariert. Die unteren Kam-
merkompartimente wurden mit je 450 pl Kontrollmedium bzw. Chemoattraktans
(1 pg/l fTMLP in Medium oder Zymosan-aktiviertes Meerschweinchenserum
(ZymA)) gefullt. Nachdem die unteren Kammern mit Hilfe der Filter luftblasenfrei
verschlossen worden sind, wurden die Filter durch Auflegen des Ringes und
Verschrauben mit dem oberen Kompartiment fixiert. Nach den Inkubationsperi-
oden von 1, 3 und 5 h wurden jeweils 400 pl Zellsuspension enthommen und
mit Medium 1+4 verdlinnt, so dass die Zellzahl 1 Mio./ml betrug. Anschliel3end
wurden jeweils 500 pl dieser Zellsuspension in den oberen Teil der Chemotaxis-
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kammer gegeben. Die Kammern wurden 3 h bei 37°C in einem wasserdampf-
gesattigten Behalter inkubiert. AnschlieRend wurden die oberen Kompartimente
mit einem scharfen Wasserstrahl abgespult und die Kammern auseinanderge-
schraubt. Die Filter wurden 3 min in 50%igem Ethanol fixiert, in bidestilliertem
Wasser gespult und 8 min in 1%iger Methylenblauldésung gefarbt. Im Folgenden
wurde der uberschussige Farbstoff in Wasser abgespult und die Filter mit der
Oberseite (Zellseite) auf einen Objekttrager gebracht und leicht angedrickt. Die
Filter wurden bis zum folgenden Tag getrocknet und anschlielend mit dem
Chemotaxisanalysator HCA-100 (HaSoTec, Rostock, Deutschland) vermessen.
Die Zellen wurden jeweils im Abstand von 10 ym-Intervallen von der Zellfront an
der Filteroberflache bis zur distalen Seite pro Gesichtsfeld gezahlt. Es wurden
mindestens funf Gesichtsfelder vermessen. Die Software errechnet die Loko-

motionsindizes (LI) nach folgender Gleichung 3.2:

Y.[Zellen pro Schichttiefe x Distanz vom Start der Zellen]

LI =
Zahl aller Zellen pro Gesichtsfeld

Gleichung 3.2: Berechnung des Lokomotionsindex

Der LI gibt Auskunft Uber die durchschnittliche Distanz, die von den Zellen im
Verlauf der Inkubationszeit zurlickgelegt wurde. Mit Hilfe der LI wurden der
chemotaktische Index (Cl) (Gleichung 3.3) und der Migrationsindex (MI) (Glei-
chung 3.4) berechnet, wobei LI+/- den LI mit bzw. ohne Chemoattraktantien-

Zusatz und Clygo den Cl mit bzw. ohne Testsubstanz darstellt.

LI+

Cl = —
LI —

Gleichung 3.3: Berechnung des chemotaktischen Index

CI
MI [%] = CITS 100
0

Gleichung 3.4: Berechnung des Migrationsindex
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3.3 Statistische Analyse

Veranderungen in der Viabilitat, der Phagozytose- und ,oxidative burst“-Aktivitat
sowie der Freisetzung von Zytokinen wurden aus dem Verhaltnis der mit NP
inkubierten PMN und identischen, aber NP-freien Proben (Kontrolle) kalkuliert.
Die Daten werden als Mittelwerte (MW) + Standardabweichung (SD) dargestellt.
Statistische Berechnungen wurden mittels gepaarten T-Tests durchgefuhrt. Ein
statistisch (hoch) signifikanter Unterschied wurde bei *p<0,05 (**p<0,01) ange-

nommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodenentwicklung

Um die Versuche durchfihren zu kdnnen, war es erforderlich, bekannte Expe-
rimentalanordnungen des fur die Untersuchungen von Chemotherapeutika
etablierten Phagozyten-Modellsystems [76-78] fur nanopartikulare Xenobiotika
zu adaptieren. Im Einzelnen wurden die Messung der Phagozytose, des ,oxida-
tive burst” und der Chemotaxis optimiert. Des Weiteren wurde die experimentel-
le Handhabung, z.B. im Hinblick auf erforderliche Arbeitsschutzmal3nahmen er-

arbeitet.

Nach entsprechender Justierung des NanoSight LM 10-Instrumentes wurden
die Durchmesser der NP und deren Anzahl in flussigen und biologischen Medi-
en bestimmt (siehe Kapitel 4.2). Dies war Voraussetzung fur die schnelle und
direkte Charakterisierung der NP im Inkubationsmedium. Des Weiteren wurde
erstmals mit Hilfe Phycoerythrin(PE)-markierter NP die Inkorporationsrate der

NP in PMN mittels Durchflusszytometrie bestimmt (siehe Kapitel 4.3.2).

Aulierdem wurden PLA-NP mit 1,00% SRL beladen und die Freisetzung des
Arzneistoffes mittels LC-MS-MS ermittelt (siehe Kapitel 4.3.2). In Vorversuchen
wurde die Beladung der SRL-PLA-Partikel durch LC-MS-MS-Messung mit
1,04% (m/m) bestatigt. Die Methode zur Sirolimus-Messung wurde fur alle Me-
dien (Zellsuspension, Inkubationslésung und Waschlésung) entsprechend in-
ternationaler Richtlinien validiert [90, 91]. Es wurden keine Interferenzen durch
das Tragermaterial detektiert. Die Kalibrierfunktionen stellten sich mit
R? > 0,992 linear dar. Die Messung der niedrigsten Kalibrierkonzentrationen
(LLoQ) (20,0 pg/l in Zellsuspensionen und 10,0 ug/l in Inkubationsmedien)
ergaben ,interday“-Variationskoeffizienten von <14% bzw. <18% und relative
Fehler von +9,8% bzw. -10,3% (n = 10).

4.2 Charakterisierung der Nanopartikel

Zunachst wurde die PartikelgroRe von SRL-PLA-NP und PLA-NP in humaner
Albumin-Lésung zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen. Zu Beginn der Inku-

bation wiesen SRL-PLA-NP und PLA-NP einen Partikeldurchmesser von etwa
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250 nm auf, die sich nach 5 min auf ca. 150 nm reduzierte (Abb. 4.1) und in
den folgenden 60 min unverandert blieb. Deshalb wurde fur die weiteren Unter-

suchungen eine Inkubationszeit von 5 min festgelegt.

" 300
s i —#—SRL-PLA
5 250 —
? k —o—PLA
Q L
£ 200 £
S &
£ 150 - 0 i#{-?x
S |
£ 100
£
©
& 50
0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Inkubationszeit [min]

Abb. 4.1: Partikeldurchmesser von PLA-NP und SRL-PLA-NP im Verlauf einer 60 min
Inkubation in humaner Albumin-PBS-L6sung (40 g/l) bei 37°C.

Die Ergebnisse der Messung der Partikeldurchmesser von cFeO-NP, uFeO-NP
und uZnO-NP in verschiedenen Medien sind in Abb. 4.2 dargestellt. Die Modal-
und Mittelwerte der Partikeldurchmesser von cFeO-NP in PBS, Albumin- und
Fibrinogen-Losung wurden mit etwa 63 nm und 72 nm bestimmt. Nach 5 min
Inkubation in 10% Biseko®PBS und nativem Spenderplasma stieg der Modal-
wert signifikant (hier und im Weiteren: *p<0,05) auf 108 nm bzw. 142 nm und
der Mittelwert signifikant auf 89 nm bzw. 126 nm. Nach Inkubation von uFeO-
NP und uZnO-NP zeigten die Modal- und Mittelwerte in allen getesteten Medien
keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4.2). Die haufigsten Partikeldurchmes-
ser von uFeO-NP bzw. uZnO-NP lagen zwischen 141 und 202 nm bzw. zwi-
schen 165 und 225 nm. Ahnlich stellten sich die Mittelwerte dar (uFeO-NP:
167-220 nm; uZnO-NP: 177-220 nm).
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Abb. 4.2: Partikeldurchmesser von cFeO-NP, uFeO-NP und uZnO-NP nach 5 min Inkubation
in PBS, 10% Biseko®/PBS, humanem Spenderplasma sowie humaner Albumin-
(40 g/l PBS) oder Fibrinogenlésung (2,5 g/l PBS) in bei 37°C (*p<0,05).

Nach der Inkubation von SRL-PLA-NP und PLA-NP in PBS, 10% Biseko®/PBS,
humanem Spenderplasma und Fibrinogen/PBS ergaben die Modal- und Mittel-
werte ungefahr 220 nm (Abb. 4.3). Die Inkubation dieser beiden NP in Albu-
min/PBS flhrte zu signifikant niedrigeren Modal- und Mittelwerten (PLA-NP:
119 nm, 147 nm; SRL-PLA-NP: 129 nm, 154 nm).
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Abb. 4.3: Partikeldurchmesser von SRL-PLA-NP und PLA-NP nach 5 min Inkubation in PBS,
10% Biseko®/PBS, humanem Spenderplasma sowie von humaner Albumin- (40 g/l
PBS) oder Fibrinogenlésung (2,5 g/l PBS) in bei 37°C (*p<0,05).

Fur alle untersuchten NP-Arten stellte sich die Partikelanzahl pro Milliliter PBS
(im Folgenden als Partikelkonzentration bezeichnet), 10% Biseko®/PBS und
humanem Plasma unabhangig vom Dispersionsmedium dar (Abb. 4.4). Die
Massenkonzentration von 200 mg Fe oder Zn/l wiesen unterschiedliche Parti-
kelkonzentrationen auf. Die nicht-ummantelten FeO-NP und ZnO-NP beinhalte-
ten ungefahr 3*10% NP/ml, wohingegen die umhullten FeO-NP etwa 19*10® Par-
tikel pro ml enthielten. Die Partikelkonzentration von PLA-NP und SRL-PLA-NP
entsprach ca. 4*10% NP/ml.
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Abb. 4.4: Partikelkonzentration von cFeO-NP, uFeO-NP, uZnO-NP, SRL-PLA-NP und PLA-NP
in PBS, 10% Biseko®/PBS oder nativem Spenderplasma.

4.3 Pharmako-/Toxikodynamik der NP

4.3.1 Resovist® (cFeO-NP) und Referenzsubstanzen (uFeO-NP, uZnO-NP)
Viabilitét

Zu Beginn der Untersuchungen betrug die Viabilitat der PMN 94 - 97%. In den
NP-freien Kontrollen sank sie wahrend der Inkubationsperiode von bis zu 19 h
um 12 - 13% (n=17). Weder cFeO-NP noch uFeO-NP zeigten einen relevanten
Einfluss auf die Zellviabilitdt. Hingegen verursachte uZnO-NP eine signifikante
dosisabhangige Reduktion der Viabilitdt der PMN (Abb. 4.5). Bei einer Massen-
konzentration von 200 mg Zn/l sank sie von 92% nach 5 h auf 50% nach 19 h.
Nach 19 h Inkubation mit 20 mg Zn/l waren noch ca. 72% der Zellen lebensfa-
hig. Inkubationen mit 2 mg Zn/l beeinflusste die Viabilitat der PMN nur leicht
(91%).
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Abb. 4.5: Anteil lebender PMN im Vergleich zur Kontrolle (100%) im Verlauf von 19 h Inkubati
on mit uZnO-NP (*p<0,05).

Zur Untersuchung, ob die Viabilitdtsbeeintrachtigung der PMN durch Auflosung
des Zinkoxids zu Zn%**-lonen verursacht wird, wurden die Zellen mit I6slichem
Zink(Il)-sulfat gleicher Zink-Massenkonzentrationen (2, 20 und 200 mg Zn/l)
inkubiert. Zink(ll)-sulfat verursachte eine leichte konzentrationsabhangige Re-
duktion der PMN-Viabilitat (Abb. 4.6). Bei einer Konzentration von 200 mg Zn/I
fiel sie von 89% nach 7 h auf 72% nach 19 h. In Gegenwart von 20 mg Zn/l wa-
ren nach 19 h 17% der Zellen tot. Inkubationen mit 2 mg Zn/l zeigten selbst

nach 19 h keinen Einfluss auf die Zellviabilitat.
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Abb. 4.6: Anteil lebender PMN im Vergleich zur Kontrolle (100%) bis 19 h nach Inkubation mit
I6slichem ZnSO, (2, 20 und 200 mg Zn/l).

Chemotaxis

Die chemotaktische Aktivitat der PMN in NP-freien Proben blieb Gber den ge-
samten Inkubationszeitraum stabil; die Llc-Werte betrugen nach Stimulation mit
fMLP und ZymA durchschnittlich 39,5 (+ 6,8) bzw. 43,2 (+ 6,6). Das spontane
Migrationsverhalten der PMN wurde durch Inkubationen mit cFeO-NP, uFeO-
NP oder uZnO-NP nicht beeinflusst. Die Migrationsindizes nach Stimulation mit
ZymA blieben bei allen getesteten NP-Konzentrationen unverandert. Unter Sti-
mulation mit fMLP verursachten cFeO-NP nach einstiindiger Inkubation eine
signifikante Steigerung des Migrationsindex (Ml) (Abb. 4.7). In den folgenden
Inkubationsperioden glichen sich die Ml von cFeO-NP der der Kontrolle an.

uFeO-NP und uZnO-NP zeigten keinen Einfluss auf die Chemotaxis der PMN.
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Abb. 4.7: Migrationsindizes (MI) humaner PMN (5 Mio./ml) nach Inkubation mit cFeO-NP,
uFeO-NP oder uZnO-NP unter Stimulation mit fMLP (Kontrolle: 100%).

Phagozytose
Wahrend der Inkubationsperiode von bis zu 3 h waren 92,5% der PMN

phagozytotisch aktiv. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte cFeO-NP eine konzen-
trationsabhéangige Abnahme der Phagozytose (Abb. 4.8). Nach Inkubation mit
2 mg Fe/l cFeO-NP wurde die phagozytotische Aktivitat nach 1 h leicht gesenkt
(75,5 £ 20,6%); in den folgenden Inkubationsperioden glich sie sich der der
Kontrolle an (91,5% nach 2 h, 96,7% nach 3 h). In Gegenwart von 20 oder 200
mg Fe/l von cFeO-NP sank der Phagozytose-Index (Pl) nach 1 h auf 78,2%
bzw. 65,9% und nach 3 h auf 57,4% bzw. 50,8%.
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Abb. 4.8: Phagozytose-Indizes (PlI) von PMN (5 Mio./ml) nach Inkubation mit cFeO-NP
(Kontrolle: 100%) (*p=<0,05).

uFeO-NP verursachte ebenfalls eine dosisabhangige Reduktion der Pl (Abb.

4.9). In Gegenwart von 2 mg/l wurde die Phagozytose-Aktivitat der PMN ten-

denziell, jedoch nicht signifikant gesenkt. Eine Inkubation mit 20 mg/l uFeO-NP
reduzierte deren Aktivitat bereits nach 1 h auf 66,4% und nach 2 h auf 63,6%;
nach 3 h Inkubation glich sie sich der der NP-freien Kontrolle an. Zweihundert

mg/l uFeO-NP verursachten nach allen drei Inkubationszeitpunkten eine signifi-
kante Reduktion der PI1 (70,5% nach 1 h; 69,7% nach 2 h; 55,7% nach 3 h).
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Abb. 4.9: Phagozytose-Indizes (Pl) von PMN (5 Mio./ml) nach Inkubation mit uFeO-NP
(Kontrolle: 100%) (*p<0,05).
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Die Phagozytose-Aktivitat wurde nach Inkubation mit uZnO-NP ebenfalls redu-
ziert (Abb. 4.10). Nach 1 h verursachten 2 mg Zn/l zunachst eine leichte Re-
duktion (76,4 + 21,8%), welche nach 3 h deutlich ausgepragt war
(50,4 = 22,8%). In Gegenwart von 20 mg Zn/l betrug der Pl nach 3 h
54,1 + 22,5% und nach Inkubation mit 200 mg Zn/I sank sie von 68,8% nach 1 h
auf 64,0% nach 3 h.
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Abb. 4.10: Phagozytose-Indizes (Pl) von PMN (5 Mio./ml) nach Inkubation mit uZnO-NP
(Kontrolle: 100%) (*p<0,05).

,Oxidative burst”

Ohne Einwirkung eines Stimulans verursachten keine der untersuchten Metall-
oxid-NP eine messbare intrazellulare Produktion reaktiver Sauerstoffspezies.
Nach Stimulation mit fMLP, E. coli oder PMA beinhalteten die Inkubationsan-
satze durchschnittlich 13%, 84% bzw. 94% PMN, die Uber den Inkubationszeit-
raum von 3 h einen ,oxidative burst“ zeigten. Die Gegenwart der Metalloxid-NP
verursachte nach leichter Stimulation mittels fMLP keine Abschwachung des
,oxidative burst‘. Nach mittelstarker Stimulation mit E.coli konnte in den Kon-
zentrationen 2 und 20 mg/l ebenfalls keine Beeintrachtigung der ,burst‘-Aktivitat
durch die Metalloxid-NP verzeichnet werden. Die Dosis von 200 mg Metall/l
zeigte jedoch deutliche (p<0,05) Suppressionen des ,oxidative burst“ (Abb.
4.11). Inkubationen mit cFeO-NP verursachten eine Abnahme von 91,3% nach
1 h Uber 85,2% nach 2 h auf 75,1% nach 3 h. uFeO-NP induzierten eine signifi-
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kante Reduktion der ,oxidative burst’-Aktivitat nach 2 und 3 h. Zu Beginn der
Inkubation mit uZnO-NP konnte eine maflige Suppression des ,oxidative burst”
beobachtet werden, die sich in den folgenden Inkubationsperioden den Werten

der Kontrolle anglich.
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Abb. 4.11: ,Oxidative burst’-Aktivitat (BI) von PMN nach Inkubation mit 200 mg Metall/l unter
Stimulation mit E.coli (Kontrolle: 100%).

Nach starker Stimulation mit PMA zeigten alle drei getesteten Metalloxid-NP

keine signifikanten Beeintrachtigungen der ,oxidative burst’-Aktivitat.

Sekretion von Interleukinen
Die Freisetzung von TNF-qa, IL-2, -10 und 12 aus PMN wurde von den unter-

suchten Metalloxid-NP nicht beeinflusst. Es zeigte sich jedoch eine Beeintrach-
tigung der IL-1B3-, IL-6- und IL-8-Sekretion.

IL-18

Zwar zeigten die Eisenoxid-NP keinen Einfluss auf die Freisetzung von IL-1f3
aus PMN. Hingegen verursachten uZnO-NP konzentrationsabhangige Modifi-
zierungen der IL-1B-Freisetzung aus PMN (Abb. 4.12): In Gegenwart von 2 mg
Zn/l wurde die Freisetzung von IL-1R stimuliert (145,5 + 40,6%); bei Inkubation
mit 20 mg Zn/l blieb die IL-1B-Konzentration unbeeinflusst (101,7 £ 23%) und

200 mg Zn/l verursachten eine signifikante Suppression der IL-1R-Sekretion
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(44,6 + 21,4%).

Die konzentrationsabhangige Suppression der

IL-16-

Freisetzung durch uZnO-NP konnte auch nach Inkubationszeiten von 4 h und

6 h gezeigt werden (Abb. 4.12).
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Abb. 4.12: Freisetzung von IL-13 aus PMN nach 4 h, 6 h und 20 h Inkubation mit uZnO-NP

(Kontrolle:

IL-6

100%).

Die Inkubation der PMN mit 200 mg Fe/l von cFeO-NP verursachte eine signifi-

kante Suppression der IL-6-Freisetzung; uFeO-NP fuhrten tendenziell ebenfalls
zu einer Abschwéachung (Abb. 4.13). Die Inkubation mit uZnO-NP bewirkte trotz
hoher Variabilitat eine insgesamt signifikante Stimulation der IL-6-Sekretion bis

zu einer Konzentration von 20 mg/l; bei 200 mg Zn/l wurde eine hoch signifikan-

te (p<0,01) Suppression festgestellt.
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Abb. 4.13: Freisetzung von IL-6 aus PMN nach 20 h Inkubation mit cFeO-NP, uFeO-NP oder
uZnO-NP (Kontrolle: 100%).

Die Beobachtung, dass 20 mg/l von uZnO-NP eine hdhere IL-6-Freisetzung
verursachten als 200 mg/l wurde weiter verfolgt. Die zeit- und konzentrations-
abhangigen Untersuchungen zeigten, dass humane Granulozyten nach 8 h In-
kubation mit 25 mg Zn/I die gréldten Mengen an IL-6 sezernierten (Abb. 4.14).
Fur alle untersuchten Konzentrationen spiegelten sich vergleichbare Konzentra-

tions-Zeit-Profile wider.
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Abb. 4.14: Zeit- und konzentrationsabhangige Freisetzung von IL-6 aus PMN im Vergleich zur
Kontrolle (100%) nach Inkubation mit uZnO-NP.
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IL-8

Die Inkubation der PMN mit cFeO-NP bewirkte mit sinkender Konzentration ei-
ne markante Suppression der IL-8-Freisetzung (Abb. 4.15). In Gegenwart von
uFeO-NP wurde die Sekretion von IL-8 moderat gedampft (~20%). Nach Inku-

bation mit uZnO-NP wurde die IL-8-Sekretion tendenziell leicht geandert.
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Abb. 4.15: Sekretion von IL-8 aus PMN nach 20 h Inkubation mit cFeO-NP, uFeO-NP oder
uZnO-NP (Kontrolle: 100%).

4.3.2 Sirolimus-PLA-NP und Referenzsubstanzen (SRL, PLA-NP)

Inkorporation von SRL-PLA-NP bzw. SRL in humane PMN

Wie in Abb. 4.16 dargestellt, wurden freies SRL und SRL-PLA-NP aus einer
20 ug/l-Plasma-Lésung in den PMN akkumuliert, wobei bereits nach 5 min In-
trazellular-Konzentrationen von 50,1 ug/l fir SRL und 37,1 ug/l fir SRL-PLA-NP

erreicht werden. Die hochste intrazellulare SRL-Konzentration von 83,7 ug/l

wurde in dem Inkubationsansatz mit dem freien Arzneistoff nach 15 min erzielt;
nach 30 min wurde ein ,steady state“ von ca. 60 ug/l erreicht. Die Intrazellular-
Konzentrationen nach Inkubation mit SRL-PLA-NP blieben Uber den gesamten
Inkubationszeitraum von 3 h relativ stabil bei durchschnittlich 42 g/l
(37,1 - 47,7 yg/l). Am Ende der Inkubationszeit fanden sich in den Inkubations-
medien 2 - 6 ug/l SRL wieder. Alle Kontrollen von Waschlésungen ergaben

SRL-Konzentrationen unterhalb der unteren Quantifizierungsgrenze (< 2 ug/l).
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Abb. 4.16: Intrazellulare Sirolimus-Konzentrationen nach Inkubation mit dem freien Arzneistoff
SRL bzw. SRL-PLA-NP (1.04% w/w SRL).

Inkorporation von SRL-PLA-NP bzw. PLA-NP in humane PMN

Unabhangig von Konzentration und Partikelart wurden nach einstindiger Inku-
bation mit PE-markierten SRL-PLA-NP bzw. PLA-NP durchschnittlich 29%
(24,3 - 33,2%) der NP in die PMN inkorporiert (Abb. 4.17). Unter Berucksichti-
gung eigener Messung und Herstellerangaben, denen zufolge eine eingesetzte
SRL-Menge von 1000 ng SRL/mI 100 pg/ml SRL-PLA-NP entsprechen sowie
1,00 mg NP etwa 1,2*10"" NP enthalten, entspricht diese Dosis einer Anzahl
von etwa 2,4*1010 NP in 1,00 ml Zellsuspension. Da 29% der NP in die PMN in-

korporiert wurden und die Zellsuspension 5*10° PMN/ml enthielten, ergibt sich,

dass innerhalb der Inkubationszeit von 1 h bei 2,00 mg/l ca. 1440, bei 4,00 mg/I
2880 und bei 6,00 mg/l 4320 NP pro Zelle aufgenommen wurden. In diesem
Konzentrationsbereich lasst sich ein linearer Zusammenhang zwischen der

SRL-Konzentration und der Anzahl an intrazellularen NP erkennen (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Prozentanteil in PMN inkorporierter PE-markierter PLA-NP und SRL-PLA-NP nach

einstlndiger Inkubation.

Viabilitat

Zu Beginn der Untersuchungen betrug die Viabilitat der PMN 96 - 99%. In den
NP-freien Kontrollen blieb sie wahrend der Inkubationsperiode von bis zu 19 h
unverandert. Weder die SRL-Proben (freier Arzneistoff und SRL-PLA-NP) noch

die PLA-NP zeigten einen relevanten Einfluss auf die Zellviabilitat (n=5).

Chemotaxis

Die chemotaktische Aktivitat der PMN in NP-freien Proben blieb Gber den ge-
samten Inkubationszeitraum stabil; die LIc-Werte betrugen nach Stimulation mit
fMLP und ZymA durchschnittlich 39,5 (x 6,8) bzw. 43,2 (+ 6,6). Das spontane
Migrationsverhalten der PMN wurde durch Inkubationen mit SRL-PLA-NP, SRL
oder PLA-NP nicht beeinflusst. Auch nach Stimulation mit fMLP oder ZymA
zeigten sich im Vergleich zur Kontrolle keine Veranderungen in der chemotakti-
schen Aktivitat.

Phagozytose

Wahrend der gesamten Inkubationsperiode von bis zu 3 h waren ~99%
(97 - 100%) der PMN phagozytotisch aktiv. Innerhalb der ersten 2 h induzierten
SRL-PLA-NP, SRL und PLA-NP im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Ab-
nahme der phagozytotischen Aktivitat (Abb. 4.18).
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Ergebnisse

Die Phagozytose-Indizes (Pl) reduzierten sich um 27,2% (17 - 37%) nach 1 h
und 15,6% (6 - 26%) nach 2 h fiir SRL-PLA-NP, um 28,1% (19 - 37%) nach 1 h
und um 31,5% (14 - 50%) nach 2 h fur PLA-NP sowie um 20,0% (7 - 33%) nach
1 und 2 h fir SRL. In Gegenwart von SRL-PLA-NP oder SRL stieg die Phago-
zytose-Aktivitdt nach 3 h um ca. 20% (5,9 - 33,4%) bzw. um etwa 40%
(11,4 - 66,3%). PLA-NP bewirkten ebenfalls einen Zunahme des PI, allerdings
ohne Unterschied zur Kontrolle (104,6%). In den folgenden Inkubationszeitrau-

men glich sich die Phagozytose-Aktivitat aller Proben der der Kontrolle an.
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Abb. 4.18: Phagozytose-Indizes (Pl) humaner PMN nach Inkubation mit SRL, PLA-NP oder
SRL-PLA-NP (ber 1-4 h (Kontrolle: 100%).

Loxidative burst*”
Ohne Stimulation induzierten weder SRL-PLA-NP, PLA-NP noch SRL eine Pro-

duktion detektierbarer Mengen reaktiver Sauerstoffspezies. Nach Stimulation

mit fMLP, E. coli oder PMA zeigten Uber den gesamten Inkubationszeitraum
durchschnittlich 17%, 87% bzw. 89% der PMN eine ,oxidative burst*-Aktivitat.
Die Gegenwart von SRL-PLA-NP, PLA-NP oder SRL verursachte keine signifi-
kante Veranderung der ,oxidative burst‘-Aktivitdt nach Stimulation mit fMLP
(99,3 -107,9%), E. coli (96,4 - 101,8%) oder PMA (95,7 - 104,9%).

Freisetzung von Interleukinen
Die Freisetzung von IL-1B3, -6 und -8 aus PMN blieb nach 20 h-Inkubation mit
SRL-PLA-NP, SRL und PLA-NP unbeeinflusst.
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5 Diskussion

Der Einsatz von NP in der Medizin kdnnte einen vielversprechenden Fortschritt
bedeuten, beispielsweise hinsichtlich dem Arzneistoff-Transport direkt zum
Wirkort, der Verbesserung der Loslichkeit schlecht wasserloslicher Wirkstoffe
oder der retardierten Arzneistofffreisetzung verbunden mit einer verringerten
Applikationshaufigkeit [18]. Dabei sind NP in der Lage, Uber verschiedene We-
ge in lebende Zellen zu gelangen, wobei der genaue Mechanismus noch weit-
gehend unbekannt ist. Neben der unspezifischen und Rezeptor-vermittelten
Endozytose wird auch die Phagozytose als moglicher Inkorporationspfad disku-
tiert [50, 92-101]. Anscheinend besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auf-
nahmemechanismus und der NP-Art bzw. dem Zelltyp [93, 100, 102]. In PMN
werden NP vermutlich mittels Phagozytose inkorporiert [94]. Obwohl PMN als
robuste Zellen bekannt sind [103-106], ist es unerlasslich, die Effekte von NP
auf PMN zu kennen, da sie eine entscheidende Rolle im Entzindungsgesche-
hen spielen und mit partikularen Fremdstoffen einschliel3lich NP frih in Kontakt
treten. Sie nehmen NP auf und sind in die Elimination partikularer Xenobiotika
involviert [8, 57-59, 71].

5.1 Messungen mit NanoSight LM10

NTA ist eine direkte, schnelle und robuste Messmethode, mit der NP in ver-
schiedenen flussigen Dispersionsmitteln visualisiert, groienvermessen und ge-
zahlt werden kénnen. Sie zeichnet sich durch kurze Probenvorbereitungszeiten
und kleine Probenmengen (250 ul) sowie niedrige Kosten und eine einfache
Handhabung aus. AuRRerdem ist keine Geratekalibrierung notwendig. NTA er-
maoglicht die simultane Messung der PartikelgroRe und der relativen Lichtinten-
sitat, welche jedes einzelne Partikel streut, so dass ahnlich grof’e NP mit ver-
schiedenen Refraktionsindizes voneinander unterscheidbar sind. Bislang wur-
den zur Interpretation nur die eingesetzten NP-Charakteristika herangezogen.
Mittels NTA ist die Messung der NP direkt im flussigen Inkubationsmedium
madglich. NTA fuhrt zu analogen Messergebnissen wie die Photonenkorrelati-
onsspektroskopie (PCS) und Elektronenmikroskopie (EM); die EM bendtigt je-
doch ein Hochvakuum und ist mit einer komplexeren Probenaufarbeitung und

héheren Kosten verbunden. Im Vergleich zur PCS bietet NTA eine hdhere Auf-
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I6sung multimodaler Proben. Die PCS misst lediglich die durchschnittliche
PartikelgroRenverteilung, weshalb sie fur die Betrachtung monodisperser Pro-
ben geeignet ist, jedoch Schwierigkeiten bei der Messung polydisperser Proben
aufweist, die mit NTA problemlos messbar sind. Allerdings bietet die PCS die
Madglichkeit, kleinere PartikelgrolRen zu bestimmen als die NTA. Daneben ge-
staltete sich die Messung von Losungen mit zu vielen bzw. zu grof3en Proteinen
mittels NTA als sehr schwierig. Des Weiteren konnte bei der NTA-Messung die
Probenaufbereitung die PartikelgroRenverteilung beeinflussen. Zudem ist NTA
eine relativ neue Methode, mit der bisher nur begrenzte Erfahrungen vorliegen
[5, 79, 81-85, 107].

Da alle getesteten NP einen Durchmesser >50 nm aufwiesen und die Proben in
biologischen Matrizes haufig polydispers sind, stellte die NTA fur die Charakte-
risierung der Grolde, Grélenverteilung und Anzahl der NP in biologischen Mat-
rizes eine geeignete Messtechnik dar.

Die Grof3e und GroRenverteilung der NP spielt eine entscheidende Rolle bei de-
ren Interaktionen mit lebenden Systemen. Sie nehmen Einfluss auf deren Zirku-
lation, Halbwertszeit im Blut und das Aufnahmeverhalten von Zellen. NP mit ei-
nem Durchmesser <100 nm passieren Zellen durch Rezeptor-vermittelte
Endozytose; NP <40 nm koénnen in Zellkerne eindringen und NP <35 nm die
Blut-Hirn-Schranke Uberwinden [8, 83]. In einem biologischen Medium, wie bei-
spielsweise Plasma, lagern sich Proteine an die NP-Oberflache an und bilden
eine sogenannte Proteinkorona, die die weitere Verteilung der Partikel im Orga-
nismus beeinflusst. Das gebildete Proteinmuster ist abhangig von der Protein-
art, der Konzentration der Plasmaproteine, der NP-Art, deren Grole,
Hydrophobizitat und funktionellen Gruppen an der NP-Oberflache, wobei Albu-
min und Fibrinogen vermutlich an alle NP adsorbieren [108-115]. Obwohl die
Adsorption der Plasmaproteine an NP ein sehr schneller Prozess ist, findet of-
fenbar ein permanenter Wechsel des Proteinmusters statt. Zu Beginn adsorbie-
ren an die NP-Oberflache Proteine mit hoher Konzentration, die jedoch schnell
durch Proteine mit geringer Konzentration, aber héherer Affinitat ausgetauscht
werden [108, 109, 114, 116, 117]. Deshalb sind Aussagen Uber die zeitlichen
Anderungen der tatséchlichen GroRenverhéltnisse fir Zytotoxizitatsuntersu-
chungen von entscheidender Bedeutung. Mittels NTA wurden die Kinetiken der
Aggregation und Koronabildung erstmals direkt im Inkubat verfolgt. Das Adsorp-

46



Diskussion

tionsgleichgewicht der Plasmaproteine auf SRL-PLA-NP und PLA-NP wurde in-
nerhalb weniger Minuten erreicht (siehe Abb. 4.1 S. 28). Dies korreliert mit den
Beobachtungen von VITTAZ et al. und DENG et al., welche die Opsonisierung
von PLA-NP und verschiedenen Metalloxid-NP innerhalb von 5 min beobachte-
ten [116, 118]. Des Weiteren ermoglichte die NTA die Bestimmung des Parti-
keldurchmessers in flissigen Medien, wobei in dieser Arbeit neben wassrigen
Dispersionsmitteln wie PBS auch Matrizes mit Proteinzusatz (z.B. Biseko®, Al-
bumin, Fibrinogen) sowie biologische Medien wie Plasma eingesetzt wurden
und reproduzierbare Ergebnisse lieferten.

FuUr die Risikoabschatzung nanopartikularer Substanzen ist die Dosis von aus-
schlaggebender Bedeutung. Viele Studien beziehen sich auf die Masse (z.B.
mg/kg Korpergewicht) bzw. Konzentration (z.B. mg/l) [43, 51, 119-121]. Jedoch
zeigten einige Untersuchungen, dass diese nicht die einzigen bestimmenden
Parameter sind. Neben der Masse und Konzentration spielen die Partikel-
oberflache, deren Ladung und Reaktivitat [93, 122] sowie die Anzahl der NP ei-
ne entscheidende Rolle [5, 10, 12, 123, 124]. NTA erlaubt erstmals die Mes-
sung der Partikelanzahl in flliissigen Dispersionen. Durch die gleichzeitige Eig-
nung der Messtechnik fur mono- und polydisperse Proben wurden Partikel-
zahlen in wassrigen Medien wie PBS, in Medien mit Proteinzusatz (z.B.

Biseko®) als auch in biologischen Matrizes wie humanem Plasma ermittelt.

5.2 Resovist®

Resovist® (cFeO-NP) stellt ein bereits in der Diagnostik zur Darstellung fokaler
Leberlasionen eingesetztes MRT-Kontrastmittel dar. Nach Angaben des Her-
stellers gehen von Resovist® keine toxischen Effekte aus. Nach Abbau der
Carboxydextran-Hulle |6st sich der NP-Kern auf und das Eisen wird dem kor-
pereigenen Pool zugefuhrt, so dass das nanopartikulare Eisen physiologisch
verwertet wird [14]. Jedoch sind bisher keine Studien zu méglichen Effekten des
Diagnostikums auf humane Granulozyten und somit auf eine wichtige Saule der
primaren Immunabwehr veroffentlicht. Als Referenzsubstanzen zu den umhull-
ten FeO-NP wurden nicht-ummantelte FeO-NP, um mdgliche Effekte der Hulle
zu erkennen, sowie die fur ihre Zytotoxizitat bekannten ZnO-NP als Positivkon-
trollen gewahlt [43, 51, 119, 122, 125-127].
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5.21 NTA-Messung

Bei der zunachst durchgefuhrten Groflencharakterisierung der Metalloxid-NP
konnten die vom Hersteller angegebenen Durchmesser (cFeO-NP (Resovist®):
60 - 80 nm, uFeO-NP: 20 - 30 nm, uZnO-NP: 50 - 70 nm) lediglich fir cFeO-NP
in PBS, humaner Albumin- und Fibrinogen-Lésung bestatigt werden (siehe
Abb. 4.2 S. 29). Die Metalloxide uFeO-NP und uZnO-NP wiesen in proteinfrei-
en Medien um vielfach groRere Modal- und Mittelwerte auf. Diese Grolenzu-
nahme der nicht-ummantelten NP ist auf Aggregationsbildung zurlckzufihren.
Es ist davon auszugehen, dass die Carboxydextran-Hulle von cFeO-NP nicht
nur der Biokompatibilitdt, sondern auch als Aggregationsschutz dient. In 10%
Biseko®/PBS und humanem Plasma zeigten cFeO-NP hingegen signifikant
grolere Partikeldurchmesser als in PBS oder in humaner Albumin- bzw.
Fibrinogenldsung. Theoretisch kdnnte diese GroRenzunahme einerseits in Agg-
regationseffekten oder aber der Bildung einer Proteinkorona begrindet liegen
[10, 40, 128]. Bei einer Aggregation lagern sich die Partikel zusammen, so dass
die Nanopartikelanzahl kleiner wird. Wenn eine Korona gebildet wird, lagern
sich an die Oberflache der NP Proteine an, so dass sich dabei die Anzahl der
Partikel nicht verandert. Im Fall von cFeO-NP unterschieden sich die
Partikelzahlen in allen getesteten Medien nicht signifikant voneinander (siehe
Abb. 4.4 S. 31), woraus auf die Ausbildung einer Korona geschlossen werden
kann. Dabei kommen Albumin und Fibrinogen anscheinend nicht als aggregat-
bildende Proteine in Betracht, da in diesen Medien keine Zunahme des Parti-
keldurchmessers verzeichnet wurde (siehe Abb. 4.2 S. 29). In anderen Studien
wurden neben Albumin und Fibrinogen auch IgG und ein bisher nicht klassifi-
ziertes 70 kDa-Protein als adsorbierende Proteine auf Carboxydextran-
ummantelten FeO-NP identifiziert [129]. Die Adsorption von Plasmaproteinen
(meist Immunglobuline, Bestandteile des Komplementsystems oder andere
Blutserumproteine) an die Oberflache von NP wurde bereits vielfach festgestellt
[10, 40, 130]. Durch diese sogenannte Opsonisierung nehmen die NP an GrolRe
zu und ihre Oberflachenladungen verandern sich, so dass sich ihre physiko-
chemischen Eigenschaften verandern und sie als ,trojanisches Pferd” in ver-
schiedene Korperzellen gelangen und unbekannte Effekte ausldésen kdnnen
[37]. Die Durchmesser von uFeO-NP und uZnO-NP zeigten nach Inkubation in
proteinangereicherten Losungen im Vergleich zu proteinfreien Medien keine
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Grollenzunahme, so dass die Bildung einer Proteinhtlle um diese Metalloxide
nicht beobachtet wurde. Bis heute liegen nur wenige weitergehende Untersu-
chungen vom Einfluss funktioneller Gruppen auf die Partikeloberflache vor
[112].

5.2.2 Effekte und Wirkungen

Die Oberflache von NP (z.B. Art der Umhullung, Adsorption von Plasmaprotei-
nen) kann die weitere Verteilung der NP im Organismus, die Aufnahme in Zel-
len und somit auch die Viabilitat der Zellen mafigeblich bestimmen [37, 47, 48,
50]. Entsprechend beobachteten BERRY et al., dass Dextran-umhillte NP von
humanen Fibroblasten endozytiert werden und deren Zelltod verursachten, wo-
hingegen Albumin-derivatisierte Partikel eine Zellproliferation auslésten [50].
Ebenso induzierten ionische Carboxydextran-ummantelte Eisenoxid-NP (100-
2000 mg Fe/l) keine Apoptose humaner Monozyten; wohingegen nichtionische
Dextran-ummantelte NP (>500 mg Fe/l) deren Viabilitat wesentlich beeintrach-
tigten, obwonhl der intrazellulare Eisengehalt nach Inkubation mit den nichtioni-
schen NP kleiner war [47]. Eine Inkorporation von Carboxydextran-umhullten
FeO-NP (cFeO-NP) wurde bereits in verschiedenste Zelllinien wie z.B. Maus-
makrophagen [100, 131, 132], humane Monozyten [47], mesenchymalen
Stammzellen [133], Brustkrebszellen [132] und Fibroblasten [48, 50, 134] nach-
gewiesen. Dabei blieb die Viabilitat humaner Monozyten uber 4 h und mesen-
chymaler Stammzellen Uber 24 h durch cFeO-NP unbeeinflusst [47, 133]. Nach
Aufnahme von Carboxydextran-ummantelten FeO-NP in Makrophagen wurden
deren Proliferation und Viabilitdt ebenfalls nicht modifiziert, obwohl deren Pha-
gozytose-Aktivitat bei Konzentrationen von 10 bzw. 100 mg Fe/l sank und die
Migration sich bei 100 mg Fe/l verstarkte [131]. Dies korreliert mit den Ergeb-
nissen dieser Arbeit. In Gegenwart von cFeO-NP blieb die Viabilitat der PMN
unbeeinflusst, die Phagozytose-Aktivitat wurde jedoch dosisabhangig reduziert
(siehe Abb. 4.8 S. 35). Das veranderte Sekretionsprofil von IL-6 und IL-8 kénn-
te sich in einer Beeinflussung der Chemotaxis und des ,oxidative burst” wider-
spiegeln. So zeigten die mit NP-beladenen PMN nach Stimulation mit fMLP ei-
ne leicht gesteigerte Migration (sieche Abb. 4.7 S. 34) und nach Stimulation mit
E.coli eine Suppression der ,oxidative burst’-Aktivitat (siehe Abb. 4.11 S. 37).

Das unterschiedliche Migrationsverhalten nach Stimulation mit ZymA oder fMLP
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liegt vermutlich in den verschiedenen Mediationswegen der Stimulanzien be-
grundet. ZymA aktiviert die Migration der Neutrophilen Uber den ,toll-like-
receptor” (TLR) 2, wohingegen fMLP die Chemotaxis Uber den Formyl-
Methionin-(f-met) Rezeptor stimuliert [135-139]. Auch die Aktivierung des
,oxidative burst” durch E.coli bzw. PMA erfolgt Uber zwei verschiedene Signal-
wege, der p38 ,mitogen-activated protein kinase“ (p38 MAPK) und der
Proteinkinase C (PKC) [140-145]. Dies legt die Vermutung nahe, dass cFeO-NP
Einfluss auf die chemotaktische und ,oxidative burst‘-Aktivitat der PMN Uber

den f-met-Rezeptor bzw. die p38 MAPK nehmen.

Ahnlich wie cFeO-NP wurden nach Inkubation der Neutrophilen mit uFeO-NP
keine Effekte auf die Viabilitat und lediglich eine leichte Suppression der Pha-
gozytose (siehe Abb. 4.9 S. 35), ,oxidative burst“-Aktivitat (siehe Abb. 4.11 S.
37) und IL-8-Freisetzung (siche Abb. 4.15 S. 40) beobachtet. Im Gegensatz
zum cFeO-NP, welches nach einstindiger Inkubation ein gesteigertes Migrati-
onsverhalten induzierte, wurde die Chemotaxis der PMN in Gegenwart von
uFeO-NP nicht beeinflusst (siehe Abb. 4.7 S. 34). Mdglicherweise wird die Hul-
le von cFeO-NP erst zu einem spateren Zeitpunkt vom Kern getrennt, so dass
das Carboxydextran der bestimmende Faktor im Migrationsverhalten darstellen
konnte.

Uber die Zytotoxizitat von Eisenoxid-NP sind bereits mehrere Studien mit unter-
schiedlichen Ergebnissen verodffentlicht. HUSSAIN et al. und KARLSSON et al.
beobachteten eine leichte bzw. keine toxischen Einflisse von uFeO-NP auf
Rattenleber- [146], Lungenepithel- [127] bzw. Mausneuroblastomazellen [119]
hinsichtlich deren Morphologie, Funktion der Mitochondrien, Produktion reakti-
ver Sauerstoffspezies (ROS), Schadigung der DNA oder Apoptoseerscheinun-
gen. Auch CHENG et al. konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den exponierten und Kontrollzellen verzeichnen [147]. Im Gegensatz dazu beo-
bachteten einige Wissenschaftler in Gegenwart von uFeO-NP eine Reduktion
der Zellviabilitat, eine Veranderung der Zellmorphologie, eine gesteigerte ROS-
Produktion und ein unverandertes IL-6- bzw. IL-8-Sekretionsprofil [48, 50, 52,
134, 148]. Ein moglicher Erklarungsansatz dieser widerspruchlichen Ergebnisse
bietet der Zelltyp. BRUNNER et al. beobachteten ein zelltypspezifisches Verhal-
ten. Nach der Inkubation von humanen Mesotheliomazellen mit uFeO-NP wur-
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de die Viabilitat stark reduziert, wohingegen die Viabilitdt von Fibroblasten
durch dieselben NP unbeeinflusst blieb. Die Autoren nahmen an, dass die ho-
here Sensitivitat der Mesotheliomazellen auf die hdhere Metabolisie-
rungsaktivitat der entarteten Zellen zurtickzufihren ist, so dass vermutlich gré-
Rere Mengen der uFeO-NP inkorporiert wurden [51]. Deshalb sollte die Be-
stimmung der in PMN aufgenommenen Eisenoxid-NP-Mengen Gegenstand

weiterer Untersuchungen sein.

Zinkoxid-NP sind fur ihre Toxizitat auf verschiedene Zelllinien bekannt [43, 51,
119, 120, 122, 125-127, 149]. REDDY et al. stellten fest, dass mikrometer-
grolRe ZnO-Partikel keine Effekte auf die Viabilitat von T-Zellen haben, wohin-
gegen ZnO-NP ab einer Konzentration von 25 mM eine signifikante Reduktion
verursachten [120]. Gegenuber Fibroblasten wiesen ZnO-NP im Vergleich zu
FeO-NP und TiO,-NP die hochste Toxizitat auf [51]. ZnO-NP wirkten auf Mak-
rophagen und Epithelzellen ebenfalls zytotoxisch [125]. In humane Lungenepi-
thelzellen induzierten ZnO-NP DNA-Schaden und oxidativen Stress [127].
PARK et al. beobachteten eine dosisabhangige Induktion von Apoptose und
ROS-Produktion in humanen Alveolarepithelzellen, obwohl keine intrazellulare
NP-Aufnahme festgestellt wurde [149]. In humane Bronchoalveolarkarzinom-
und Mausneuroblastomazellen wurde hingegen eine ZnO-NP-Inkorporation be-
obachtet, die in einer Reduktion der Viabilitat und mitochondrialen Funktion so-
wie der Induktion von oxidativen Stress und DNA-Schaden resultierte [119,
122]. Nach der Exposition von Mausen mit ZnO-NP wurde eine Aufnahme von
Zink in Nieren, Pankreas und ins Knochenmark beobachtet [54]. Die eigenen
Untersuchungen zeigten, dass uZnO-NP auch auf humane PMN akut toxische
Effekte auslbten. Sie verminderten die Viabilitat (siehe Abb. 4.5 S. 32) und
Phagozytoserate (sieche Abb. 4.10 S. 36) und veranderten die ,oxidative burst"-
Aktivitat (siehe Abb. 4.11 S. 37) sowie die Freisetzung von IL-13 (siehe Abb.
4.12 S. 38) und IL-6 (siehe Abb. 4.13 S. 39). Dabei war die verminderte Sekre-
tion von IL-1B nicht Folge der abnehmenden Zellpopulation, da bereits nach 4-
und 6-stindiger Inkubation die Freisetzung des Zytokins vermindert war (siehe
Abb. 4.14 S. 39) und die Zellviabilitdt durch uZnO-NP erst nach ca. 7 - 9 h be-
eintrachtigt wurde. Entgegen Literaturangaben [51, 125] ist die Zytotoxizitat von
uZnO-NP auf humane PMN nicht assoziiert mit der Auflésung von ZnO zu
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Zink(Il)-lonen im Inkubationsmedium, da nach Inkubation der Zellen mit korres-
pondierenden Zink(ll)-lonen Zn?** (ZnSO,) zwar eine schwache Viabilitéts-
reduktion beobachtet wurde, jedoch war diese weniger stark ausgepragt als
nach Exposition der Zellen mit nanopartikularem uZnO (siehe Abb. 4.6 S. 33).
Dieses Ergebnis erscheint unter der Betrachtung, dass nach 120 min vom ZnO
lediglich 2 - 4% in kunstlichem Magensaftsekret bzw. ~14% in Kulturmedium zu
Zn?* dissoziieren, nachvollziehbar [54, 128]. Der inflammatorische Effekt von
ZnO-NP zeigte sich reversible. Nach der In-vivo-Exposition von Ratten mit ZnO-
NP-Suspensionen wurde initial (24 h, 1 Woche) eine erhéhte Zytotoxizitat fest-
gestellt; nach 1 und 3 Monaten konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede
zu den Kontrollen beobachtet werden [43]. In den eigenen Untersuchungen
wurde eine vorUbergehende Zytotoxizitat nach der Ex-vivo-Inkubation von hu-
manen Neutrophilen nicht beobachtet, jedoch sollten diese Ergebnisse in In-

vivo-Langzeituntersuchungen Uberprift werden.

5.2.3 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Zur Risikoabschatzung der drei Metalloxid-NP wurde die Dosis in den Untersu-
chungen auf die Metall-Konzentration (mg/l) bezogen. Anscheinend spielt die
Konzentration allein nicht die entscheidende Rolle, da bei gleicher Metallkon-
zentration die physiologischen Funktionen der humanen PMN durch cFeO-NP
und uFeO-NP lediglich leicht beeintrachtigt wurden, wohingegen uZnO-NP akut
toxische Effekte auf die Neutrophilen ausubten. Auch die Grolie der Partikel-
oberflache kann nicht der ausschlaggebende Parameter fur die Toxizitat sein,
da die kleinsten Partikel (cFeO-NP: 126 nm Partikeldurchmesser in humanem
Plasma) verbunden mit der groten Oberflache nicht die grofite Toxizitat auf-
wiesen. Obwohl beide nicht-umhdillten Metalloxide uFeO-NP und uZnO-NP in
humanem Plasma ahnliche Partikelgrolen (~200 nm) aufwiesen, zeigten sie
gegenuber den PMN ein unterschiedliches Toxizitatspotenzial. Neben der Kon-
zentration, Ladung und OberflachengréfRe konnte die Anzahl der NP eine ent-
scheidende Rolle spielen [10, 12, 123, 124]. Jedoch konnte ein madglicher Zu-
sammenhang zwischen der Partikelanzahl und deren Toxizitat bei den geteste-
ten Metalloxid-NP ebenfalls nicht bestatigt werden. Die Messungen der Partikel-
anzahl mittels NTA ergaben fir cFeO-NP eine ca. 6,5-fach groRere NP-Menge
als fir uFeO-NP und uZnO-NP (siehe Abb. 4.4 S. 31). Ein weiterer interessan-
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ter Aspekt wurde von JENG et al. beschrieben [119]. Sie beobachteten, dass
sich abhangig vom Typ des Metalloxids einige NP an die Zelloberflache (extra-
bzw. interzellular) und andere NP in die Zellen (intrazellular) lagern. Moglicher-
weise liegt die unterschiedliche Toxizitat der untersuchten Metalloxid-NP in ei-
nem unterschiedlichen Aufnahmeverhalten begrindet. So ware denkbar, dass
uZnO-NP in humane Granulozyten inkorporieren, wohingegen sich die Eisen-
oxid-NP interzellular aufhalten. Dieser Gesichtspunkt sollte Gegenstand weite-
rer Untersuchungen sein. Zusatzlich konnte die unterschiedliche Toxizitat der
getesteten Metalloxid-NP auch in anderen Eigenschaften (z.B. Gitterstruktur,
Ladung, NP-Typ) begrundet liegen [36, 51, 119]. Wahrend Zinkoxidkristalle in
einem hexagonalen Gittersystem angeordnet sind, weist Eisenoxid kubische
Gitterstrukturen auf. Um diese Theorie zu bestatigen, waren weitere Untersu-
chungen zu einer moglichen Korrelation der Zytotoxizitat von NP und ihrer Git-

terstruktur unumganglich.

5.3 SRL-PLA-NP

SRL ist ein immunsuppressiv wirkender Arzneistoff, der die Proliferation von T-
Zellen hemmt und die T-Zell-vermittelte AbstoRungsreaktion des Transplantates
unterbindet. Des Weiteren supprimiert SRL die Proliferation der glatten Gefal3-
muskelzellen [22]. Momentan sind NP-basierte DDS mit SRL in der Erforschung
als pharmakotherapeutisches Medium fur die Vorbeugung von T-zellassoziier-
ten Transplantatabstossungsreaktionen und Restenosen von vaskularen Stents
[19, 20, 25, 26, 150-152]. Dessen ungeachtet ist das Einbringen korperfremder
Partikel in den menschlichen Organismus auch mit Wechselwirkungen zwi-
schen den NP und dem Immunsystem verbunden. So wurde 15 min nach der
i.v.-Applikation von NP in Mausen eine Akkumulation zahlreicher Granulozyten
und Monozyten verzeichnet [72]. VERRECCHIA et al. beobachteten die Auf-
nahme von PLA-NP durch das Phagozyten-Monozyten-System [153]. Auch
nach der Exposition von Meerschweinchen mit PLA-NP waren hauptsachlich
PMN als phagozytierende Zellen aktiv [71]. Da nur wenige Untersuchungen mit
dem zusammengesetzten Produkt SRL-PLA-NP veroffentlicht sind, sollte der
Einfluss dieser NP auf die physiologischen Funktionen humaner PMN unter-
sucht werden. Um mogliche toxische Effekte genauer charakterisieren zu kén-
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nen, wurden die Einzelkomponenten SRL und PLA-NP als Referenzsubstanzen

genutzt.

5.3.1 NTA-Messung

Bei der zunachst durchgefihrten GroéRencharakterisierung von SRL-PLA-NP
und PLA-NP wurde in PBS, 10% Biseko®PBS, humanem Plasma sowie Fibri-
nogen-LOsung ein geringerer Durchmesser (~220 nm) als der vom Hersteller
angegebene (250 nm) ermittelt, jedoch war dieser Unterschied fur die Messung
nicht ausschlaggebend (siehe Abb. 4.3 S. 30). Dagegen stellte sich die in hu-
maner Albumin-Losung (40 g/l) gemessene Partikelgroe (120 - 130 nm) als
signifikant kleinere dar. Anscheinend ist der Durchmesser dieser NP abhangig
von der Albumin-Konzentration im Inkubat. Oberhalb von 2,5 g/l kann der
Durchmesser der PLA-NP kontinuierlich bis zu einem Wert von 100 nm abneh-
men [154]. LODE vermutete, dass die Abnahme der Partikelgrof3e im Opsoni-
sierungsprozess begrindet liegt. Die Adsorption von Proteinen fuhrt vermutlich
zu einer gleichsinnigen Aufladung mit anschlieRender Reduktion der Aggregate
durch AbstolRung, so dass Proteine die Agglomerationseffekte abschwachen
konnten [113, 155, 156].

5.3.2 Erfassung der Inkorporation von NP in PMN

Die Inkorporation der SRL-PLA-NP in humane PMN wurde mit zwei verschie-
denen Verfahren (LC-MS-MS, FACS) nachgewiesen und quantifiziert. Mittels
LC-MS-MS wurde die Anreicherung von SRL-PLA-NP sowie SRL in die Zellen
ermittelt. Die Aufnahme von PLA-NP und SRL in verschiedene Zellarten wurde
schon in friheren Studien beobachtet, wobei jedoch der zugrundeliegende Me-
chanismus noch weitgehend unbekannt ist. In dendritische Zellen und Maus-
makrophagen wurden PLA-NP anscheinend durch Phagozytose [55, 157] in-
korporiert. Der Aufnahmeweg von SRL in verschiedene Krebszelllinien und hu-
mane Granulozyten ist bislang unbekannt [24, 158, 159]. Der Absorptionsme-
chanismus von NP in Zellen ist abhangig vom Zelltyp, der NP-Spezies sowie
deren Grdle [92, 93, 96, 100, 102, 160]. Das in dieser Arbeit durchgeflhrte in-
trazellulare pharmakokinetische Monitoring offenbarte einen schnellen Einstrom
des Arzneistoffes SRL (siehe Abb. 4.16 S. 41). Nach 15 min wurde im Ver-
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gleich zur extrazellularen Konzentration eine vierfach gréRere intrazellulare Ma-
ximalkonzentration (Cmax ~80 ug/l) erzielt, was auf einen aktiven Aufnahmeme-
chanismus deuten konnte. Nach 30 min scheint sich die Intrazellular-Konzen-
tration durch ein Ausstromen des Arzneistoffes dem ,steady-state“-Level (drei-
fache Mediumkonzentration) anzugleichen. Diese Interpretation wird gestitzt
durch die ermittelten Intrazellular-Konzentrationen von SRL-PLA-NP. Das Kon-
zentrations-Zeit-Profil der NP zeigte kein Maximum und wies dieselbe ,steady-
state“-Konzentration wie der freie Wirkstoff SRL auf. Anscheinend setzen die
SRL-PLA-NP den Arzneistoff SRL in einer retardierten Rate frei. Des Weiteren
fanden sich in den Umgebungsmedien lediglich geringe Mengen an SRL
(2 - 6 ug/l). Vom pharmako- und toxikodynamischen Standpunkt aus gesehen
konnten diese abgeflachten, aber noch effektiven Arzneistoffkonzentrationspro-
file mit weniger ausgepragten Nebenwirkungen assoziiert sein und demzufolge
hervorragend fur die Kontrolle und den Erfolg einer Therapie in Betracht kom-
men. Diese Ergebnisse fuhren zu der Frage nach den Aufnahmeraten bzw. der
intrazellularen Anreicherung der NP.

Zur Abschatzung der Auspragung der NP-Inkorporation gelang es in dieser Ar-
beit erstmals die Aufnahme von PLA-NP durch humane PMN direkt im Inkubat
zu verfolgen. In Kooperation mit der Firma micromod Partikeltechnologie GmbH
wurde die Markierung der SRL-PLA- und PLA-Partikel mit dem Fluoreszenz-
farbstoff PE erreicht. Da der zweite Fluoreszenzkanal des Durchflusszytometers
Proben im Spektralbereich um 585 nm vermisst und das Emissionsmaximum
von PE bei 575 nm liegt, konnte die Inkorporation der markierten NP in humane
PMN direkt und wenig komplex mittels Durchflusszytometrie ermittelt werden
(siehe Abb. 4.17 S. 42). Dabei wurde eine ca. 30%-ige Aufnahme der PE-
markierten SRL-PLA-NP und PLA-NP in humane Granulozyten beobachtet. In-
nerhalb von 60 Minuten wurden bis zu 4320 NP mit einem Durchmesser von
~230 nm in eine einzelne Zelle aufgenommen (Abb. 5.1 S. 55). Eine weitere In-
korporation wahrend langerer Inkubationsperioden scheint bis zum Eintreten ei-
ner Sattigung moglich [71, 161-163].

GREF et al. beobachteten die maximale Aufnahme von 2x10* PLA-NP/PMN
(Durchmesser ~160 nm) [161]. In der Annahme eines empirischen Modells von

zufallig dichtgepackten monodispersen kugelférmigen NP in einem grof3en
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Phagosom [164] wirde das Gesamtvolumen Vi, aller NP mit dem Radius von

80 nm nach Gleichung 5.1 etwa

y _Vpen N

tot — f M

Gleichung 5.1: Berechnung des Gesamtvolumens inkorporierter NP

betragen, wobei Vyp das Volumen einer NP-Kugel (~2,1 x 10 um?), n die NP-
Anzahl und f einen Dichtekoeffizienten flr sehr lockere Kugelpackungen
(~0.56) darstellen.

Unter Berucksichtigung des Zellvolumens eines PMN von 300 - 700 pm3 [165]
erscheint dieses errechnete Gesamtvolumen plausibel. Die in dieser Arbeit ge-
testeten NP mit einem Radius von 115 nm wirden dieses Gesamtvolumen
nach der Inkorporation von ~6700 NP erreichen. Unter der Annahme eines wei-
teren linearen Zusammenhanges bei Konzentrationen oberhalb von 6 mg SRL/I
wulrde dieses Sattigungslimit nach einstindiger Inkubation mit Konzentrationen
von 9 - 10 mg SRL/I erreicht werden (Abb. 5.1). Diese Hypothese miusste in

weiteren Untersuchungen Uberpruft werden.
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Abb. 5.1: Berechnete Anzahl an intrazelluldaren Nanopartikeln im Verhaltnis zur Sirolimus-

Konzentration (extrapolierte Trendlinie).
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5.3.3 Effekte und Wirkungen

Der Mechanismus der NP-Aufnahme ist abhangig vom Zelltyp, der NP-Art und
deren GrofRe [92, 93, 96]. Es gibt Studien Uber die Inkorporation von PLA-NP in
dendritische Zellen und Mausmakrophagen durch Phagozytose bzw. aktive
Endozytose [55, 157]. PLA ist bekannt flr Biokompatibilitat und biologische Ab-
baubarkeit [27]. Demzufolge wurde in dieser Arbeit keine akut chemische Toxi-
zitat von PLA-NP auf PMN erwartet. Andererseits kann jedoch aufgrund der be-
achtlichen Mengen der inkorporierten NP in PMN und den potentiell hohen in-
trazellularen Konzentrationen an Abbauprodukten eine Beeintrachtigung der
essentiellen Zellfunktionen nicht vollig ausgeschlossen werden.

Doch trotz der intrazellularen Beladung durch die getesteten NP und die dem-
entsprechend resultierenden intrazellularen  SRL-Konzentrationen von
37 - 47 ug/l, die deutlich oberhalb des therapeutischen Bereiches im Blut
(12 - 20 pg/l) lagen, wurde die Viabilitdt der PMN nicht beeintrachtigt, sondern
blieb sowohl relativ als auch absolut zur Kontrolle unbeeinflusst. Dies scheint
verwunderlich, da durch Oxidationsprozesse aus SRL eine breite Palette von
Metaboliten und chemischen Abbauprodukten mit unbekannten Effekten ent-
stehen [166-168]. Doch auch nach 19-stindiger Inkubation der PMN nahm de-
ren Viabilitdt nicht ab. Dies korreliert mit den Ergebnissen anderer Studien, in
denen SRL-PLGA-NP, PLGA-NP sowie auch SRL keine Effekte auf die Viabili-
tat verschiedener Zelllinien wie Makrophagen, dendritische Zellen, Monozyten
und THP-1-Zellen zeigten [27, 157, 169, 170].

Die Fahigkeit der PMN zur Migration ist fir das Eindringen in pathologisch ver-
anderte Gewebe von entscheidender Bedeutung. Einerseits ist es wichtig, um
Krankheitserreger unschadlich zu machen und die Entzindungskaskade in
Gang zu setzen, andererseits kann die Chemotaxis der PMN als Transportweg
fur Arzneistoffe zum Entzindungsort genutzt werden [171]. Infolgedessen ist es
unerlasslich, die Effekte von NP auf das Migrationsverhalten der PMN zu erfas-
sen. Obwohl die getesteten NP von humanen PMN aufgenommen wurden,
konnte nach Stimulation mit ZymA bzw. fMLP kein Effekt von SRL-PLA-NP und
PLA-NP sowie SRL auf die Chemotaxis humaner Granulozyten verzeichnet
werden. Im Gegensatz zu diesem Ergebnis beobachteten GOMEZ-
CAMBRONERO et al. eine Migrationshemmung humaner PMN durch SRL. Al-
lerdings verwendeten die Autoren andere Chemoattraktantien (GM-CSF, IL-8)
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[159]. WESSELY et al. stellten oberhalb einer SRL-Konzentration von 100 pg/I
eine signifikante Reduktion der Migration von PMN (stimuliert durch fMLP) fest
[172]. Das unterschiedliche Migrationsverhalten nach Stimulation mit ZymA,
fMLP, GM-CSF oder IL-8 kdnnte Folge der verschiedenen Mediationswege der
Stimulanzien sein. ZymA aktiviert die Migration der Neutrophilen Gber den Toll-
like-Rezeptor (TLR) 2, fMLP Uber f-met-Rezeptor; GM-CSF stimuliert die Che-
motaxis Uber TLR 2 und CD14 und IL-8 Uber den IL-8-Rezeptor [135-138, 173].
Diese Annahme deutet darauf hin, dass SRL das Migrationsverhalten der PMN
Uber den IL-8-Rezeptor und TLR-2 bzw. CD14 sowie oberhalb einer Konzentra-
tion von 100 pg/l zusatzlich Uber den f-met-Rezeptor beeinflusst.

Trotz unbeeintrachtigter Viabilitat wurde die Phagozytose-Aktivitat der PMN ge-
senkt, wobei dies unabhangig von der Gegenwart des Arzneistoffes SRL war
(siehe Abb. 4.18 S. 43). Auch nach der Inkubation von T-Zellen bzw. Erythrozy-
ten mit 100 nmol/l SRL (entspricht ~91 ug/l) wurde eine Reduktion der Phago-
zytose um 10 bzw. 20% verzeichnet, obwohl deren Zellviabilitat nicht beein-
flusst wurde [174]. Die Phagozytose-Aktivitdt der PMN regenerierte sich nach
3 h. Es ist davon auszugehen, dass nach der Inkorporation der NP und an-
schlieBend der E. coli in den ersten Stunden das intrazelluldre Volumen der
PMN ausgeschopft war, so dass deren maximale Phagozytose-Kapazitat er-
reicht wurde. Diese Theorie wird durch die Beobachtung gestutzt, dass der Pro-
zentanteil der Phagozytose-aktiven Zellen unverandert blieb, wahrend die Men-
ge der aufgenommenen FITC-E. coli abnahm. Des Weiteren konnte die Rege-
neration auch auf immunologische Reaktionen hindeuten, die durch Zytokine
moduliert wurden. DAS et al. berichteten eine derartige Induktion der IL-13- und
IL-6-Freisetzung aus dendritischen Zellen durch SRL [175]. In dieser Arbeit liel’
sich diese Hypothese jedoch nicht bestatigen. Das Monitoring der Zytokine
IL-1B, IL-6 und IL-8, die bekannte Marker fur pro-inflammatorische Zellprozesse
darstellen, zeigte weder durch die getesteten NP noch durch den freien Arznei-
stoff SRL ein verandertes Sekretionsprofil aus humanen Phagozyten. Jedoch
kénnten andere Zytokine wie TNF-q, Interferon a oder Granulozyten-stimulie-
render Faktor (G-CSF) involviert sein [67]. Ferner kommen auch zelltypspezifi-
sche Reaktionen in Betracht.

Neben dem Aufklaren des Inkorporationspfades sind Kenntnisse Uber die Elimi-
nationswege der NP, insbesondere von DDS-NP, von besonderer Bedeutung.
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PLA wird als biologisch vertragliches und abbaubares Polymer beschrieben
[27]. Im Organismus wird es durch Hydrolyse zu Milchsdure abgebaut, aus der
anschlieend mittels Laktatdehydrogenase Pyruvat gebildet wird. Aus Pyruvat
kann Uber die Glukoneogenese Glukose entstehen oder es wird Uber den Zitro-
nensaurezyklus zu Kohlendioxid und Wasser metabolisiert [176, 177]. Hingegen
konnen durch Oxidation aus SRL verschiedene Metaboliten mit unbekannten
Effekten entstehen [166-168]. Als Teil des ,oxidative burst der PMN werden
reaktive Sauerstoffspezies in Phagosomen sezerniert. Trotzdem beobachteten
GEE et al. in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit keinen signi-
fikanten Einfluss von SRL auf die ,oxidative burst‘-Aktivitdt der humanen
Neutrophilen bei Konzentrationen unterhalb von 50 ug/l [178]. Es ist davon aus-
zugehen, dass die Bildung der SRL-Metaboliten tber Oxidation wahrscheinlich
ist, jedoch sind weitere Studien nétig, um deren Einfluss auf die Zellen zu kla-

ren.

5.3.4 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Zur Risikoabschatzung der SRL-PLA-NP und PLA-NP wurde ebenso wie in den
Versuchen mit den Metalloxid-NP die Dosis zunachst auf die Konzentration
(mg/l) bezogen. Jedoch sollte auch hier die Moglichkeit einer Korrelation zwi-
schen der Partikelanzahl und der Toxizitat der NP Uberprft werden. Da sich die
getesteten Substanzen in der Beeinflussung der physiologischen Effekte der
PMN nicht unterschieden, lag die Vermutung nahe, dass die Partikelanzahl
ahnlich war (siehe Abb. 4.4 S. 31). Dies wurde dann auch mittels NTA-
Messung bestatigt, jedoch lassen sich hieraus keine endgultigen Ruckschlusse

auf eine mdgliche Korrelation ziehen.

5.4 Schlussfolgerung

Mittels der neuen NTA-Technik lassen sich NP erstmals in dispergiertem Zu-
stand hinsichtlich GréRe, Grofienverteilung und Partikelanzahl direkt im Inkubat
vermessen, was mit einem bedeutenden Fortschritt in der Charakterisierung
und Risikobewertung suspendierter NP verbunden ist. Auf diese Weise konnte
festgestellt werden, dass die Grofle der NP teilweise abhéngig vom Inkubati-
onsmedium und dessen Bestandteilen ist. Die nicht-ummantelten Metalloxid-NP
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uFeO und uZnO neigten zur Aggregation. Im Gegensatz zu uFeO-NP bildete
Resovist® (cFeO-NP) in proteinangereicherten Lésungen und humanem Plas-
ma anscheinend eine Proteinkorona aus. Obwohl cFeO-NP die kleinsten
PartikelgréfRen und somit die groRte Materialoberflachen sowie die grofdte An-
zahl an NP aufwiesen, zeigten sie ebenso wie die nicht-umhllten Eisenoxid-NP
lediglich eine leichte Beeinflussung der physiologischen Funktionen humaner
Neutrophiler. Hingegen Ubten die fur ihre Zytotoxizitat bekannten uZnO-NP auf
humane PMN erwartungsgemal akut toxische Effekte aus. Somit konnte eine
Korrelation zwischen der Toxizitat und der Dosis bzw. der Toxizitat und der Par-
tikelanzahl nicht festgestellt werden. Offenbar ist die NP-Art der entscheidende
Einflussfaktor.

Hinsichtlich der SRL-beladenen NP demonstrieren die Untersuchungen, dass
PLA-NP als Arzneistofftrager fur SRL geeignet sind. Sie besitzen das Potenzial
fur steuerbare Arzneistofffreisetzung des Immunsuppressivums hinsichtlich ei-
nes gezielten Freisetzungsortes, -zeitpunktes sowie Freisetzungsrate. Erstmals
konnten PE-markierte NP zum Nachweis der Inkorporation in humane Granulo-
zyten erfolgreich eingesetzt werden. Dies lieferte detailliertere Einblicke in den
Aufnahmeprozess, die Eliminierung durch Phagozytose und die akute Toxizitat
der NP. Humane Granulozyten sind als robuste Zellspezies bekannt. So beein-
trachtigen weder SRL-PLA-NP noch die Einzelkomponenten deren physiologi-
sche Funktionen, obwohl hohe intrazellulare Konzentrationen nachgewiesen
wurden. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestarken die Notwendigkeit weiterer Un-
tersuchungen im Hinblick auf PLA-NP als DDS fur weitere Arzneistoffe, die eine
gezielte Pharmakotherapie erfordern.

Zuvor sollte jedoch die Lokalisation der NP in den Zellen bekannt sein. Da die
Beeintrachtigung der PMN in ihren physiologischen Funktionen eine Schwa-
chung der primaren Immunabwehr zur Folge haben konnte, sollten diese Er-
gebnisse durch /n-vivo-Langzeituntersuchungen Uberprift werden. Neutrophile
spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr von Fremdkdrpern. Sie setzen che-
motaktische Faktoren frei, die weitere PMN und Monozyten anlocken. Des Wei-
teren sezernieren stimulierte PMN eine Vielzahl von Zytokinen, toxischen Sau-
erstoffmetaboliten und Enzymen, die die Integritdt und Funktion von
Endothelzellen schadigen konnen [8, 36, 179, 180]. Deshalb sind vor jedem
Einsatz nanopartikularer Substanzen eine umfangreiche Charakterisierung und
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Untersuchung des Einflusses auf Organismus und Umwelt Uber langere Zeit-

raume notwendig, um auch spatauftretende Effekt zu erfassen.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Effekte vom MRT-Kontrastmittel Resovist®
(cFeO) und von Sirolimus-beladenen PLA-NP (SRL-PLA-NP) sowie Referenz-
substanzen auf die physiologischen Funktionen humaner Granulozyten be-
stimmt werden.

Dazu wurden die NP zunachst mittels der neuen NTA-Technik naher charakte-
risiert. NTA ist eine neue, in der Handhabung einfache und schnelle Methode,
um NP hinsichtlich deren GroRe, GroRenverteilung und Partikelanzahl direkt in
biologischen Matrizes zu untersuchen. Carboxydextran-ummantelte cFeO-NP
bildeten in proteinhaltigen Losungen und humanem Plasma wohl eine Korona
aus. Die nicht-ummantelten uFeO-NP und uZnO-NP neigen hingegen zu Agg-
regationen. Im Vergleich zu humanem Plasma waren die Durchmesser von
SRL-PLA-NP sowie PLA-NP in humaner Albumin-Losung reduziert. Dieses Er-
gebnis ist vermutlich auf AbstolRung infolge gleichsinniger Oberflachenladung
zurlckzufuhren.

Des Weiteren konnten die Methoden des flr die Untersuchung von Chemothe-
rapeutika etablierten Phagozyten-Modellsystems flr nanopartikulare Xeno-
biotika erfolgreich adaptiert werden. Die Inkorporation der SRL-PLA-NP in hu-
mane PMN konnte in zwei verschiedenen Verfahren (LC-MS-MS, FACS) quan-
tifiziert werden. Mittels LC-MS-MS wurde die Anreicherung von SRL-PLA-NP
sowie des freien Arzneistoffes SRL in den Zellen ermittelt. SRL erreichte das
Absorptionsmaximum bereits nach 15 min, wohingegen die SRL-PLA-NP den
Arzneistoff in einer retardierten Rate freisetzten. Mit der Firma micromod Parti-
kel-technologie GmbH gelang erstmals die Markierung der SRL-PLA-NP und
PLA-NP mit dem Fluoreszenzfarbstoff PE. So konnte mittels Durchfluss-
zytometrie eine ca. 30%ige Aufnahme der PE-markierten SRL-PLA-NP und
PLA-NP in humane PMN beobachtet werden. Gemal Naherungsberechnung
unterliegt die Aufnahme von NP durch PMN einer Sattigung bei ca. 6700 SRL-
PLA-NP.

Die physiologischen Funktionen der humanen Neutrophilen wurden durch
cFeO-NP und uFeO-NP lediglich leicht beeinflusst. Im Gegensatz zu uFeO-NP
beeintrachtigten die cFeO-NP das Migrationsverhalten der PMN. Hingegen ub-
ten die fUr ihre Zytotoxizitat bekannten uZnO-NP auf humane PMN akut toxi-

sche Effekte aus. Sie beeinflussten deren Viabilitat, phagozytotische und
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,oxidative burst‘-Aktivitat sowie deren Sekretion der Zytokine IL-18 und IL-6.
SRL-PLA-NP und deren Referenzsubstanzen zeigten keine akut toxischen Ef-
fekte auf humane Granulozyten. Sie bewirkten in den ersten 2 Inkubationsstun-
den lediglich eine Schwachung der Phagozytose-Aktivitat, die sich jedoch nach
3 h regenerierte.

Die Messungen der Partikelanzahl ergaben fur cFeO-NP im Vergleich zu den
anderen getesteten NP 5-6fach groere Werte. Eine zunachst vermutete Korre-
lation zwischen Zytotoxizitat und Partikelanzahl konnte somit nicht bestatigt
werden.

Da Phagozyten eine der ersten Zellen sind, die im Blutkreislauf mit NP inter-
agieren und die Beeintrachtigung in ihren physiologischen Funktionen eine
Schwachung der primaren Immunabwehr zur Folge haben kdnnte, sollten diese
Ergebnisse mittels /n-vivo-Langzeituntersuchungen weiter abgeklart werden.
Zusammenfassend ist festzustellen, dass vor jedem Einsatz nanopartikularer
Substanzen eine umfangreiche Charakterisierung und Untersuchung des Ein-
flusses auf Organismus und Umwelt Gber langere Zeitrdume notwendig ist, um

auch spatauftretende Effekte zu erfassen.
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