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1. Einleitung

1.1 Struktur und Histologie der Niere

1.1.1 Baueinheiten der Niere

Die Nieren spielen eine wesentliche Rolle im Steffiwsel des Organismus. Zu ihren
vielfaltigen Aufgaben zahlen die Ausscheidung vonoff&echselendprodukten und

Fremdstoffen, die Regulierung des Wasser- und ilihaushalts sowie des Saure-Basen-
Gleichgewichtes und die Blutdruckkontrolle. Die pgen, retroperitoneal gelegenen Nieren
wiegen beim erwachsenen Menschen je ca. 120 bisg2@dd sind von einer derben

bindegewebigen Organkapsel, der Capsula fibrosarzéigen. Am medialen Rand findet sich
das Hilum renale, wo Nierengefal3e, Nerven, Lymphigefund Ureter ein- bzw. austreten.
Das Hilum renale setzt sich in den Sinus renalis tter zusatzlich zu den Leitungsstrukturen
mit Fettgewebe ausgefillt ist [Schiebler 2p0®en Ursprung des Ureters bildet das
Nierenbecken, Pelvis renalis, wo der Uber die Mieetche ablaufende Harn gesammelt wird.
In der menschlichen Niere kann man meist siebennleisn gleichartige Nierenlappen

voneinander abgrenzen, die jeweils aus Mark undi&kirestehen. Einen Uberblick tiber den
Aufbau der Niere zeigt Abbildung 1. Die Nieren vkleinen Saugern wie der Ratte weisen

die gleichen Bauelemente auf, besitzen allerdingsemen Nierenlappen [Welsch 2003].

Das Nierenmark wird von den sogenannten Markpyramigebildet, deren Spitzen, Papillae
renales, in die Nierenkelche ragen. Von hier auft ider Endharn in die Nierenkelche. Die
Basen der Pyramiden sind nach auf3en gerichtet otsgtrelen jeweils etwa 400 bis 500
Markstrahlen in das dartber liegende Rindengewehequeira 2005]. Innerhalb der
Pyramiden lassen Struktur und Anordnung der veesigmen Nierentubuli eine Innen- und

AulRenzone erkennen [Welsch 2003].

Die Nierenrinde liegt direkt unter der Organkapseld wird durch die Uber das Mark
hinausreichenden Markstrahlen in kleinere Lappcueterteilt. Dieser Bereich der Rinde
wird als Nierenlabyrinth bezeichnet. Ein weiteregilTder Rinde setzt sich zwischen den
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Markpyramiden als Nierensaulen (Columnae renalestirB-Saulen) nach innen fort und
reicht somit bis an den Sinus renalis heran [Weki8].

Lobiilus

A interiobadans

—Capsula renalis

5 arcuata a
i — Hincle
= el o A A Interobars
Ast der A renalis

Pehis renalke

Papilla rerais- J"f;“‘m

=S
M

Innenzone o By "§
h.-'lnrk{ YT m— {__%% \ ¥ >

Markstrahlen™

Abb. 1: Frontalschnitt durch eine Niere.Gezeigt sind die Bauelemente der Niere mit Marét Rinde sowie

der Verlauf der wichtigsten Blutgefal3e [aus SclieBDO5].

Die architektonische Grundeinheit der Niere sinel dephrone, von denen es beim Menschen
pro Niere etwa 1,2 Millionen gibt. Zu jedem Nephrgehéren ein im Rindenlabyrinth
gelegenes Nierenkdrperchen (Malpighi-Kérperchem) das davon ausgehende unverzweigte
Nierenkanalchen, der Tubulus renalis. Die Nierep&icthen bestehen aus der sogenannten
Bowman-Kapsel und einem Kapillarkn&duel im Inneren dapsel, dem Glomerulus [Welsch
2003]. Entwicklungsgeschichtlich abzugrenzen von dkephronen sind die Sammelrohre,
die von der Rinde bis in das Mark reichen. In eam&elrohr miinden die Tubuli von etwa
acht bis zehn Nephronen. Die Endstrecken der Sarohmel werden als Ductus papillares
bezeichnet, von denen 10 bis 20 als Offnungen dieriGiche der Papillae renales
durchsetzen [Junqueira 2005]. Hier wird der Endhiartie Nierenkelche abgegeben, von wo

aus er weiter ins Nierenbecken lauft.

1.1.2 Filtration in den Nierenkdrperchen

Am Beginn eines jeden Nephrons liegt ein Nierenk@zpen mit einem Durchmesser von ca.
0,2 mm, in dem die Ultrafiltration des Blutes egblFrei filtriert werden dabei Wasser und

alle anderen geldsten Stoffe bis zu einem Molekahaicht von ca. 5 kD, was einem
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Molekuldurchmesser von etwa 2,5 nm entspricht. Z8llén und grol3ere Proteine werden
zuruckgehalten, wobei die Durchlassigkeit fur pesgeladene Molekile besser ist als flr
negativ geladene. Auf diese Weise werden pro Tag &80 | Primarharn filtriert [Junqueira
2005]. Das Blut durchlauft eine zu- und eine abdilde Arteriole, die den Gefal3pol des
Nierenkdrperchens bilden, und das dazwischen lagdapillarknauel. Die Kapillarwande
bestehen aus einem dinnen Endothel mit Fenestatiaine nicht von Diaphragmen bedeckt
werden. Da der Porendurchmesser mit 70 bis 90 rnm g®R ist, kdnnen hier lediglich
Blutzellen zurlickgehalten werden. Dem Endothelegeind findet sich eine mit ca. 0,3 pm
relativ dicke Basalmembran, die eine Dreischichtanfwveist. Die mittlere Schicht ist eine
Lamina densa, die aus Kollagen Typ IV, Laminin ufidronektin besteht. Sie dient als
mechanischer Filter. Auf beiden Seiten legt sigkediamina rara an, die negativ geladenes
Heparansulfat enthalt. Dadurch stol3t sie polyaswre Plasmaproteine ab und stellt
maoglicherweise deren wesentliche Filtrationsbagridar. Insgesamt kommt dadurch eine
effektive Porenweite von etwa 2 bis 3 nm zustandes MolekilgroRen von 20 bis 30 kD
entspricht [Schiebler 2005]. Abbildung 2A verdethli den Aufbau des gesamten

glomerularen Filters.

Indem sich das Kapillarknauel in die Bowman-Kapsebtilpt, entstehen ein viszerales, dem
Glomerulus aufliegendes, und ein aul3eres parieBlds der Kapsel. Das innere Blatt wird
von den sogenannten Podozyten gebildet. Diese starkveigten Deckzellen umgreifen mit
ihren primaren und sekundaren Fortséatzen die Gloongkapillaren und sind mit den
entsprechenden Fortséatzen benachbarter Podozyteasthne (siehe Abb. 2B). Aul3erdem sind
sie mit verbreiterten Fuf3chen an der duf3eren Lamsirsader Basalmembran verankert. Es
verbleibt lediglich ein schmaler interzellulareraBpaum von im Mittel etwa 40 nm, der von
einer ca. 6 nm dicken Schlitzmembran tberspanrt [@chiebler 2005]. Diese extrazellulare
Schicht enthalt Glykoproteine und weist 2 bis 5 waite Poren auf. Auch die Membran der
Podozytenfortsatze selbst ist durch eine stark thegaladene Glykokalix gekennzeichnet,
was die Filtrationseigenschaften des interzellm&@paltraumes mitbestimmt [Welsch 2003].
Neben dem elektrostatischen Einfluss auf die Fittrabesitzen die Podozytenfortséatze auch
reichlich kontraktile Filamente, mit denen sie vatlich die Durchlassigkeit des
glomerularen Filters regulieren kdnnen [JunqueB@5}. Das parietale Blatt der Bowman-

Kapsel wird aus einschichtigem Plattenepithel gkhilVon aul3en her umgibt eine Huille aus
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extrazellularer Matrix das Nierenkorperchen, woduiber retikulare Fasern eine Verbindung

zu benachbarten Harnkanélchen hergestellt wird.

Abb. 2A: Glomerularer Filter in stark vergré3erter transmissionselektronenmikroskopischer Aufnahme.
Unten sieht man das Lumen einer Kapillare mit af#dlgen Plasmaproteinen, die sich als flockige $ahs
darstellen. Fenestriertes Endothel (E) begrenzKadigillare. Es schliel3t sich die Basallamina (Bh) auf der
die PodozytenfiiRichen (P) verankert sind. Die Uleer Filtrationsschlitzen liegende Schlitzmembrandistch
Pfeile gekennzeichnet. Balken = 1 pm [nach Junqueit al. 1998]. Abb. 2B: Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme der Podozyten eines Glomelus. In den grof3en Vorwdlbungen liegen die Kerne
der Podozyten. Deutlich wird die kammartige Veraalm der Fortsatze. Balken = 10 um [aus Fujita et al
1981].

Im Raum zwischen den Kapillarschlingen des Glomerdinden sich Mesangiumzellen, die
das intraglomerulare Mesangium bilden. Diese eltienfartsatzreichen, zur Phagozytose
befahigten Zellen sind von der Basalmembran deiillkiagn eingeschlossen, so dass sie vom
Kapillarlumen nur durch das Endothel getrennt slhce Aufgabe ist der Abbau von aus den
Kapillaren ausgetretenen Makromolekilen und dem w®m Podozyten stéandig neu
gebildeten Basalmembranmaterial sowie der mechamisAusgleich des hohen
hydrostatischen Drucks in den Glomeruluskapillgd@mqueira 2005]. Innerhalb der beiden
Blatter der Bowman-Kapsel liegt der Filtrationsrguer den Primarharn aufnimmt.
Gegenuber dem Gefal3pol befindet sich der Harnpol,dem aus der Innenraum der Kapsel

in das Tubulussystem Ubergeht.
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1.1.3 Resorption und Exkretion im Tubulussystem

Beginnend am Harnpol der Nierenkérperchen fullem Bubuli der Nephrone den gréf3ten
Teil der Niere aus. Im Verlauf des Tubulussysteresden nicht nur etwa 99% des filtrierten
Wassers, sondern auch eine vergleichbare Mengelates gelosten Kochsalzes, samtliche
Zucker, Aminosauren und Proteine des Priméarharnsdevi rickresorbiert. Durch die
Konzentrierung des Harns koénnen die harnpflichtig&ubstanzen, insbesondere
stickstoffhaltige Endprodukte des Stoffwechsels Maenstoff, Harnsdure oder Ammoniak, in
nur 1 bis 1,5 | Endharn pro Tag ausgeschieden wefdenqueira 2005]. Damit diese
Leistung erbracht werden kann, gliedert sich dasulussystem in drei grof3e Abschnitte, die
sich morphologisch und funktionell unterscheiderineE schematische Darstellung des

gesamten Systems zeigt Abbildung 3.

Verbindungsstiick  Mittelstick
» Pars convaluta
N )I).- distalis
Y ,Pars recta
i s / dhistalis
L
S Al Mieren-
Rinde o _.::-'":.:llll‘; T kibrperchen
PR
| | Hauptstick
P ! ‘—Pars convoiuta
&= I3 | | F.ll:.-:ll':ull'_i
1 | Pars recta
- | | i praximals
AT | ————
g L Lo Abb. 3: Ubersicht Uber den Aufbau der
r~
& Innen. i ! Nephrone und ihre Lage innerhalb des
Z streifen f
e RV Nierenlappens. Das von den Nieren-
kérperchen ausgehende Tubulussystem besteht
Mark ) . aus proximalem, intermediarem und distalem
——— Ubearleitungsstick
n Tubulus sowie dem Verbindungsstick.
5 SdrrairGe Wahrend die Nierenkorperchen in der Rinde
= s FT - . . .
. -;,f lokalisiert sind, findet man im Mark nur
LY. . .
S - Ducius papdlars Abschnitte von Tubuli und Sammelrohren [aus
! | Schiebler 2005].

Aus der Bowman-Kapsel entspringt mit dem proximalemulus der l&angste Abschnitt des

Nephrons. Dieser Teil setzt sich zusammen aus eirsten gewundenen Abschnitt, Pars
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convoluta proximalis, und einem anschlieRendenrgesdien Teil, der Pars recta proximalis.
Lichtmikroskopisch besteht die Wand des proximalambulus aus einem einschichtig
kubisch bis hochprismatischen eosinophilen Epithdessen Zellen grofR3e, runde,
euchromatinreiche Kerne aufweisen. Apikal findehsneben Endozytosevesikeln ein hoher
Burstensaum, der von einer PAS-positiven Glykokaledeckt ist. Ultrastrukturell
entsprechen dem Birstensaum ca. 1 pum lange, d@bhtsle Mikrovilli, wovon jede Zelle
rund 6000 besitzt. Basalseitig verursachen zalheejgarallel stehende Mitochondrien und
das zwischen ihnen nach innen gefaltete PlasmaldasBild einer basalen Streifung. Die
Mitochondrien decken den Energiebedarf fiir die i@sen Einfaltungen gelegene N&'-
ATPase, die zusammen mit zahlreichen Carrierpreteund lonenkanélen fir passive und
primar bzw. sekundar aktive Transportmechanismeamanieortlich ist. Auf diese Weise
konnen Kationen wie Natrium, Kalium, Kalzium und @fesium sowie Anionen wie
Phosphat, Sulfat, Bikarbonat, Chlorid oder auch Woséuren und Zucker resorbiert werden.
Obwonhl der glomerulare Filter flr Proteine so gug wicht durchlassig ist, gelangen taglich
doch zwischen 2 und 10 g Proteine in den Primarti2enen Wiederaufnahme erfolgt mittels
Endozytosevesikeln, die in der Zelle mit Lysosonfesionieren, um die Proteine zu
Aminosauren abzubauen. Durch den in der Folge delfakigen Transportprozesse
ansteigenden osmotischen Druck stromt Wasser psggiohl trans- als auch parazellular aus
dem Tubuluslumen aus. Am Ende des proximalen Tgbusind ca. 70% des
Primarharnvolumens und ein &hnlicher Anteil desridiats wieder aufgenommen. Glukose,
Aminosauren und Proteine werden vollstandig im pnaen Tubulus resorbiert, da es in den
anderen Tubulusabschnitten keine Transportmecheaniggibt [Junqueira 2005]. Neben der
Resorption erfolgen auch sekretorische Prozessduneb organische Sauren wie Urat oder
Oxalat und organische Kationen wie Atropin oder pton ausgeschieden werden. Oft erfolgt
vor der Sekretion eine Bindung der Stoffe an Stoffe Sulfat oder Glukuronsaure [Welsch
2003].

An den proximalen Tubulus schlie3t sich der intefi@ee Tubulus an, der auch als
Uberleitungsstiick bezeichnet wird. Der Durchmesgamt von 50 bis 60 pm im proximalen
Tubulus auf 12 bis 15 um ab. Das stark abgefladh@ndepithel weist nur wenige
Zellorganellen und keinen Bulrstensaum auf [Welsd032 Die Kerne verursachen

Auswolbungen der Zellwande, die in das 10 bis 12weite Tubuluslumen hineinragen. Die
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Tubuli sind wasserpermeabel, so dass Wasser daserLuim Richtung der héheren

Osmolalitat des Interstitiums verlassen kann [Subire2005].

Der nachfolgende distale Tubulus besteht wiederus einer Pars recta und einer Pars
convoluta, die dasselbe Bauprinzip aufweisen. Anergang zwischen beiden Abschnitten,
aber noch in der Pars recta, befindet sich die Madensa, durch die der Tubulus in direktem
Kontakt zum Gefal3pol seines Nierenkdrperchens.skhhandelt sich dabei um bestimmte
Epithelzellen, die Teil des juxtaglomerularen Agias sind und somit eine wichtige Aufgabe
bei der endokrinen und der Filterfunktion der Niétgernehmen. Die Zellen des distalen
Tubulus sind etwas kleiner und heller als die deximalen Tubulus und weisen weder
Blrstensaum noch Endozytosevesikel auf. Ausgepragght Junctions dichten den
Zellverband nach aul3en hin ab, so dass der Tulbdolaitt wasserundurchlassig wird
[Lallmann-Rauch 2003]. Es ist eine basale Streifenkennbar, die von Zellfortsatzen und
zahlreichen dicht stehenden Mitochondrien gebidet. Diese liefern die nétige Energie flr
die in der Zellmembran lokalisierte NK*-ATPase, die eine ausgepragte Transportleistung
der Zelle erméglichen [Junqueira 2005]. Insgesarnntl wer Harn hier hypoton, da NaCl

resorbiert wird, ohne dass Wasser nachstromen kann.

Eine wichtige funktionelle Einheit stellt die sogemte Henle-Schleife dar. Sie setzt sich
zusammen aus den bereits beschriebenen Abschiittenrecta des proximalen Tubulus,
dem intermediaren Tubulus und der Pars recta dstlel Tubulus. Zusammen mit
bestimmten Blutgefal3en der Niere, den Vasa redtdetlsie das histologische Korrelat fur
das physiologische Prinzip der Gegenstrom-Multgtlibn. Dieses ist fur die Konzentrierung
des Harns unabdingbar. Je langer die Henle-Schdeigelegt ist, desto besser ist eine Niere
in der Lage, den Harn zu konzentrieren. Beim Meesakird eine Konzentration von etwa

1200 mosm/I erreicht [Junqueira 2005].

Den letzten Tubulusabschnitt bildet der Verbinddnigslus. Dieser ist geschléngelt und stellt
die Verbindung mit dem Sammelrohr her, wobei ethannehrere distale Tubuli aufnehmen
kann [Schiebler 2005]. Das Epithel enthélt Zellelie vergleichbar mit den Zellen der
Sammelrohre sind. Sie lassen sich beeinflussen amdiuretischem Hormon, das die
Wasserpermeabilitat erhoht, und von Aldosteronemurtessen Kontrolle aktiv Natrium

resorbiert wird [Junqueira 2005].
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1.1.4 Sammelrohre

Die Sammelrohre sind entwicklungsgeschichtlich valen Gbrigen Anteilen des

Tubulussystems abzugrenzen. Sie gehen aus derksrespe hervor, wahrend die Nephrone
im metanephrogenen Mesenchym der Nierenanlage ebetst Unterschieden werden
kortikale und aufR3ere bzw. innere medullare SamredroDer Harn gelangt zunachst Uber
etwa zehn verschiedene Verbindungstubuli in die rBalmohre, die in den Markstrahlen

gestreckt in Richtung des Nierenmarks und der Ngapille verlaufen. Im Verlauf kommt es

zu Zusammenschlissen der Sammelrohre untereinamesturch letztlich ca. sieben

Sammelrohre ein immer grol3er werdendes Lumen bilderhin zu den 100 bis 200 pum
weiten Ductus papillares. Von diesen grol3en Endéstiieniinden beim Menschen pro Niere
etwa 200 bis 700 an den Spitzen der Nierenpapifietie Nierenkelche. Das kubische bis
prismatische Epithel weist gut sichtbare Zellgrenzeif, an denen die Zellen das Lumen
durch Tight junctions wasserdicht nach aul3en alzagrenEs lassen sich zwei Zelltypen
unterscheiden, die Haupt- und die Schaltzellen §éreP003].

In den Membranen der hellen Hauptzellen sind Waaséte, sogenannte Aquaporine,
eingelagert. Wahrend das Aquaporin 3 in der bam@kn Membran standig verfugbar ist,
wird das Aquaporin 2 in der apikalen Membran nuteurEinwirken von antidiuretischem
Hormon, dem ADH, eingebaut. Es wird in den Membrawen intrazellularen Vesikeln
bereit gehalten und Uber Exozytose in die Membrdagriert, wenn ADH basolateral an
entsprechende Rezeptoren gebunden hat. DadurchdwirMembran wasserdurchléssig, so
dass Wasser dem osmotischen Gradienten folgend Intestitium austreten kann.
Entsprechend verursacht eine bei ADH-Mangel germgdenge an Aquaporin 2 eine
geringere Durchlassigkeit fur Wasser und somit gridi3eres Endharnvolumen geringerer
Konzentration. Ein weiterer Regulationsfaktor iasdHormon Aldosteron, das die Resorption
von Natrium und die Abgabe von Kalium in den Tulsutinein kontrolliert [Lullmann-Rauch
2003].

Die dunklen, mitochondrienreicheren Schalt- odeiséhenzellen unterteilen sich in Zellen
vom Typ A und vom Typ B. Typ-A-Zellen sezernierdpeti die apikale Zellmembran mittels
einer H-K™-ATPase und einer HATPase Protonen ins Sammelrohrlumen, wahrendasialb

Bikarbonat ins Blut abgeben. Die selteneren TypeBeltzellen kbénnen bei alkalotischer
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Stoffwechsellage Uberschissiges Bikarbonat ins lundes Sammelrohrs sezernieren
[Welsch 2003].

1.1.5 Blutversorqung der Niere

Die Niere weist eine ausgesprochen reiche Versgrguih BlutgefaRen auf. So ist jede Niere
in der Regel mit einer A. renalis aus der Aorta eirger V. renalis, die in die V. cava mindet,
versorgt. Durch den direkten Blutzufluss aus dert&ond den Abfluss in die V. cava kann
die gesamte zirkulierende Blutmenge des Korpers Nlexre alle vier bis funf Minuten
durchstréomen. Aus der A. renalis gehen insgesamizbifiinf Segmentarterien hervor, die
sich im Sinus renalis in Aa. interlobares aufzweigdiese dringen zwischen den
Markpyramiden ins Nierengewebe ein und verzweigah sviederum in rechtwinklig
abgehende Aa. arcuatae. Die Aa. arcuatae, die kens®Rinde und Mark bogenformig
verlaufen, entsenden radiare Aa. interlobulares,iniRichtung der Kapsel ziehen und die
Arteriolae glomerulares afferentes abgeben. Ausetieschliel3lich werden die Kapillarknauel
der Nierenkdrperchen versorgt, bevor Arteriolaengtaulares efferentes das noch immer
sauerstoffhaltige Blut weiter transportieren. Voandkortikalen Glomeruli aus erfolgt der
Abfluss analog zum arteriellen Zufluss tber Vv.entdbulares und die entsprechenden
Zwischenstufen bis hin zur V. renalis. Die Artesiel efferentes der marknahen Glomeruli
versorgen weiter das Nierenmark, indem sie langeMark ziehende Vasa recta bilden, die
zu den Henle-Schleifen und Sammelrohren paralleflavgen und schlief3lich in
Kapillarplexus munden. Angelagert an die absteigandasa recta finden sich aufsteigende
vendse Vasa recta. Durch die Gesamtheit dieserkiBtem wird das Prinzip der
Gegenstromdiffusion ermdéglicht, da die speziellepiKararchitektur verhindert, dass der
hohe osmotische Druck im Interstitium ausgewascham. Auch sie minden in Vv.
interlobulares [Schiebler 2005]. Das System istasggelegt, dass nur 8% der gesamten
Nierendurchblutung das Mark erreichen und nur 1%ig Innenzone des Marks gelangt
[Junqueira 2005].
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1.2 Molekulare Bildgebung

1.2.1 Grundlagen der molekularen Bildgebung

Mithilfe der molekularen Bildgebung, auch als MalEr Imaging bezeichnet, sollen

biologische Prozesse auf zellularer und molekuldtbene in vivo charakterisiert und

gemessen werden. Das Augenmerk ist hierbei niclir raef die aus den verschiedensten
Krankheitsbildern resultierenden morphologischendviderungen, sondern auf die eigentlich
zugrunde liegenden molekularen Abnormitaten gegichitlan mdchte so die Mechanismen
der Krankheitsentstehung verstehen und sich diempleutisch zunutze machen. Da die
bisher betrachteten anatomischen und physiologiscWieranderungen nur eine spate
Manifestation der molekularen Veranderungen simthofé man sich nun eine frihere

Erkennung von Krankheiten bzw. sogar deren Vorstadind damit einen direkten Einfluss
auf die Patientenversorgung. Des Weiteren konneh aie Auswirkungen einer Therapie

bereits kurz nach Therapiebeginn dargestellt werderdass der Erfolg pharmakologischer
oder biologischer Intervention nicht erst nach Menatberprift werden kann [Weissleder
2001b; Allport 2001].

Schon friher wurden ,molekulare* Bildgebungsvertahmit monoklonalen Antikérpern

oder der Darstellung von Rezeptoren entwickelt,r abest jetzt wurden grundlegende
Techniken wie molekulares Klonen, RoOntgenkristatipdiie oder hochentwickelte
Computeranalyse routinemallig verfigbar. Ein weitdBaustein war die Entwicklung

nichtinvasiver, hochauflosender bildgebender Teldgien, die sich fir die in vivo-

Diagnostik eignen [Yeh 1995; Becker 2001; Paulu8020Der nach wie vor anwachsende
Forschungszweig hat die Entwicklung und Testungnéubeitsmaterialien, Reagenzien und
Methoden zum Ziel, so dass spezifische molekulagagBvege analysiert werden kénnen,
die eine Schlusselrolle im Krankheitsprozess einmerh[Weissleder 2001b; Allport 2001].

Um spezifische Molekile in vivo darstellen zu kompemuissen verschiedene
Schlusselkriterien erfiullt sein. Dazu zahlen zuiséictie Verfugbarkeit von hochaffinen
Markermolekulen mit angemessener Pharmakodynandkdis Fahigkeit dieser Marker, auf

ihrem Weg durch den Korper biologische Barrieren therwinden. Es gibt vielfaltige
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Strategien, sowohl die vaskularen und interstérelGrenzen als auch die Zellmembranen zu
umgehen. So kann durch Translokationssignale diaeskl ransport der Marker in die Zelle
induziert [Lewin 2000], durch PEGylierung Immunogéahund Wiedererkennung durch das
Immunsystem vermindert [Bogdanov 1993], mithilfenviang zirkulierenden Markern eine
gleichmaliigere Verteilung erreicht [Bogdanov 1996]d mit pharmakologischen und
physikalischen Methoden das Targeting verbessereme[Muldoon 1995; Neuwelt 1994].
Eine weitere Herausforderung stellt es dar, ungeéboe Liganden zu eliminieren, um
Hintergrundrauschen zu minimieren. Da man die (dhérssigen Marker nicht wie bei in
vitro-Versuchen auswaschen kann, muss man versusleanderweitig aus der Zirkulation
zu entfernen. Zum Beispiel kann man den Transfer Marker ins retikuloendotheliale
System induzieren, indem man kurz vor der optiscBamstellung spezifische ,Chase*-
Komponenten hinzufligt [Goodwin 1988]. Um in vivoteldiert werden zu kdnnen, missen
die Marker ihre Zielstrukturen in ausreichender Kemiration und fur eine ausreichende
Zeitdauer erreichen. Es sollte also die Bindunglioligt spezifisch sein und eine zu schnelle
Ausscheidung oder Metabolisierung vermieden wer@as. Weiteren gibt es verschiedenste
Strategien, wie das Signal am Wirkort chemisch dmi@iogisch noch verstarkt werden kann.
Beschrieben sind zum Beispiel eine Erhdéhung der kbtaonzentration durch eine
Vormarkierung [Barbet 1998] bzw. eine verbesseiteeik [Hu 1996] oder die Fahigkeit der
Marker, ihr Verhalten nach der Bindung an die Zelekile etwa durch enzymatische
Aktivierung zu verandern [Weissleder 1999]. Als ke eingesetzt werden zum Beispiel
rezeptorspezifische Liganden, Enzymsubstrate odebiherimolekulare sogenannte

Biopharmazeutika wie monoklonale Antikoérper odéwrabinante Proteine.

Schlief3lich missen schnelle und hochauflésendeg&idngstechniken verfiigbar sein, um
die Informationen umzusetzen und zuganglich zu machm Wesentlichen unterscheidet
man drei Arten, auf der die Bildgebung basierennkadu den nuklearmedizinischen
Techniken zahlen neben der zweidimensionalen $rampthie auch die ebenfalls auf der
Emission von Gammastrahlung basierende dreidimealksio Einzelphotonen-Emissions-
Tomographie (Single Photon Emission Computed Toapyy, SPECT) sowie die in Kapitel
1.2.2 erlauterte Positronen-Emissions-TomograpRIET(]. Eine weitere Methode stellt die
Bildgebung auf der Grundlage der Magnetresonanz rddrderen Grundlagen sich Kapitel
1.2.3 befasst. Schlief3lich gibt es noch das Primap optischen Bildgebung, das die im
Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehende Grectinik darstellt. Die optische
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Bildgebung basiert auf Phanomenen wie Fluoreszefasorption, Reflexion oder
Biolumineszenz [Weissleder 2001b].

1.2.2 _Positronen-Emissions-Tomographie (PET)

Als Beispiel fur ein funktionelles nuklearmedizicies Schnittbildverfahren soll die
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) herausdegritverden, bei der die Verteilung
eines Radiopharmakons im Kdrper nichtinvasiv daagiesvird. Auf diese Weise kdnnen in
der Onkologie maligne Tumore lokalisiert und in d&ereichen Neurologie und Kardiologie
wichtige Informationen zu Krankheiten gewonnen weerdSeit den ersten Anwendungen
dieser Technik um 1975 [Ter-Pogossian 1975; PHE@S] wurde eine Reihe moderner PET-
Systeme entwickelt. Neben Geraten fur den klinisdBebrauch und die Forschung existieren
spezielle Mikro-PET-Systeme fir Nage- und Kleirdierdie mit einem raumlichen
Auflésungsvermégen von 1 mm eine extrem hohe Semdit aufweisen [Correia 1999;
Correia 2000].

Grundlegendes Element jeder PET-Untersuchung isvelevendete3’-Strahler. Es entsteht
beim Zerfall eines durch seinen Protonenreichtustaimilen Kerns ein stabilerer Zustand,
indem sich im Kern ein Proton in ein Neutron und &ositron umwandelt. Zusatzlich
entsteht ein  ungeladenes  Neutrino, das aber aufgruseines grof3en
Durchdringungsvermdgens nur schwer nachzuweiseBétdiesem sogenannt@i-Zerfall
nimmt die Kernladungszahl um eine Einheit ab, wétirgich die Massenzahl nicht verandert.
Die Herstellung der protonenreichen Isotope erfohgthilfe eines Elementarbeschleunigers
wie dem Zyklotron durch Generieren energiereichestdnen, die dann in den Zielkern
eindringen konnen [Fowler 1986]. Vorteilhaft furedklinische Anwendung des PET-
Verfahrens ist, dass sich zu den im Korper am béatéh vorkommenden Element@it
Strahler herstellen lassen, die am normalen Metahak teilnehmen kdnnen. Es werden
hauptsachlich die Elemente KohlenstoffQ), Stickstoff ¢3N), Sauerstoff fO) und Fluor
(*®F) verwendet [Herzog 2006]. Beispielsweise kann dieit Fluor markierte
Fluordesoxyglukose (FDG) von den Zellen wie Glukaségenommen, aber nicht weiter
verstoffwechselt werden, wodurch intrazellular eidereicherung stattfindet. So kdnnen

Ruckschlisse auf den Glukosestoffwechsel verschexdéewebe gezogen werden [Baghaei
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2004]. Nach dem gleichen Prinzip kann mit anderadiépharmaka vorgegangen werden. Da
die Halbwertszeiten der genannten Isotope allesdimgist im Bereich weniger Minuten
liegen, muss die Herstellung in unmittelbarer N@be klinischen Einsatz erfolgen. Damit
sind der routineméRigen Verwendung aufgrund deehdKosten fir eine Zyklotronanlage

gewisse Grenzen gesetzt.

Der ausgewahlte Marker wird zumeist intraventsziejt, so dass er in den Stoffwechsel
gelangt. Wird durch einen Zerfall ein Positrondesetzt, legt es im Gewebe eine Strecke von
etwa 0,2 bis 2 mm zurtick [Baghaei 2004], wobei @ses Energie durch Anregung von
Hullelektronen auf hohere Energieniveaus, durchiskiion oder durch Bremsstrahlung
abgibt. Nachdem es den gréf3ten Teil seiner kifetisdEnergie verloren hat, erfolgt eine
sogenannte Zerstrahlung oder Annihilation. Dabiragiert das Positron mit einem Elektron
aus dem Gewebe, so dass die Massen beider Partikbl dem Gesetz E = ni (mit E:
Energie, m: Masse des Positrons bzw. Elektronsichtgeschwindigkeit) in Energie in Form
von elektromagnetischer Strahlung umgewandelt wer@o entsteht ein Photonenpaar,
wobei jedes der beiden Photonen entsprechend desevianes Positrons bzw. Elektrons eine
Energie von 511 keV aufweist [Ter-Pogossian 198%.werden in einem Winkel von 186°
0,6°, also annahernd in entgegengesetzte Richturgeittiert [Baghaei 2004]. Ringférmig
um den Patienten angeordnet befinden sich Detektare denen die Photonen beim
Auftreffen ihre Energie durch Anregung von Elek&ganabgeben. Auf diese Weise werden
Koinzidenzen zwischen je zwei dieser Detektorenistagrt. Aus der zeitlichen und
raumlichen Verteilung der registrierten Ereignigged sowohl auf die Quantitat als auch auf
die Lokalisation der Positronen-Emitter geschlossenl eine Serie von Schnittbildern

errechnet.

Allerdings erreichen nicht alle im Koérper emittemt Photonen das umgebende
Detektorsystem. Die Photonen kdonnen mit Gewebeaagieren, indem sie beispielsweise
absorbiert werden. Vor allem aber kdnnen sie ged&3Compton-Effektes einen Teil ihrer
Energie auf ein in der auf3eren Schale einer Atolmgitzendes Elektron Ubertragen, das
dadurch vom Atom abgetrennt wird. Das Quant berdizh der Einwirkung auf das Elektron
eine verringerte Energie und bewegt sich mit veséed Flugrichtung weiter. Die PET-

Kamera wertet detektierte Gammastrahlung nur, wemmnem Koinzidenzfenster von 10 bis

20 ns zeitgleich ein zweites Photon registrieridwiwvodurch Hintergrundrauschen verringert
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wird. Dennoch koénnen auch Zufallsereignisse audtretdie durch zeitgleiche, aber
voneinander unabhangige Detektionen falsche Infoomen liefern. Wurden zwei Ereignisse
schlie3lich akzeptiert, kann deren Entstehungdektr®nisch auf der Verbindungslinie der
beiden Detektoren lokalisiert werden [Baghaei 20Q4h den Ursprung der beiden Photonen
daruber hinaus eingrenzen zu konnen, gibt es zweidgegende Techniken: Die Time-of-
flight-Methode (TOF) macht es sich zunutze, dass sich mit Lichtgeschwindigkeit
bewegenden Photonen nur dann exakt zum gleichépubét an den Detektoren auftreffen,
wenn sie genau in der Mitte der Verbindungsliniéseimden sind. Aus dem eventuellen
Zeitunterschied von wenigen Nanosekunden kann diesdhiebung in Richtung eines der
beiden Detektoren errechnet werden. Allerdings kden Zeitpunkt des Auftreffens mit
derzeitigen Mitteln bestenfalls mit einer Genauigk®n 0,5 ns bestimmt werden, so dass
sich diese Methode als zu ungenau erwiesen hat. d&ssen wird die Non-time-of-flight-
Methode (NTOF) angewendet, bei der nicht die gethakalisation des Ereignisses auf einer
Verbindungslinie entscheidend ist, sondern dem @tgskl mit jedem Ereignis eine neue
Verbindungslinie hinzugefigt wird. Da in Arealentrhoher Anreicherung des Markers viele
Photonenpaare emittiert werden, die sich in unieesicher Ausrichtung entgegengesetzt
wegbewegen, werden diese Areale schliel3lich durehHéufung der Schnittpunkte aller
Verbindungslinien dargestellt [Early 1995]. Da loeeser Art der funktionellen Bildgebung
aber zum Beispiel im Bereich des Abdomens oftmaamnische Strukturen fehlen, anhand
derer man die durch Anreicherung markierten Beeeidbkalisieren kann, macht die
Kombination mit anatomischer Bildgebung Sinn. Ddisivaurde das duale PET/CT-System
entwickelt, bei dem optimalerweise beim gleichensM®rgang sowohl die PET-Detektion
als auch die computertomographische Bildgebundgafo so dass die Bilder Gbereinander
gelegt und so die markierten Areale auch anatomgeanau zugeordnet werden kdnnen
[Baghaei 2004].

1.2.3 Kernspinresonanz (NMR)

Das Prinzip der Kernspinresonanz (Nuclear magnetsonance, NMR) kann in
unterschiedlicher Weise sowohl fir anatomischeaat fir funktionelle Bildgebung genutzt
werden. Um die Art der Signalerzeugung nachvolielzu kénnen, soll zunachst auf die

physikalischen Grundlagen eingegangen werden. ltteMunkt der Betrachtung stehen die
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Atomkerne der untersuchten Materie selbst. Wiestigktronen der Atomhdille, so haben auch
alle Nukleonen einen diskreten Eigendrehimpuls, degenannten Spin, dessen Vektor
parallel zu ihrer Drehachse liegt. Dabei ist dieeldichtung von Protonen und Neutronen
genau entgegengesetzt. Enthélt ein Kern also gleiele Protonen und Neutronen, so
resultiert ein Gesamtdrehimpuls von null, da siclke drehimpulse aufheben. Bei
unterschiedlicher Anzahl von Nukleonen der beidenp@en ist der Eigendrehimpuls des
Atomkerns ungleich null und der Kern rotiert umngeHauptachse. Weil Atomkerne durch
ihre Protonen eine positive Ladung tragen, erhalh wurch die Rotation bewegte Ladungen,
die naturgemal ein Magnetfeld induzieren. Wird non auf3en ein statisches Magnetfid
angelegt, so richtet der Kern seine Hauptachse, MagnetisierungsvektoM, mit einer
sogenannten Prazessionsbewegung entsprechend dpeetldiles entweder parallel oder
antiparallel aus. Er wird dadurch auf ein hoheneergieniveau angeregt. Wird das homogene
Magnetfeld abgeschaltet, fallt der Kern in seinde alage zurick und gibt die
Energiedifferenz in Form von elektromagnetischeal8ting wieder ab. Ebenso kann das
Energieniveau des Kerns durch Anlegen und Absahaiees weiteren Magnetfeldes durch
erneutes Prazedieren verandert werden. Aus diesemd@®vird fur die Messung ein zweites
hochfrequentes Magnetfeld in transversaler Richtangelegt, so dass der Kern seine
Prazessionsbewegung beibehalt und sich nicht & legstimmte Richtung ausrichten kann.
Hierzu existiert in Abh&ngigkeit von der Beschaffeit des Kerns, die im gyromagnetischen
Faktor y ausgedruckt wird, und des angelegten Magnetfeligs eine bestimmte
Resonanzfrequenz. Diese Eigenfrequenz des Kerieespdenannte Larmorfrequeatarmon,

wird durch den folgenden Zusammenhang beschrieben:

Wrarmor = Y [Bo

Entspricht die angelegte Frequenz der Larmorfregusmwird ein Maximum der Energie des
Hochfrequenzfeldes aufgenommen, so dass der Magnatigsvektor schliel3lich annéhernd
senkrecht zur Richtung des Magnetfeld8s rotiert. Umgekehrt kann man durch die
Regulation der auf3eren Variablen selektiv bestiniteteme anregen: Die Larmorfrequenz des
zu detektierenden Kernes wird durch die Wahl ddsalge vonBy so eingestellt, dass sie der
gewahlten Frequenz des zweiten Magnetfeldes ealspEine Anregung erfolgt also nur im

Resonanzfall, also bei Ubereinstimmen der beideequ@nzen. In der technischen

Anwendung gilt es nun, Atomkerne zu finden, dergrognagnetischer Faktor es ermdglicht,
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dass sowohl Frequenz und Betrag der Magnetfeldesugt werden kdnnen, als auch die
Larmorfrequenzen mit ausreichender Signalstarkengegsbar sind. Aus unterschiedlichen
Grinden hat sich hier das Proton, der Kern des ®&vstsdfatoms 'H), als vorteilhaft
erwiesen: Das héaufige Vorkommen von Wasserstoffrienschlichen Korper tragt zu einer
ausreichenden Signalstarke bei, aufgrund der udgerraNukleonenzahl ist ein Spin
vorhanden, und auch die notwendigen Feldstarken bisn zu 4 Tesla kénnen mit
supraleitenden Permanentmagneten erzeugt werdeinter&/eKerne in der praktischen
Anwendung sind Phosphof'®), Sauerstoff (O), Fluor ¢°F) und Natrium £Na). Ein
weiteres Phdnomen, das die Resonanzfrequenz hessipflist die sogenannte chemische
Verschiebung. Ist der untersuchte Kern in einer édolstruktur chemisch gebunden,
verschiebt sich je nach Bindungspartner und Paosita Molekll die Larmorfrequenz
[Tschirley 1996].

Fur die Messung wird eine Spule in die Nahe degnaiden Kerns gebracht. Die durch die
Prazessionsbewegungen frei werdende Energie intdaen einen Wechselstrom, der als
Resonanzsignal gemessen wird. Dabei beruht die uigsdarauf, dass sich die Kerne nach
Abschalten des Hochfrequenzfeldes wieder in ihnepuiinglichen Position entlang des
statischen Feldd3, ausrichten. Diesen als Relaxation bezeichnetereBsokann man in zwei
Ebenen betrachten, woraus sich zwei verschiedersspdeameter ergeben. Definiert man die
Richtung vonBy als longitudinale z-Richtung und die Ausrichtungs dHochfrequenzfeldes
als transversale xy-Ebene, dann nimmt der Mageetisgsvektor der z-Komponente im
Zeitverlauf exponentiell zu, wahrend die xy-Kompotegewieder auf ihren Anfangswert von
null abfallt. Als Langs- oder Spin-Gitter-Relaxatszeit T1 wird die Zeitdauer bezeichnet,

die die z-Komponente benétigt, bis das magnetisdbment wieder aufl.— e* (ca. 63%)

ihres Ausgangswertes angestiegen ist. Da die Geésdigkeit dieses Vorgangs von der
Beweglichkeit des angeregten Kerns innerhalb dedelitverbandes abhangt, haben

Flissigkeiten eine wesentlich kirzere T1-Relaxatieit als Festkorper. Die Quer- oder Spin-

Spin-Relaxationszeit T2 beschreibt die Zeitdaues,die xy-Komponente aué™” (ca. 37%)

des Wertes unmittelbar nach der Anregung abgesuiskeDabei erweist sich die separate
Betrachtung der beiden Ebenen als sinnvoll, dadiermagnetisierung in der xy-Ebene viel
schneller abnimmt, als man im Vergleich mit dem thagsvon T1 vermuten wirde. Dies ist
darauf zurtckzufihren, dass durch WechselwirkunglEm Kerne untereinander die

Larmorfrequenzen der Kerne nicht mehr einheitlichnds Es resultiert eine
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Phasenverschiebung, so dass sich die transvengignetisierungsvektoren makroskopisch
gesehen gegenseitig aufheben. Zusatzlich bescgEuhokale Inhomogenitaten des Feldes
By die Phasenverschiebung der Prazessionsbeweguijen.T2-Relaxationszeit ist in

Festkorpern wesentlich kirzer als in Flissigkeitegjl dort fest gebundene Molekile

ortliche Feldabweichungen aufrechterhalten [Bliah20€6].

Zunachst wurde die beschriebene Technik fir die NBfiektroskopie genutzt. Diese

Methode stellt eines der wichtigsten spektroskdpmacVerfahren zur Analyse von Struktur
und Dynamik von Molekilen dar. In der Folge wurdiese Kenntnisse weiter entwickelt, so
dass auch Informationen Uber Gegenstande und leb@rdanismen gewonnen werden
konnten: die Magnetresonanztomographie (MRT) lteBahnittbilder einzelner Ebenen, die
die Intensitat des induzierten WechselstromesneretGrau- oder Farbskala darstellt. Da die
Signalstarke bei entsprechender Einstellung vonDilehte an Wasserstoffkernen abhangt
und sich biologische Gewebe in ihrem Wasser- umdittarotonengehalt unterscheiden, kann
zwischen verschiedenen Geweben differenziert werdenjingster Zeit wurden sogar

Mdoglichkeiten zur funktionellen Bildgebung gefundebdabei dienen unterschiedliche

Molektle als Marker. Beispielsweise kann durch Mesdes Sauerstoffgehaltes im Blut auf
die Aktivitat verschiedener Zellverbande riickgesskén werden, da das Hamoglobin mit
Abgabe von Sauerstoff auch seine magnetischen &ipaften andert. Dies findet besonders
in der Neurologie bei der Untersuchung von Nerverape Verwendung [Funk 2004]. In

ahnlicher Weise bringt die Technik Fortschritte flie Tumordiagnostik: Es konnte gezeigt
werden, dass Ferumoxytol, ein magnetisches Nankglartie Signale von Lymphknoten

derart moduliert, dass es moglich ist, eine Begpeilg von malignen Zellen zu erkennen
[Harisinghani 2007]. Ein weiterer Ansatz ermdglickigar indirekt die Darstellung von

Genexpression. Durch die Erfassung von EisenoxigeNartikeln, die bei Expression eines
bestimmten Transferrinrezeptors vermehrt in entdpgede Zellen aufgenommen werden,

konnte die Synthese dieses Rezeptors sichtbar ¢eenmvacden [Weissleder 2000].

1.2.4 Fluoreszenz

Die dritte grol3e Gruppe der vorgestellten bildgeleen Verfahren ist die optische

Bildgebung. Die Versuche der vorliegenden Arbegibgen vor allem auf dem Phanomen der
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Fluoreszenz, weshalb im folgenden Kapitel derersiidayische Grundlagen und verschiedene
Einsatzmoglichkeiten vorgestellt werden sollen. Deerbegriff der Lumineszenz beschreibt
die Emission elektromagnetischer Strahlung durcbn?t oder Molekile, die vorher durch
Energiezufuhr angeregt wurden. Die anregende Emekghn dabei unterschiedlichsten
Ursprungs sein, was in der Nomenklatur zum Ausdrikecknmt: Man spricht von
Photolumineszenz, wenn durch Absorption elektroratigcher Strahlung angeregt wird, von
Chemolumineszenz, wenn die Energie aus chemischeaktiBnen stammt und von
Biolumineszenz, wenn es sich bei den Reaktionerbioingische Prozesse handelt. Auch die
Anregung durch radioaktive Strahlen (Radioluminageelektrische (Elektrolumineszenz)
und mechanische Vorgange (Tribolumineszenz) singlicto[Ehlers 2002].

Im sogenannten Singulettgrundzustang) (&sitzen die Elektronen, die paarweise in ihren
Orbitalen angeordnet sind, entgegengesetzte SpWwgd Energie in Form von
elektromagnetischer Strahlung aufgenommen, kann [Eektron in ein unbesetztes
energiereicheres Orbital wechseln, ohne dass s&h Spin andert. Je nach Hohe der
anregenden Energie befindet sich das Elektron daminem angeregten Singulettzustand,
z.B. S oder S. Da dieser Zustand instabil ist, wird schon baéd Grundzustand wieder
eingenommen, wobei die Energie durch Aussendentrefalagnetischer Strahlung abgegeben
wird. Diese Strahlungsemission, die spontan inrkrlian 0,1 bis 100 ns nach Beginn der
elektromagnetischen Anregung erfolgt und bei Umtarhung der Bestrahlung innerhalb etwa
10® s abklingt, wird als Fluoreszenz bezeichnet. Dierie der Fluoreszenzstrahlung ist
gemald der Stokes'schen Regel maximal gleich deorhigsten Energie. Differenzen
zwischen Absorptions- und Emissionswellenlange konanhand des Termschemas von
Jablonski, das Abbildung 4 zeigt, erklart werden.ekistieren innerhalb eines Zustandes S
verschiedene Schwingungsniveaus, wobei die Anreg@usgehend vom Grundzustand auf
unterschiedlichen Schwingungsniveaus des jeweillyeregungszustandes enden kann. Die
Emissionsibergdnge gehen aber stets vom niedrigsBahwingungsniveau des
Anregungszustandes aus. Die Energiedifferenz kamohdsogenannte innere Umwandlung
(internal conversion) z.B. bei Zusammensto3en ndeesen Molekilen strahlungslos in Form
von Warme abgegeben werden [Ehlers 2002]. Untetinbeten Umstanden kann die
Strahlungsemission auch erst mehr als eine Milisdke nach Beginn der Anregung
einsetzen und im Vergleich zur Fluoreszenz nacletbnéchung der Energiezufuhr noch 0,1

us bis 100 s und langer anhalten. Der Vorgang wadn als Phosphoreszenz bezeichnet.
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Diese tritt auf, wenn das angeregte Elektron aums &ngulettzustand (z.B.;5zunachst
strahlungslos in einer Singulett-Triplett-Umwandiu(intersystem crossing) unter Umkehr
seines Spins in einen energiedrmeren TriplettzdsaB. T;) wechselt. Erst danach wird die
verbleibende Energie in Form von elektromagnetiséh®sphoreszenzstrahlung abgegeben.
Der Spin des Elektrons wechselt bei der Rickkehden Grundzustand wieder in seine
Ausgangsposition zurtick. Da jeder T-Zustand im Yé&ch zum zugehdérigen S-Zustand
energiedrmer ist, ist das Phosphoreszenz-Emisgiekissm gegenidber dem
Fluoreszenzspektrum des gleichen Molekils zu l@ameaNellenlangen hin verschoben.
Alternativ kann nach Absorption von Licht auch desamte Energie in einer strahlungslosen
Desaktivierung durch inter- und intramolekulare Waslwirkungen abgegeben werden. Ob
eine Lumineszenz auftritt, hangt vor allem von Beschaffenheit des Molekiils ab. Der Teil

eines Molekils, der fur die Fluoreszenz verantwartist, wird als Fluorophor bezeichnet

[Schwedt 1981].
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Abb. 4: Termschema nach Jablonski mit Angabe der Spzustdnde zur Erlauterung von Absorption,
Fluoreszenz und Phosphoreszeng:---) = strahlungslose Ubergénge, (3—=-Ubergédnge durch Absorption

oder Emission elektromagnetischer Wellen [aus ER602].
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In einem Fluoreszenzspektrum wird die Intensitédt eittierten Lichts in Abh&ngigkeit von
der Wellenlange aufgetragen. Angeregt wird dabeimonochromatischem Licht aus dem
UV- oder VIS-Bereich, die Detektion tber den gesamErequenzbereich kann mit einem
Fluoreszenzspektrometer erfolgen. Es wird zwiscAenegungs- und Emissionsspektrum
unterschieden. Bei beiden handelt es sich um Bapediren, da bei der Lichtemission
angeregter Molekule nicht nur elektronische, somdauch variable Schwingungs- und
Rotationszustande eine Rolle spielen [Ehlers 20BRJe Reihe von analytischen Methoden
machen sich die charakteristischen Fluoreszenzsipaften von Verbindungen zunutze. Es
konnen sowohl in der Fluoreszenzspektralanalysétgiina Substanzen identifiziert werden,
als auch in der Fluorophotometrie tber die MessidggFluoreszenzintensitaten quantitativ
Konzentrationen bestimmt werden. Beide Methoden demr unter dem Begriff der
Fluorimetrie zusammengefasst [Schwedt 1981]. Ddeihder Energie des Anregungslichtes,
der in Fluoreszenzlicht umgewandelt wird, wird &giantenausbeute bezeichnet. Eine
Verminderung der Quantenausbeute durch aufl3eretEseflwie z.B. Wechselwirkungen
zwischen Fluorophor und verwendetem Lésungsmitbéeinb man Quenching. Beispiele fur
derartige Loschstoffe sind Schwermetall- und Hatodigonen, Sauerstoff, Stickstoffoxid
oder elementares Chlor [Ehlers 2002].

Vor allem in den Bereichen Biochemie und Medizinrden einige Verfahren etabliert, die
aus Forschung und Diagnostik nicht mehr wegzuderdied. Fluoreszierende Molekile
werden dabei oft als Marker eingesetzt, um spehiésElemente sichtbar zu machen. So sind
beispielsweise bei der DNA-Sequenzierung nach Same vier Basen der DNA
unterschiedlich markiert, so dass nach Trennungvitdekile anhand der Wellenldngen des
emittierten Lichts auf die jeweils vorliegende Basekgeschlossen werden kann. In der
Immunologie werden haufig Antikdrper mit fluoresgeden Markern versehen, so dass die
spezifischen Antigene anhand der Fluoreszenz ebegnsind. Auch mikroskopisch lassen
sich fluoreszierende Elemente sichtbar machen, wésr anderem bei der Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) ausgenutzt wird. Nebeimee Reihe von Madoglichkeiten zur
extrinsischen Markierung gibt es aber auch Stafife eine Eigenfluoreszenz aufweisen. Dazu
gehoéren z.B. die Aminosauren Tryptophan, Tyrosid Bhenylalanin, die auch in Proteinen
und Peptiden noch durch Fluoreszenz nachweisbad. siburch Detektion von
fluoreszierenden Proteinen wie dem Green fluordspeotein (GFP) kdnnen biologische

Vorgéange im Stoffwechsel verfolgt werden [Shimom2@a6].
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1.3 Nanotechnologie

1.3.1 _Nanopartikel

Nanomaterialien (grvavvog = Zwerg) im weitesten Sinne weisen strukturellerii@ale in

einer GroRenordnung von 1 nm bis zu mehreren humdéEmometern in mindestens einer
Dimension auf. Sie zeichnen sich durch ganz spehé Eigenschaften aus, die von
verschiedenen Parametern der Nanostrukturierungangidp sind. Im Vergleich zu

Festkorpern oder gréReren Teilchen ergeben sicreddingen in Bezug auf die elektrische
Leitfahigkeit, die chemische Reaktivitat und didisghen Eigenschaften [Martienssen 2005].
Deshalb kann man durch optische, magnetische widrische Messungen den Ubergang
vom Festkorper- zum Nanoverhalten verfolgen [Fahr2@03]. Die Ursachen fur diese
veranderten physikalischen Eigenschaften sind atef Eine Besonderheit der
Nanostrukturen ist, dass sowohl die Anzahl der @imrenatome im Vergleich zur Anzahl
der Atome im Inneren der Struktur als auch die @erenenergie im Vergleich zur
Gesamtenergie von der Grolenordnung her gleich kémmen. Das heildt, dass die
Oberflacheneigenschaften im Vergleich zu den Volwegenschaften in den Vordergrund
treten. Auch sind die Leitungs- bzw. Valenzeleké&monn ihrer Bewegungsfreiheit auf eine
kleine Lange oder ein kleines Volumen eingeschramkiraus ein Grenzwert fir die
guantenmechanische Wellenlange des niedrigsterir@htchen Zustands resultiert. Dies
wirkt sich auf das optische Absorptionsspektrum . akgs weiterer Punkt ist, dass
beispielsweise bei Nanoclustern aus Metallatomdgrand des rdumlich eng begrenzten
Bereiches nur schwer Versetzungen erzeugt werdennekd Diese eingeschrankte

Bewegungsfahigkeit ist fur eine sehr harte Strulkgrantwortlich [Kittel 1999].

Eine Klassifizierung der Nanomaterialien kann gentéi@ Dimensionalitat erfolgen. Hierzu
legt man die drei Richtungen im Raum #|sY undZ fest. Auf das Material bezogen ergeben
sich die Vektorery, Ly undLz, deren Betrag man jeweils mit der nanoskopischemzz lg
vergleicht. Auf diese Weise erhalt man vier Mogkehen der Konstellation, die in der
folgenden Tabelle zusammengefasst sind. Die Urtede ergeben sich durch die

Abgrenzung im Raum und die daraus resultierendesDgionalitat [Martienssen 2005].
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Lxvyz> Lo Keine Nanostruktur Keine Begrenzung-estkorper

Zweidimensionale| Eindimensionale '
Lxy>Lo>Lz Schichten
Nanostruktur (2-D)| Begrenzung (1-D

Eindimensionale | Zweidimensionalg
Lx>Lo>Lyz Drahte
Nanostruktur (1-D)| Begrenzung (2-D

Nulldimensionale | Dreidimensionale
Lo>Lxyz Punkte
Nanostruktur (0-D)| Begrenzung (3-D

Tab. 1: Klassifizierung der verschiedenen Nanomatéalien. Je nach Abgrenzung im Raum ergeben sich

unterschiedliche Dimensionalitaten [nach Martiens3@05].

Relevant fir die vorliegende Arbeit sind ausschiadi3die punktformigen Nanopartikel, die
in allen drei Raumrichtungen die nanoskopische Bxamterschreiten. Ein Nanopartikel ist
allgemein definiert als eine Kugel oder ein kugalédines Molekiil, das aus wenigen 10 bis
einigen 10.000 Atomen besteht. Die Atome sind @i@nder durch zwischenatomare Krafte
verbunden, stellen aber keinen Festkérper im digaeh Sinne dar [Fahrner 2003]. In der
Umwelt findet man Partikel dieser Grélienordnung zBeispiel als Staubpartikel nach
Vulkanausbrichen oder Waldbrdnden und in Form vamoA und Industrieabgasen.
Vielfaltig genutzt hingegen werden synthetisch bstgllte Nanopartikel, die in den
unterschiedlichsten Bereichen von WissenschaftTewhnik eingesetzt werden kénnen. Zur
Vorgehensweise bei der Herstellung gibt es gruatishtzwei Ansatze: Die ,Top-down*-
Methode geht von einem Korper gréReren Volumens @eissoweit zerkleinert wird, bis er
eine entsprechende GroRe im Bereich von Nanometereicht hat. Im Verlauf der
Zerkleinerung erscheinen die Partikel dabei komgirigh von makroskopischer bis zu
nanoskopischer Grol3e geordnet. Beispiele fur dgeattchnische Verfahren sind das Mahlen
mit Eisenkugeln, Gaskondensation, Laserabtragmisehe und Ultraschallzersetzung oder
bei Metallverbindungen verschiedene ReduktionsnuethoDer zweite Ansatz, die ,Bottom-
up“-Methode, basiert auf der gezielten Synthesegderinschten Partikel aus Atomen, wobei

die Grol3e des Produkts wéhrend des Herstellungsidsrzunimmt. Der Vorteil besteht darin,
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dass man die Partikel kontrolliert nach einem gesgliten Bauplan konstruieren kann, was
vor allem in den Aufgabenbereich der Fachgebieten@&d und Physik fallt [Martienssen
2005; Fahrner 2003].

Die Anwendungsmaglichkeiten der synthetisch hesdish Nanopartikel sind vielfaltig. In
Industrie und Technik findet man sie beispielswease optische Filter in Sonnendl oder
Hautmilch, als Schmutzabweiser fur Autos und FengateEinzelelektronentransistoren oder
Flachbildschirmen [Fahrner 2003]. An dieser Staitdl allerdings hauptsachlich auf den
Einsatz in Biologie und Medizin eingegangen werddrer kdnnen Nanopartikel z.B. als
partikulare Wirkstofftragersysteme fiur Substanzae Wntikorper, Antigene, Toxine oder
Viren eingesetzt werden. Dazu werden den an Makiekiie assoziierten, in Losung
befindlichen Wirkstoffen L&sungsmittelmolekiille emgen (Desolvatation), so dass die
Wirkstoffe in eng vernetzte Nanopartikel eingesshtn werden. Nach einer Hartung kénnen
die 150 bis 500 nm grof3en Partikel intravents veiabt werden. Im Korper reichern sie
sich in Leber und Milz an, wo der Wirkstoff durchbBau des Tragermaterials wieder
freigesetzt wird. Leider ist es bisher nicht gelemgmarktreife Produkte zu entwickeln, bei
denen Antikorper an der Aul3enseite des Tragers masleichend langer Zirkulation zum
Aufspiren bestimmter Zielzellen anhand deren O#ehnftnantigene fuhren [Voigt 2005;
Bauer 2006]. Da die Eigenschaften der Nanoparikelielerlei Hinsicht variiert werden
kénnen und eine Kopplung an verschiedenste Tragstanzen oder Hullen madglich ist,
werden die Partikel auf unterschiedlichste Weisge Ilarker eingesetzt. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurden die Oberflachenstruktureehrfach verandert, in der Hoffnung,
die Partikel dadurch lenken oder beeinflussen zung&dp.

1.3.2 Quantenpunkte

Ebenfalls aus dem Bereich der Nanotechnologie antst der Begriff der Quantenpunkte.
Als solche bezeichnet man dreidimensionale Nantaitlesaus halbleitenden Materialien, die
aus etwa 1dbis 10 Atomen bestehen kénnen [Atkins 20086]. Halbleiiad sStoffe wie z.B.

Silizium (Si), Germanium (Ge), Gallium-Arsenid (Gs)Aoder Cadmium-Selenid (CdSe),
deren Leitfahigkeit fur elektrischen Strom zwischdan Extremen Leiter und Isolator

angesiedelt ist. Der spezifische Widerstand dieStffe wird durch Temperatur und
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Beleuchtung beeinflusst. Da die Atome im Kristadli liEnergiezufuhr durch Warme oder
Licht in Schwingung geraten, entstehen freie Etelen, was eine Erhdhung der Eigenleitung
zur Folge hat [Schafbauer 1999].

Die Herstellung von Quantenpunkten erfolgt entwedérdsung oder durch Abscheidung der
Atome auf einer Oberflache. Mit dem Verfahren déekEonenlithographie kénnen sogar
Quantenpunkte mit einer Grol3e von wenigen 10 nreugzwerden [Fahrner 2003]. Die
verschiedenen Herstellungstechniken wirken sicbkdiauf die GréRe der Nanokristalle und
damit deren optische Eigenschaften aus. Denn egt kén der GrofRe eines Quantenpunktes
ab, wie viel Energie notig ist, um eine elektrisdtetfahigkeit zu erzeugen. Je kleiner der
Radius eines Quantenpunktes ist, desto kurzwelligenss bei Anregung durch
elektromagnetische Strahlung die Wellenlange s&irf. diesem Weg kann man also die
Farbe des Materials beeinflussen. Bei makroskoprscHalbleitermaterialien aus den
gleichen Komponenten hingegen lassen sich die redeken Eigenschaften nicht derart
beeinflussen [Atkins 2006].

Diese Halbleiter mit einstellbaren elektrischen daigchaften werden vor allem in der
Elektronik bei der Herstellung von Transistorengesetzt. Aber auch in verschiedensten
anderen Fachgebieten wie Chemie, Biologie und Miediammen die Quantenpunkte zum
Einsatz. Hier spielen vor allem die besonderensopg&n Eigenschaften eine Rolle. Denn
nicht nur die Erzeugung von freien Elektronen duiehergiezufuhr, sondern auch die
Energieabgabe durch Zuriickkehren eines Elektronseime Licke ist moglich. Dies
entspricht dem Phanomen der Fluoreszenz [Weng 20@&)rch Detektion der
Fluoreszenzstrahlung konnen die Quantenpunkte iblg@ise mikroskopisch sichtbar
gemacht werden. Ahnlich wie bei vielen anderen wisgen oder anorganischen Molekiilen,
die als Marker eingesetzt werden, kdnnen bestinBiriegkturen des Stoffwechsels auch mit
Quantenpunkten markiert werden, wobei letztereilstalind und mehr Licht emittieren
[Atkins 2006].
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1.3.3 Risiken der Nanotechnologie

Die Branche der Nanotechnologie zahlt nach wiezunden aufstrebenden Industriezweigen,
da standig neue, vielversprechende Anwendungsnidgliten entdeckt und weiterentwickelt

werden. Doch gerade weil immer mehr Menschen in emgréRerem Umfang damit in

Kontakt kommen, dirfen auch mogliche Risiken demdechnologie nicht unerwéhnt

bleiben. Denn dieselben besonderen Eigenschaftelthe die Nanopartikel von grol3eren
Festkorpern unterscheiden und die man sich in neelélinsicht zunutze macht, kénnen

durch unabsehbare physikalische und chemischeaktienen mit inrer Umgebung potentiell

eine Toxizitat bewirken [Nel 2006; Priestly 2007].

Eine der wichtigsten Eintrittspforten fir Nanopketiist das respiratorische System. Obwohl
dies vor allem fir die Substanzen gilt, denen dem&th in der Umwelt in Form von
Luftschadstoffen ausgesetzt ist, wird dieser Histtieg durch die Therapien mit Aerosolen
auch Klinisch relevant [Eerikainen 2003]. In denfje konnen Nanopartikel oxidativen Stress
verursachen, der Uber die Aktivierung von Tranglaisfaktoren zu verstarkter Synthese
proinflammatorischer Proteine fuhrt und auf dieseis® das Gewebe schadigt [Schins 2000].
Es wurde sogar ein signifikanter Zusammenhang heiscPartikeloberflache und dem
Ausmald der durch oxidativen Stress induzierten lErtung gezeigt [Brown 2001]. Trotz
allem qilt es, hier weiterfihrende Forschungsarlzeit leisten, da die Partikel in den
bisherigen Studien an Tieren statt durch Inhalat@uptséachlich via Instillation in den
Korper eingebracht wurden [Medina 2007]. Des Wetteist es Nanopartikeln moglich, die
phagozytotische Immunabwehr im Respirationstrakiragehen und Uber das Epithel hinweg
in den Blutkreislauf zu gelangen. Von hier aus lgmanterschiedlichste Organe bis hin zum
Gehirn erreicht und moglicherweise geschadigt werderry 1977; Nemmar 2002]. Auch
Uber den Gastrointestinaltrakt oder die direktenahime durch die Haut konnen Nanopartikel
in den Korper gelangen. Zu den in vitro nachgewiese Schadigungen zéhlen neben
verstarkter Thrombozytenaggregation [Radomski 200&3h zytotoxische morphologische
Veranderungen von Zellen, proinflammatorische Voggi Hemmung von Zellwachstum
[Yamawaki 2006] und Induktion von Apoptose [Cui BDOAllerdings besteht auch hier
weiterer Forschungsbedarf, da weder in vitro gewaenErgebnisse uneingeschrankt auf
lebende Organismen Ubertragen noch Versuche antibi@ye in gleicher Form auf den

Menschen angewendet werden kénnen [Medina 2007].
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Pharmaka

Bepanthehnl, Roche, Grenzach-Wyhlen

DePeX, Serva, Heidelberg
Dikaliumhydrogenphosphat gKPQ;), Merck, Darmstadt
Ethanol, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA
Ethylendiamin-Tetraessigsaure (EDTA), Roth, Kartheru
Harnstoff, Merck, Darmstadt

Hostakel], Intervet, Unterschleil3heim

Immersol™, Zeiss, Oberkochen

Isotonische NaCl-Lésung, Delta Select, Pfullingen
Kaliumdihydrogenphosphat (KIRQ,), Merck, Darmstadt
Ligueminl, Roche, Grenzach-Wyhlen

Natriumchlorid (NaCl), Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS), Serva, Heidelberg
Natriumhydrogencarbonat (NaHGQMerck, Darmstadt
Natronlauge (NaOH), Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd (PFA), Merck, Darmstadt

Rompuri] 2%, Bayer Vital, Leverkusen

Saccharose, Merck, Darmstadt

Salzséaure (HCI), Merck, Darmstadt

Tissue-Tekl, Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande

Triton X-100, Sigma, St. Louis, USA
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2.1.2 Einmalartikel

BAND-AID Spruhpflaster, Ethican, Johnson + Johnson, Norderstedt
Dialyseschlauche, Medicell International Ltd, Londo

Faden 3/0 Ethicdd, Mersilenél, Johnson + Johnson, Disseldorf
Kanulen, BD Microlancé 3, Becton Dickinson, Drogheda, Irland bzw. S.Aada, Spanien
Leukosilkd, BSN medical, Hamburg

Mikrotiterplatten (96-Loch), Greiner, Frickenhausen
Polyethen-Schlauch, SIMS Portex, UK

Reaktionsgefal3e, Sarstedt, Nimbrecht

Spritzen, Injekt-F, B. Braun, Melsungen

Super Frosi Plus Objekttrager, R. Langenbrinck, Teningen
Tuberkulinspritze (1 ml), B. Braun, Melsungen

Wageschalchen, VWR, Ismaning

Wattestabchen, TIP Goldhand, Disseldorf

2.1.3 Instrumente

Bulldogklemmen (FST 18050-28), FST, Dumont, Schweiz
Klemme (FST 13003-10), FST, Dumont, Schweiz

Kivette Type Nr. 104.002F-OS, Hellma, Mullheim

Pinzetten (FST 11002-14, FST 11253-21), FST, Dunfcttweiz
Scheren (FST 14000-12, FST 15001-08), FST, DunRuityeiz

2.1.4 Gerate

Binokulares Operationsmikroskop, Wild, Heerbruggh\8eiz
Digitalkamera DMC 2, Polaroid

Fluoreszenzmikroskop Axioskop, Zeiss, Oberkochen
Fluorimeter FluoroLog, Horiba Jobin Yvon, Minchen
Fluorimeter, GENios Plus, XFLUOR4 Version V 4.50



Material und Methoden 32

Fluorimeter, Institut fur Analytische Chemie, Chemad Biosensorik, Universitat
Regensburg
Heizplatte MR 3001, Heidolph Instruments, Schwabach
Kompressor Jun-Air, Danemark
Kryomikrotom Leica CM 3050 S, Leica, Bensheim
Rotierendes Messer, PolyttonKinematica, Littau, Schweiz
Tischzentrifuge Biofuge pico, Kendro Heraeus, Hanau
Ultraschallgeréat Vibracédll, Sonics & Materials, Danbury, CT. USA
Ultrazentrifuge Centricon T-1170, Kontron, Neufahrn
Rotor Kontron TFT 55.38
GefalRe: Nalgené, Ultra Plusl, Centrifuge Ware, M & B Stricker,
Oberschlei3heim
Ultrazentrifuge Optim@a , Beckman Coultér , Fullerton, California
Rotor TLA-55
Gefal3e: Microfugd Tube, Polyallomer, Beckman

Waage, Sartorius, Gottingen

2.1.5 _Losungen

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS), pH 7,4

Zur Herstellung von 1 | 10facher PBS-LOsung wurdererst zwei Losungen A und B

bendtigt:

A) 1,4 M NaCl
100 mM KHPO,

Mit H,O bidest auf ca. 950 ml auffillen.

B) 100 mM KHPO,
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Mit H,O bidest auf 500 ml auffillen.
Lésung A wurde vorgelegt und unter Rihren mit eimeagnetischen Rihrstab mit B auf pH

7,4 titriert. Unter pH-Kontrolle wurde mit 4@ bidest auf 1 | aufgefullt und vor der

Verwendung autoklaviert.

Perfusionslésung

Fur die Perfusionsfixierung einer Ratte mussten 80Ciner Perfusionsldosung hergestellt
werden. Es wurde mit einer 4%igen Paraformaldetsgaig (PFA) in 1x PBS (pH 7,4)
gearbeitet. Die Herstellung erfolgte mit Mundschotch einem Standardverfahren: 12 g
PFA, ca. 150 ml kD bidest. und 3 bis 4 Tropfen 10 M NaOH wurdeneanoér Heizplatte bei
50 bis 60°C ca. 5 min lang durch Umrihren mit eindagnetriihrstab solange vermischt, bis
die Lésung klar wurde. Anschlielend wurden 30 md B8S hinzugegeben und die Lésung
auf Eis bis zur Raumtemperatur abgekuhlt. Der pHt\Wieirde mit Hilfe von 1 M HCI auf
7,4 eingestellt. Mit HO bidest wurde auf ein Endvolumen von 300 ml auififetind die
fertige Loésung abschliel3end durch ein Papierfilterert.

2.1.6 Dialyseschlduche

Die Dialyseschlauche (Size 2 Inf Dia 18/3214,3 mm; MWCO 12 — 14000 Daltons) wurden
nach einem gangigen Standardverfahren gebraudhgsfggmacht. Dazu wurden die
Rohschlauche fur 10 min in einem Erlenmeyerkolbe i einer Losung aus 1 mM EDTA
mit pH 8,0 und 2% NaHC® gekocht. Nachdem sie intensiv mit entsalztem Wasse
ausgespult worden waren, wurden sie fur weiterenir©in 2 | einer 1 mM EDTA-L6sung
(pH 8,0) gekocht. Nach erneutem Ausspulen mit &rtema Wasser wurden sie zur

Vorbeugung bakteriellen Wachstums in 50% Ethano#ib@ aufbewabhrt.
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2.2 Katheterisierung der Ratten

2.2.1 Auswahl der Tiere

Wesentlicher Bestandteil der Versuche war die syistehe Verabreichung verschiedener
Partikel und die Untersuchung deren Verhaltensabehden Organismus. Dazu wurde den
ausgewahlten Versuchstieren ein Katheter in dieafemoralis gelegt. Es wurden Ratten des
Stammes Wistar mit einer Masse von 200 bis 300 rgveredet, wobei in den einzelnen
Versuchen das unterschiedliche Organgewicht beichdkgt wurde. Die Ratten zeigten sich
als grol3 genug flur die Katheterisierung und halterei ein ausreichend geringes intravasales

Volumen, um mit einer Gberschaubaren Partikelmembeiten zu kénnen.

2.2.2 Anéasthesie

Zur Narkose wurde zunachst eine Mischung aus 0,35Ketamin (Hostaked) zur
Analgosedierung und 0,15 ml Xylazin 2% (Rom@u@%) zur Muskelrelaxation in einer 1-
ml-Tuberkulinspritze hergestellt. Die zu betauberilatite wurde mit der rechten Hand
vorsichtig am Schwanz herangezogen, um ihr danrderitflachen linken Hand ein weil3es
Papierhandtuch Uber den Nacken zu driicken. DabelemuKopf und Hals zwischen Zeige-
und Mittelfinger und der restliche Korper mit denartdiballen in ihrer Position fixiert. Nun
konnte mit der rechten Hand beidseits in die Glaidakulatur mit einer grauen Kantle (BD
Microlancel3 27G % Nr. 20) je ca. 0,1 ml des Medikamentengemischgzaient werden.
Nachdem die Wirkung nach ca. 5 min eingesetzt hattkedie Ratte eingeschlafen war, wurde
der Rest der Mischung intraperitoneal gespritzt.nWeie Ratte dies nicht tolerierte, war
entweder die Wartezeit noch nicht ausreichend odier Medikamentendosis in der
Glutdalmuskulatur musste um jeweils ca. 0,1 ml krhéierden. Bei der intraperitonealen
Injektion war darauf zu achten, dass sie wederzbajeringem oder zu flachem Einstechen
subkutan noch bei zu tiefem oder zu steilem Eitgtiean den Darm verabreicht wurde. Die
Schmerzausschaltung wurde nach weiteren 3 bis 5dmich einen kurzen Kniff in einen

Lauf der Ratte Uberprift, der keine Reaktion hawfen sollte. Auf dieselbe Art war auch im
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Verlauf der Operation stets die Narkosetiefe zurpiiéen und bei Bedarf durch erneute

intraperitoneale Injektion von Ketamin aufrechtezhalten.

2.2.3 Lagerung, Fixierung und Materialvorbereitung

Zur weiteren Vorbereitung auf eine schonende Ojeratund einen mdglichst
beschwerdefreien postoperativen Zustand wurdedgen der Ratte mit einer Augensalbe
(Bepanthe®) bedeckt. Dorsal subkutan zwischen den Schultiebtawurde ein Depot von
ca. 0,5 ml isotonischer NaCl-Lésung injiziert, urasdRisiko einer Volumendepletion zu
senken. An den vier Laufen der Ratte wurde jewaiiKlebestreifen von ca. 4 cm x 1 cm so
befestigt, dass die Ratte auf dem Rucken liegendhdDurchstechen des Uberstehenden
Klebebandes mit Stecknadeln auf der Korkunterl&gert werden konnte. Das Fell wurde in
einem Bereich von ca. 2 cm x 3 cm in der zu katieégenden Leiste abrasiert und der
Bereich anschlieRend mit 70% Ethanol desinfizigurch die damit verbundene Befeuchtung
konnte aul3erdem verhindert werden, dass HaarenirSdas verschleppt wurden. Auch das

verwendete Operationsbesteck wurde vor GebraucliG%t Ethanol desinfiziert.

Um spater zlgig die Katheterisierung durchfihrerké@onen, wurde im Vorfeld auch das
dazu bendtigte Material hergerichtet. Als Kathetklsuch diente ein ca. 20 cm langer
Polyethen-Schlauch (ID 0,58 mm, OD 0,96 mm). Diedé&n sollten nicht schrag
abgeschnitten werden, da die sonst entstehendeeSgpéter die GefalBwand perforieren
konnte. Die Spitze einer blauen Kanile (BD Micraan3 23G 1' Nr. 16) wurde mit Hilfe
einer Klemme (FST 13003-10) abgebrochen, so dasstdenpfe Ende nun auf ein Ende des
Katheterschlauches gesteckt werden konnte und sasifdapter fur Spritzen diente. Das
Kathetersystem wurde mit einem Gemisch von 2 mladap(Liquemir®) pro 100 ml NaCl
luftfrei angefullt und eine Tuberkulin-Spritze m@a. 0,6 ml desselben Gemisches als
Reservoir angehéngt. Vom freien Ende des Schlaunkies/urde mit wasserfestem Stift ein
Abstand von 3 cm markiert. Eine weitere Tuberk@jpritze mit der entsprechenden Menge

an zu applizierender Testsubstanz wurde bereitgeleg
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2.2.4 Praparation

Zunachst wurde die Haut im Bereich der rasiertersteemit einer anatomischen Pinzette
(FST 11002-14) leicht angehoben und dann mit estempfen Schere (FST 14000-12) im
Verlauf des Ligamentum inguinale ein ca. 2 cm landgutschnitt gesetzt. Es folgte distal des
Ligamentum inguinale eine vorsichtige Praparation die Tiefe, indem die Schere
geschlossen unter das Hautniveau gebracht wurdedama durch kontrolliertes Offnen der
Schere Fett und Bindegewebsstrukturen beiseiteaggtrwurden. Dabei war ein aul3erst
vorsichtiges Vorgehen notwendig, um Blutgefal3e viierund Muskulatur nicht zu verletzen.
Alle folgenden Arbeitsschritte wurden unter Verwend eines binokularen
Operationsmikroskops unter 12facher VergroRerunghdefiihrt, um ein exaktes Arbeiten
zu ermoglichen. Die Freipraparation des GefaRnstvamges aus Vena, Arteria und Nervus
femoralis erfolgte mit Wattestdbchen, da mit dieseesentlich gewebeschonender
vorgegangen werden konnte. Vor allem eine Schadigdes Nervs musste unbedingt
vermieden werden, da die Ratte ansonsten bei Eemaahs der Narkose die entsprechende
Extremitat als nicht mehr zum Koérper gehérend aesehliirde. Die medial gelegene Vena
femoralis wurde aus dem Gefalinervenstrang entsgmdcldem OP-Feld in moglichst
maximaler Lange herausprapariert. Der letzte Schut Separation der Vene aus dem
Gewebebett erfolgte mit Hilfe einer gebogenen Rirz€l4 cm), indem diese entlang des

GefalRverlaufes mehrfach geoffnet und geschlossedenu

Unter die freipraparierte Vene wurden mit Hilfe

der gebogenen Pinzette zwei mit 70% Ethanol
befeuchtete Faden durchgezogen. Mit dem
proximalen Faden wurde ein lockerer Knoten um
die Vene gelegt und dieser nach oben abgelegt.
Der distale Faden wurde an der Grenze von frei

liegender Vene zum Gewebe drei Mal fest

Abb. 5 Fréiprapariertes Teilstick der  Verknotet. Die moglichst distale Lage des Fadens

Vena femoralis (Pfeil). Durch Einspanne war dabei wichtig, um eine ausreichende Lange

zwischen zwei Faden wurde es (ber  frej liegender Vene fiir die Katheterisierung zur

urspringliche Niveau im Situs angehoben. /401 1ng zu haben. Die Enden der Faden wurden

jeweils paarweise mit leichtem Zug in die
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entgegengesetzten Richtungen mit Pflasterstreifenkpsilk®) auf der Unterlage befestigt

und der dazwischenliegende Venenabschnitt somésamgehoben (Abb. 5).

AnschlieRend wurde die Venenwand mit einer feinamgekschere (FST 15001-08) im
distalen aufgespannten Bereich zu ca. 1/3 quersahgédten. Um Zittern zu vermeiden und
somit genauer arbeiten zu kénnen, wurde die Audemecmit einem in der anderen Hand
gehaltenen Wattetupfer abgestitzt. Gleichzeitig nkenso das initial austretende Blut
abgetupft werden.

2.2.5 Katheterisierung

Um den Katheterschlauch in die Vene einfihren zunkd, wurde zunachst mit der rechten
Hand eine abgewinkelte Uhrmacherpinzette (FST 1:2253,5 bis 1 cm durch die Offnung
in das GefalRlumen eingefuhrt und um ca. 1 mm getffdadurch konnte das Lumen
aufgedehnt werden, so dass nun der mit der linkandHnit einer gebogenen Pinzette (14
cm) nahe am freien Ende gehaltene Katheterschlawischen den Pinzettenarmen in die
Vene vorgeschoben werden konnte. Sobald der Kathetisa 1 cm an der inneren
Venenwand vorgeschoben war, wurde die Venenwandamit dem darunter liegenden
Katheterschlauch mit der gebogenen Pinzette gefassein Zurtickgleiten des Schlauches zu
verhindern. Nun wurde die Uhrmacherpinzette in deghten Hand gegen eine weitere
gebogene Pinzette (ebenfalls 14 cm) ausgetauscht,
mit der der Schlauch vorsichtig gegen das
Widerlager der anderen Pinzette 3 cm weit bis zur
Markierung vorgeschoben werden konnte. Hierzu
musste der proximale Faden initial etwas gelockert
werden. Dabei war darauf zu achten, dass die

Krimmung des Schlauches dem natirlichen

Gefalverlauf entsprach und dass die GefalRwand

Abb. 6: Mit einer Bulldogklemme fixierter

_ _ . nicht perforiert wurde. War die richtige Position
Katheter in der Vena femoralis (Pfeil).Die
Aspiration von vendsem Blut bestitigt erreicht, wurde der Katheter mit einer

korrekte intravendse Lage. Bulldogklemme (FST 18050-28) in der Vene

fixiert. Zur Bestatigung der korrekten intravendsen
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Lage konnte man nun Uber die angeschlossene Tuimsguitze Blut aspirieren (Abb. 6).

AnschlieRend tauschte man die mit Heparin/NaCl ldefiSpritze gegen die vorbereitete
Spritze mit der entsprechenden Menge an Testsubsias, applizierte die gewinschte
Substanz und spllte das Totraumvolumen des Sclagsteims von 130 bis 140 ul wiederum

mit ausreichender Menge an Heparin/NaCl durch.

2.2.6 _Entfernen des Katheters und Nachbereitung

Nach Applikation der Testsubstanz konnte der Katheieder entfernt werden. Dazu wurde
der Schlauch vorsichtig wieder zuriickgezogen, bis noch wenige Millimeter im
Venenlumen verblieben waren. Dann wurde der vonbedocker geknotete Faden ebenfalls
drei Mal fest um die Vene verknotet, ohne den Kigttsehlauch mit einzubeziehen. So wurde
die Vene fest verschlossen, um den Katheter undBdiElogklemme wieder komplett zu
entfernen. Ratten verfiigen Uber ausreichend Ko#lke, so dass die Unterbrechung der
Vena femoralis in der Leiste keinen vengdsen Staubeéroffenen Extremitat verursachte.
Nachdem alle Faden kurz oberhalb der Knoten abgédtam waren, wurde das OP-Feld
gereinigt und die Haut wieder angenahert. Es folgte Einzelknopfnaht mit einem nicht
resorbierbaren geflochtenen 3/0-Faden (Eth&onUber die gesauberte Naht wurde ein
Spruhpflaster aufgetragen. In diesem Zustand konrda die Ratte in den gut mit Streu

geflllten Kéfig legen, der in einem mdglichst wami®aum stehen sollte.

2.3 Organentnahme

Je nach Versuchsaufbau war eine bestimmte Verwmldder Testsubstanz in der Ratte

vorgegeben. Danach wurden die zu untersuchendeam@®entnommen.

Hierzu wurde die Anéasthesie der Ratten wie bei Kdatheterisierung bereits beschrieben
durchgefuhrt. Sobald Schmerzfreiheit erreicht waurde die Ratte in Rickenlage gebracht
und das Fell ventralseitig mit 70% Ethanol benetzigdurch das Verschleppen von Haaren in

den Situs verringert werden konnte.
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Als erster Schritt erfolgte die Blutentnahme ausndechlagenden Herzen bei noch
geschlossenem Situs. Nachdem das Herz durch TdeterHerzschlags lokalisiert worden
war, wurden mit einer 2-ml-Spritze und einer ordageenen Kanule (BD Microlance 3

25G I' Nr. 18) intrakardial 1 bis 2 ml Blut aspiriert. dlo vor Einsetzen der Gerinnung
wurde das Blut in einem vorbereiteten 2-ml-Realggefald zur Gerinnungshemmung mit 20

pl einer 500 mM EDTA-LAsung gemischt.

Zum Eroéffnen der Bauchdecke wurde das Fell zun&ultstiner anatomischen Pinzette (FST
11002-14) etwas angehoben und die Haut mit einengen Schere (FST 14000-12) vertikal
eroffnet. Die Bauchdecke wurde vom RippenbogerzbrisLeiste abprapariert und beidseits
nach lateral weggeklappt. Am kaudalen Rand des €&eB trat die unterschiedlich stark
gefullte Blase zum Vorschein.

Durch Punktion mit einer 2-ml-Spritze und grauemila (BD Microlancél 3 27G ¥ Nr.

20) war es maoglich, je nach Fillungszustand desélas zu 2 ml Urin zu entnehmen.

AnschlieRend konnte der Darm nach lateral aus dmucBhohle gedrangt werden, um
nacheinander die im Retroperitoneum gelegenen Nieoen umgebenden Bindegewebe zu
befreien und hilar abzutrennen. Linksseitig wurdé die gleiche Art die kranial gelegene
langgestreckte Milz entfernt. Von der unter dem ibhiéell liegenden Leber wurden 1 bis 2 g
des linken Leberlappens entnommen. Schlie3lich gvdidch einen Schnitt in den Brustkorb
ein Zugang geschaffen, durch den Unter- und Mapglen der rechten Lunge mit einer

Schere herausgetrennt werden konnten.

Nach der Enthahme wurden die Organe direkt auf \&&g#chen (7 ml) gelegt und Blut und
Urin in 2-ml-Reaktionsgefa3e geflllt, um anschlie®®emit einer digitalen Waage die

jeweiligen Massen auf 10 mg genau zu bestimmen.
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2.4 Versuchsreihe mit Nanopartikeln

2.4.1 Verdinnungsreihe

Im weiteren Verlauf der Versuche sollte der Naclhw@er Nanopartikel mit Hilfe der in
Kapitel 1.2.4 erlauterten Fluorimetrie erfolgen.beawird die Probe mit einer fir die
verschiedenen Nanopartikel jeweils spezifischen I&d&nge angeregt, um dann die
Intensitat einer emittierten Fluoreszenzstrahlungn vwiederum jeweils spezifischer

Wellenlange zu detektieren.

Fur die Folgeversuche war es zur Planung der zweretenden Mengen an Nanopartikeln
zunachst notwendig, die Groflienordnung der Nachwexigzg zu erfassen. Hierzu wurde eine
Verdunnungsreihe hergestellt, bei der Phosphatffgrpel Kochsalzldsung (PBS) mit einem

pH-Wert von 7,4 als verdiinnendes Losungsmitteltdien

5 pl Nanopartikel wurden wie unten aufgefuhrt mi& gl bzw. 495 pl PBS in 1,5-ml-
Reaktionsgefal3en und mit 4.995 ul PBS in einem ER@aktionsgefald vereint.

Ohne Verdinnung: 5 ul Nanopartikel + O ul PBS
Verdinnung 1/10: 5 ul Nanopartikel + 45 ul PBS
Verdinnung 1/100: 5 pul Nanopartikel + 495 ul PBS
Verdinnung 1/1.000: 5 ul Nanopartikel + 4.995 gBP

Die Messungen erfolgten mit einem Fluorimeter (G&NIPIus) in einer Mikrotiterplatte. In
die Mikrotiterplatte wurden jeweils 5 pl der sepahergestellten Verdinnungen und je
weitere 95 pl PBS pipettiert. Daraus resultiereedQ0 pl der Endverdinnungen 1:20, 1:200,
1:2.000 und 1:20.000. Als Negativkontrolle diente®d0 ul PBS. Von jeder Verdinnung
wurden drei verschiedene Proben gemessen. Der &fersurde mit den Nanopartikeln
PtTFPP-PD-COOH (Platin-5,10,15,20-Tetrakis-(2,3@)pentafluorophenyl-porphyrin) und
Ru(dpp}-PAN-COOH durchgefuhrt.
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Einige variable Messgrol3en mussten am Fluorimetatspeechend der bekannten
Eigenschaften der verwendeten Nanopartikel eintifiesterden. Dies waren zum einen die
Exzitations- und die zu detektierende Emissionsaminge. Bei den Partikeln PtTFPP-PD-
COOH wurde mit einer Wellenlange vonx = 405 nm angeregt und die Intensitat der
Fluoreszenzstrahlung der Wellenlangg, = 635 nm gemessen. Bei den Partikeln Ru(gdpp)
PAN-COOH wurde auf eine Exzitationswellenlange vag, = 430 nm und eine
Emissionswellenlange voihen = 612 nm eingestellt. Zum anderen unterschied siieh
Messung der verschiedenen Partikelsorten in dets@aine zwischen Anregung und
Detektion der Emission. Da bei den Partikeln PtTHFERCOOH mehr Zeit bis zum
Auftreten der Fluoreszenzstrahlung vergeht undedsenn langer anhéalt, wurde mit einer
Verzdgerung von 40 ps nach Anregung gemessen. édePdrtikeln Ru(dpp)PAN-COOH
tritt die Fluoreszenzstrahlung unmittelbarer aufl wére nach den vorher gewahlten 40 us
bereits kaum mehr nachweisbar. Deshalb wurde digsiey sofort (Verzogerung von O pus)
an die Anregung angeschlossen. Bei beiden Panitels wurde mit 100 Lichtblitzen pro
Messung angeregt. Die Zeitdauer, wahrend der dieré€zenzstrahlung detektiert wurde,
betrug bei beiden Messreihen 100 ps. Alle Messuegaigten bei Raumtemperatur.

2.4.2 Verhalten der Nanopartikel bei Zentrifugation

Als nachstes sollte geprift werden, ob und bei hexiZentrifugalbeschleunigung sich die
Nanopartikel abzentrifugieren lassen. Dazu wurdemazhst 210 pl einer 1:3-Stammldsung
aus 70 pl Nanopartikeln und 140 pl PBS hergestBinn wurden jeweils zwei Proben
verschiedener Zusammensetzungen jeweils bei siedechiedenen Beschleunigungen 1 h
lang bei Raumtemperatur zentrifugiert: 1.000 g,08.@, 10.000 g, 30.000 g, 100.000 g,
150.000 g und 200.000 g.

Insgesamt bendtigte man also je 14 der folgendebd?r Probe 1 setzte sich zusammen aus 5
ul der Stammldésung und 150 pl PBS, Probe 2 ausdepBbtammlésung und 150 ul eines

Puffers aus

1x PBS
8 M Harnstoff
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1% Triton X-100.

Die identisch behandelten Negativkontrollen bestandus 150 ul PBS bzw. 150 pl des
genannten Puffers. Die je zwei Positivkontrollernrdan nicht zentrifugiert und entsprachen
in ihrer Zusammensetzung den zu zentrifugierendesbd?, enthielten also je 5 ul der

Stammldsung mit 150 pl der beiden Puffer.

Die Zentrifugationen mit 1.000 g, 3.000 g und 10.0§ wurden mit einer Haereus-
Tischzentrifuge durchgeftihrt, deren Rotor eineniégagon r = 85 mm hatte. Bei 30.000 g,
100.000 g, 150.000 g und 200.000 g wurde eine kédmmtaifuge (Optimal, Beckman
Coulteif]) mit einem TLA-55 Rotor mit Radius r = 71,1 mm wendet. Die Ultrazentrifuge
wurde immer mit speziellen 1,5-ml-Reaktionsgefadicrofuge® Tube) betrieben. Die am

Gerét einzustellende Umdrehungszahl pro Minuteo{tgions per minute, rpm) wurde bei

gegebener Erdbeschleunigugg 9,81S—n; wie folgt berechnet:

mpm = f[B0s = > [60s = iq/gmo,
21 2 \ r

wobei die aufgefiihrten Variablen und Gleichungen@iundlage dienten:

f Frequenz in Hertz
revolutions per minute rom=f[60s
Winkelgeschwindigkeit w=2mf

Betrag der Zentrifugalbeschleunigung a = ru’

Daraus ergaben sich folgende Werte fur die rpmiEllusmgen:

(1) Haereus-Tischzentrifuge, r = 85 mm:
a=1.000g 3,2 x Toarpm
a=3.000g 5,6 x Torpm
a=10.000g 10 x fopm
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(2) Ultrazentrifuge, TLA-55 Rotor, r = 71,1 mm:

a =30.000 g 19,4 x £apm
a =100.000 g 35,5 x fépm
a = 150.000 g 43,4 x fopm
a =200.000 g 50,2 x fopm

Nach der Zentrifugation wurden 100 pl des Uberstarehtnommen und zur Messung in die
Mikrotiterplatte (Greiner, Frickenhausen) pipettierDer restliche Uberstand wurde
verworfen. Das Pellet wurde wiederum in 150 pl PB&v. des hergestellten Puffers
aufgenommen und davon ebenfalls 100 ul zur Messudg Mikrotiterplatte pipettiert. Der
Versuch wurde identisch durchgefuhrt fur die Nambkal PtTFPP-PD-COOH und
Ru(dpp}-PAN-COOH, wobei die Messung mit den in 2.3.1 bestenen

partikelspezifischen Einstellungen im Fluorimet@ENios Plus) erfolgte.

2.4.3 Zentrifugation der Nanopartikel in Harnstoffverdiinnungen

In der nachsten Versuchsreihe sollte untersuchtdeverwelchen Effekt die Konzentration
von Harnstoff im Puffer auf die Abzentrifugierbaitkder Nanopartikel hat. Im Vorversuch
hatte der Puffer (neben 1x PBS und 1% Triton X-1€i@g Harnstoffkonzentration von 8 M
(Puffer 1). Also wurde zunachst ein weiterer Pufanz ohne Harnstoff nur aus 1x PBS und
1% Triton X-100 bereitgestellt (Puffer 2), der Al@rdiinnung des harnstoffhaltigen Puffers
diente. Von der folgenden Verdinnungsreihe wurderejls zwei Proben hergestellt:

4 M Harnstoff (Verdinnung 1:2): 5 pl Nanopartikeb80 ul Puffer 1 + 500 pl Puffer 2
2 M Harnstoff (Verdinnung 1:4): 5 pl NanopartikeR30 pl Puffer 1 + 750 pl Puffer 2
1 M Harnstoff (Verdinnung 1:8): 5 pl Nanopartikel25 pl Puffer 1 + 875 pl Puffer 2
0 M Harnstoff: 5 ul Nanopartikel + 0 pl Puffer11.000 pl Puffer 2

Alle Proben der Verdinnungsreihe wurden in derdaintrifuge (Beckman Coulté) bei
Raumtemperatur fiir jeweils 1 h bei 150.000 g (480%rpm) zentrifugiert. Von jeder Probe
wurden 100 pl des Uberstandes zur Messung in eiil@ofMerplatte pipettiert und der
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restliche Uberstand verworfen. Das Pellet wurdel%® pl des harnstofflosen Puffers 2

resuspendiert und davon wiederum 100 pl zur MessBudge Mikrotiterplatte Gberfuhrt.

Der Versuch erfolgte wie auch schon in den vorlegriyersuchen mit den Nanopartikeln
PtTFPP-PD-COOH und Ru(dpgPAN-COOH. Auch die Einstellungen der Messung mit
dem Fluorimeter (GENios Plus) entsprachen dendrieschriebenen.

Mit den Partikeln Ru(dpp)PAN-COOH wurde der Versuch zusétzlich in einer ifiniérten
Form durchgefihrt. Die Verdinnungsreihe bezog sidderum auf die Konzentration von
Harnstoff im Puffer, jedoch enthielt dieser zusatrinoch 1% SDS. Als Ausgangssubstanz

wurde ein Puffer 3 hergestellt aus

1x PBS

1% Triton X-100
1% SDS

8 M Harnstoff.

Der zum Verdinnen verwendete Puffer 4 enthieltaedies) Bestandteile wie Puffer 3, jedoch

ohne den Harnstoff. Die Verdlinnungsreihe setztewie folgt zusammen:

8 M Harnstoff: 10 pl Nanopartikel

+

500 ul Puffer 3

63 ul Puffer3 437 ul Puffer 4
0,5 M Harnstoff: 10 pl Nanopartikel  + 31 ul Pufier 469 ul Puffer 4
0,25 M Harnstoff: 10 pl Nanopartikel — + 16 pl Pufger 484 ul Puffer 4

1 M Harnstoff: 10 pl Nanopartikel

+

Es wurden wiederum je zwei Proben mit den Partikalidpp}-PAN-COOH hergestellt und
mit der Ultrazentrifuge bei 150.000 g fiir 1 h zéogiert (Raumtemperatur). Vom Uberstand
wurden 100 pl zum Messen in die Mikrotiterplattpagtiert, der Rest des Uberstandes wurde
verworfen. Das Pellet wurde in weiteren 500 pl desveiligen Puffergemisches
aufgenommen und auch hiervon 100 pl fir die Messtemgendet. Von der Positivkontrolle,
die 10 ul der Nanopartikel und 500 pl des Puffers Bx PBS, 1% Triton X-100, 1% SDS
und 8 M Harnstoff enthielt, und der Negativkonteoldie nur aus dem genannten Puffer

bestand, wurden ebenfalls jeweils zwei Mal 100hulevorheriges Zentrifugieren gemessen.
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2.4.4 Zentrifugation der Nanopartikel in Nierenlysa

Ziel der nachsten Versuche war es, aus einem Gemigrenlysat und Nanopartikeln zuerst
die Gewebsbestandteile durch Zentrifugation wieddszutrennen, um danach die

Nanopartikel im Fluorimeter wieder nachweisen zarién.

Versuch 1

Dazu wurden einer Ratte wie in 2.3 beschriebenNlexen entfernt und diese mit einer
kleinen Schere grob zerkleinert. Die Nieren wurdgisammen mit einem Puffer in ein
Reaktionsgefal3 (50 ml) gegeben, so dass die Endktmationen 1x PBS, 1% Triton X-100
und 8 M Harnstoff betrugen, und fur 60 s mit ein@tierenden Messer auf maximaler Stufe

(30) homogenisiert.

Danach wurde fur die Nanopartikel PtTFPP-PD-COOId ®u(dpp)-PAN-COOH jeweils
ein Probenpaar aus 5 pl Nanopartikel mit 150 ul @esvebshomogenisats und aus 5 pl
Nanopartikel mit 150 pl des bereits zur Homogenisig verwendeten Puffers in 1,5-ml-
Reaktionsgefal3e pipettiert. Alle Probenpaare wundeter Tischzentrifuge fur 1 h bei 10.000
g und Raumtemperatur zentrifugiert. Auf diese Wedsliten gréRere Gewebsbestandteile
entfernt werden. Zu 100 pl des Uberstandes wurdéd gl eines keinen Harnstoff
enthaltenden Puffers aus 1x PBS und 1% Triton X-208ammen mit 40 pl 20% SDS
gegeben, so dass im Endvolumen von 800 ul die Kdreteonen von 1% SDS und 1 M
Harnstoff erreicht wurden. Die Proben wurden firhlbei 65°C inkubiert. Nach der
Inkubation folgte eine weitere Zentrifugation bed.d00 g, durch die auch Kkleinere
Gewebsbestandteile entfernt werden sollten, diet ehsrch das zugegebene SDS
homogenisiert worden waren. Vom erhaltenen Ubedstanrden 700 pl fiir eine weitere
Stunde bei 150.000 g mit der Ultrazentrifuge pmtet Fur die fluorimetrische Messung
wurden nun vom Uberstand 100 pl in eine Mikrotitate pipettiert, wahrend das Pellet in
700 pl eines Puffers aus 1x PBS, 1% Triton X-100M1Harnstoff und 1% SDS
aufgenommen wurde. Hiervon dienten ebenfalls jesnBd0 pl der Messung. Ohne vorherige

Zentrifugation wurden die Positivkontrolle aus 5Ndnopartikel mit 700 ul Puffer (1x PBS,
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1% Triton X-100, 1 M Harnstoff und 1% SDS) und tiegativkontrolle aus 700 ul desselben

Puffers gemessen.

Versuch 2

Die Durchfuhrung von Versuch 2 erfolgte analog zersdch 1. Zusatzlich zu den

Probenpaaren aus anfangs 5 ul Nanopartikel mit  I5Gewebshomogenisat bzw. Puffer
durchlief ein weiteres Probenpaar aus lediglich pb@ewebshomogenisat alle genannten
Schritte. Auf3erdem wurde ein Probenpaar hinzugehiggtdem in allen betroffenen Schritten
die Zugabe von SDS entfiel. Infolgedessen konngée &uch auf die einstiindige Inkubation
bei 65°C mit anschlieRender zweiter Zentrifugatoem 10.000 g verzichtet werden. Positiv-

und Negativkontrolle wurden ebenfalls identischVassuch 1 hinzugenommen.

Die Messung der Partikel PtTFPP-PD-COOH erfolgteeifach: Zusatzlich zu der bisher
Ublichen Fluorimetereinstellung mit einer Verzégegwon 40 us zwischen Anregung und
Detektion der Fluoreszenzstrahlung wurde zum Verglesine weitere Messreihe ohne
Messverzogerung (Verzégerung von 0 us) erstellt.

Versuch 3

In Versuch 3 wurden die Nieren zweier Mause entnemmnd mit einer digitalen Waage
(Sartorius, Goéttingen) deren Massen bestimmt. Dexdd wurden einzeln mit einer kleinen
Schere grob zerkleinert. AnschlielBend wurde ausgelien den Massen jeweils die 9fache
Menge eines Puffers aus 1x PBS und 8 M Harnstafégaben. Die Proben wurden 60 s lang
mit einem rotierenden Messer bei maximaler Stadadygenisiert. Um dabei tbermaliges
Schaumen zu vermeiden, wurde 10%iges Triton X-180 rach der Bearbeitung mit dem
rotierenden Messer entsprechend der gemesseneremMasgegeben. Zu den rechten Nieren
wurden je 10 ul Nanopartikel pipettiert und durarsichtiges mehrmaliges Aufziehen in die
Pipette eingemischt, wobei dieser und die folgendersuche nur noch mit PtTFPP-PD-
COOH durchgefiihrt wurden. Die folgende Ubersichiytzdie verschiedenen Volumina der

verwendeten Substanzen:
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Maus 1:
linke Niere: 200 mg rechte Niere: 160 mg
1.800 ul Puffer (1x PBS, 8 M - 1.440 pl Puffer
Harnstoff) - 160 pl 10% Triton X-100
200 pl 10% Triton X-100 - 10 pl Nanopartikel
Maus 2:
linke Niere: 130 mg rechte Niere: 150 mg
1.170 pl Puffer (1x PBS, 8 M - 1.350 pl Puffer
Harnstoff) - 150 pl 10% Triton X-100
130 pl 10% Triton X-100 - 10 pl Nanopartikel

Von allen vier Proben und von einem Gemisch au$ Bgnopartikeln und 3 ml Puffer (1x
PBS, 1% Triton X-100 und 8 M Harnstoff) wurden j&d0 pul entnommen und in 1,5-ml-
Reaktionsgefal3e pipettiert. Diese wurden mit descfzentrifuge (10.000 g, 1 h,
Raumtemperatur)  zentrifugiert, um grolRere Geweltsbdeile zu entfernen.
Weiterverwendet wurden 1.100 pl jedes Uberstarmlesiem je 55 pl 20% SDS zugegeben
wurden, so dass die Endkonzentration des SDS 18go&lle Proben wurden bei 65°C fir 1
h inkubiert und wiederum fir 1 h bei 10.000 g urebRtemperatur zentrifugiert. Von dem
nun weitgehend von Gewebsbestandteilen befreiteardiind wurden 1.000 pl in der
Ultrazentrifuge fur 1 h bei 150.000 g zentrifugiert

Fur die Messung wurden 100 pl jedes Uberstandegadtes in 700 pl Puffer (1x PBS, 1%
Triton X-100, 1 M Harnstoff und 1% SDS) aufgenommerPellets in eine Mikrotiterplatte
pipettiert. 100 ul desselben Puffers dienten algatekontrolle, die Positivkontrolle stellten
100 pl eines Gemisches aus 5 pl Nanopartikel uma Bes Puffers dar, die vorher nicht

zentrifugiert worden waren.

Versuch 4

Von der Grundstruktur her analog zu Versuch 3 wwadeh Versuch 4 durchgefiihrt. Nach
entsprechender Berechnung ergaben sich flr dieavelgten Substanzen folgende Volumina:
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Maus 1:
linke Niere: 220 mg rechte Niere: 260 mg
1.980 pul Puffer (1x PBS, 8 M - 2.340 pl Puffer
Harnstoff) - 260 pl 10% Triton X-100
220 pl 10% Triton X-100 - 10 pl Nanopartikel
Maus 2:
linke Niere: 300 mg rechte Niere: 320 mg
2.700 pl Puffer (1x PBS, 8 M - 2.880 pl Puffer
Harnstoff) - 320 pl 10% Triton X-100
300 pl 10% Triton X-100 - 10 pl Nanopartikel

Im Unterschied zum Vorversuch wurde jeweils mit deompletten Gewebshomogenisat
weitergearbeitet, von dem jede Probe auf zwei RedktionsgefalRe verteilt wurde. Die
funfte Probe bestand aus 2 ml einer Stammlosun® audNanopartikel und 3 ml Puffer (1x
PBS, 1% Triton X-100 und 8 M Harnstoff). Nach dezn#ifugation bei 10.000 g wurde
wiederum der komplette Uberstand weiter verwenbat. Volumina der einzelnen Proben
wurden durch Aufziehen in eine 5-ml-Pipette besttimom 20%iges SDS mit einem
Volumen von 1/20 des Probenvolumens zuzugebenass der SDS-Anteil wieder bei 1%
lag. Nach der Inkubation bei 65°C erfolgte einel{@ia, um den Harnstoff weitestgehend aus
den Proben zu entfernen. Hierzu wurden vom vortegesi Dialyseschlauch ca. 10 cm lange
Stucke abgeschnitten, in die die Proben gefilltdear Die offenen Schlauchenden wurden
dabei mit Plastikklammern verschlossen. So wurdenPdoben zweimal fir jeweils 1 h in
eine Dialyseflissigkeit von 1.750 ml, bestehend Bu$BS und 1% SDS, gelegt, wo unter
leichtem Umrihren mit einem Magnetstab die Dialgtdtfand. Im Anschluss erfolgte die
zweite Zentrifugation bei 10.000 g. Fir die Ultraizdugation bei 150.000 g wurde wie auch
schon in den vorangegangenen Schritten der gesdbeestand verwendet, indem er auf
mehrere Reaktionsgefal3e verteilt wurde. Die Messnfigigte inklusive der Positiv- und

Negativkontrolle analog zum Vorversuch mit jewdi@® pl Probenvolumen.
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Versuch 5

In Versuch 5 wurden wiederum einer Ratte beide éieentfernt und mit einer Schere
zerkleinert. Analog zu den Versuchen 3 und 4 wuraleinéngig von den jeweiligen Massen
der Nieren zunachst Puffer (1x PBS und 8 M Harmstofd nach der Homogenisierung mit
dem rotierenden Messer Triton X-100 und Nanopdrtikden folgenden Mengen zugegeben:

linke Niere: 1,43 g rechte Niere: 1,50 g
12,87 ml Puffer (1x PBS, 8 M - 13,5 ml Puffer
Harnstoff) - 1,5ml 10% Triton X-100
1,43 ml 10% Triton X-100 - 20 pl Nanopartikel

Beide Proben wurden wie im Vorversuch komplett amgrwendet, indem sie zur
Zentrifugation auf je 8 2-ml-Reaktionsgefal3e awddgetvurden. Auf die zusatzliche Probe
aus Puffer und Nanopartikeln wurde verzichtet. Ndeh Zentrifugation ergaben sich fir die
Uberstande Volumina von 14,5 ml der linken und 1f®J0der rechten Niere. Um auf eine
Endkonzentration von 1% SDS zu kommen, wurden I7Bzw. 0,75 ml entsprechend 1/20
SDS hinzugefigt. Inkubation, Dialyse in ca. 15 @ngen Schlauchstiicken, Zentrifugation
und Ultrazentrifugation wurden analog zum vorhesyelen Versuch 4 jeweils mit den
vollstandigen Volumina durchgefiihrt. Zur Messungntien je 100 pl der Uberstande und der
Pellets, die zuvor in 150 pl.B@ bidest aufgenommen worden waren. Direkt der Megsu
zugefuhrt wurden 100 pl eines alle Komponentenadtghden Puffers (1x PBS, 1% Triton
X-100, 1 M Harnstoff und 1% SDS) als Negativkorgaind 100 ul aus 5 pl Nanopartikeln
in 3 ml desselben Puffers als Positivkontrolle. Wie Reproduzierbarkeit des von der
Durchfuhrung her ausgereiften Versuchs 5 zu prufemirde er mit gleicher
Arbeitsschrittfolge wiederholt.
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2.4.5 Beeinflussung der Ergebnisse durch technischMerfahren

Verwendung unterschiedlicher L6sungsmedien

Ziel des Versuches war es, den Einfluss von Beglbgitanzen, in denen die Nanopartikel
geloést sind, auf das Messergebnis der Fluorimetteuntersuchen. Dazu wurde eine
Stammldsung aus Nanopartikeln (PtTFPP-PD-COOH)Hyu@l im Verhaltnis 5:1 hergestellt.

AnschlieBend wurden in einer Mikrotiterplatte jelseb pl der Stammldésung in 95 ul
verschiedener anderer Losungen im Fluorimeter mkabnter Einstellung gemessen. Als

Medien wurden verwendet:

H,O bidest

1x PBS

Puffer aus 1x PBS, 8 M Harnstoff, 1% Triton X-12% SDS
8 M Harnstoff

1% Triton X-100

1% SDS

Verfahren zum Auflésen des Pellets

Im folgenden Versuch wurden unterschiedliche Metimdnd Substanzen zum Auflésen des
Pellets verglichen. Als Ausgangsmaterial dienten 28-ml-Reaktionsgefal3e aus finf
Probenpaaren mit 5 pl Nanopartikeln (PtTFPP-PD-CP0Oht 500 pl eines Puffers aus 1x
PBS, 1 M Harnstoff, 1% Triton X-100 und 1% SDS seJiinf Probenpaaren aus 5 pl
Nanopartikeln und 500 ulJ@ bidest. Alle Reaktionsgefal3e wurden fir 1 h HC2 mit
150.000 g ultrazentrifugiert. Von jedem Uberstangrden 100 pl zur Messung verwendet,
der restliche Uberstand wurde verworfen. Dem PeNetirden entsprechend der
Ausgangsproben 500 pl entweder des Puffers odeHyOnbidest zugegeben. Beim jeweils
ersten Probenpaar der Puffer- und degDsruppe wurde das Pellet nur durch mehrfaches
Einziehen in die Pipette in das neue Medium aufgenen. Die beiden zweiten Probenpaare

wurden anschlieend zusatzlich fur 1 h bei 65°Culiat. Bei den folgenden drei
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Probenpaaren wurde das Pellet resuspendiert, irfidedb s ein Ultraschallkopf mit 30%,
60% bzw. 90% seiner Leistung in das Reaktionsggéifalten wurde. Als Negativkontrollen
wurden 100 pl zweier Proben mit nur Puffer bzwOHind als Positivkontrollen von 5 pl der

Nanopartikel in 500 ul Puffer bzw..B wiederum 100 pl gemessen.

2.4.6 Systemische i.v.-Injektion der Nanopartikeln Ratten

Die folgenden Versuche stellten die Hauptexperimeatdr Versuchsreihe dar, wahrend die
vorhergehenden Schritte der Etablierung einer getém Methode dienten.

Nun wurden wie in 2.1 beschrieben Nanopartikel jlpeinen Katheter in der Vena femoralis
in den Blutkreislauf zweier Ratten injiziert. Es nda zunédchst ein Volumen von 20 ul der
Partikel PtTFPP-PD-COOH in 150 pul NaCl (Delta Seldefullingen) verwendet. Die
Verweildauern betrugen 30 min und 2 h. Nach deregagenen Zeit wurden mit der in 2.3
erlauterten Methode jeweils linke und rechte Nidreper und Lunge entnommen. Die
Organe wurden gemald des in den Vorversuchen 5 whes &apitels 2.4.4 angewendeten
Verfahrens gewogen und entsprechend der Massemedidache Menge an Puffer (1x PBS,
8 M Harnstoff) hinzupipettiert. Nach der einminé&mgHomogenisierung mit dem rotierenden
Messer wurde 1/10 Volumen an 10%igem Triton X-1@@udjegeben, die Proben gemischt
und 15 min stehen gelassen. Aufgeteilt auf meHzerd-ReaktionsgefalRe wurde das gesamte
Probenmaterial bei 10.000 g fir 1 h zentrifugiston den Uberstanden wurden erneut die
Volumina bestimmt und 1/20 20% SDS zugegeben. Egefaie einstiindige Inkubation bei
65°C. Fur die zwei anschlieRenden Dialyseschritteden die Proben in ca. 15 cm lange
Dialyseschlauchstiicke umgeflllt, die an beiden Bndet Plastikklemmen verschlossen
wurden. Fur jeweils 1 h wurden die Proben gegemQ.ihl aus 1x PBS und 1% SDS
dialysiert. Wiederum aufgeteilt auf mehrere 2-mbRensgefalle wurde die zweite
einstindige Zentrifugation bei 10.000 g zur Entierm von Gewebebestandteilen
durchgefuhrt. Der Uberstand wurde in spezielle, imak 25 ml fassende
Zentrifugenrohrchen (Nalgeftg Ultra Plus™) pipettiert und mit einer groRen Ultrazentrifuge
(Kontron TFT 55.38 Rotor, Centricon T-1170) fuar 1 bdei 150.000 g (37.000 rpm)
abzentrifugiert. Vom Uberstand wurden je 100 pldig Messung im Fluorimeter verwendet

und der restliche Uberstand verworfen. Das Pelletia in 150 pl KO bidest resuspendiert,
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so dass auch hier 100 pl fur die Messung zur Veriggstanden. Als Negativkontrolle
wurden 100 ul 1x PBS gemessen. Die folgende Talellgt die im Versuch verwendeten
Volumina.

Partikel: PtTEFPP-PD-COOH (20 plin 150 pl NaCl)

Verweildauer: 30 min

linke Niere rechte Niere Leber Lunge
m/g 1,47 1,53 1,51 0,86
V (Puffer) / ml 13,2 13,8 13,6 7,74
V (Triton X-100) /ml 1,47 1,53 1,51 0,86
V (Uberstand) / ml 15 16 15 9
V (SDS) / ul 750 800 750 450
Verweildauer: 2 h
linke Niere rechte Niere Leber Lunge
m/g 1,34 1,54 1,46 0,79
V (Puffer) / ml 12,1 13,9 13,1 7,11
V (Triton X-100) /ml 1,34 1,54 1,46 0,79
V (Uberstand) / ml 13,5 15,0 14,0 7,7
V (SDS) / pl 675 750 700 385

Die folgenden Versuche wurden immer nach demselb@eben dargestellten Schema
durchgefuhrt. Das Volumen der injizierten Nanopaitiwwurde auf 200 pl festgelegt und die
Verweildauer auf 30 min und 24 h standardisiere Ba untersuchenden Proben wurden wie
in 2.3 erlautert auf linke und rechte Niere, Lellemge, Milz, Blut und Urin erweitert. Blut
und Urin wurden nach Abpelletierung der gro3eréh zellularen Bestandteile bei 10.000 g
gleich bei 150.000 g ultrazentrifugiert und der Blesy zugefuhrt, da hier kein
Gewebeverbund homogenisiert werden musste. Allezelgnperimente wurden nach
Moglichkeit doppelt durchgefihrt, so dass von efPartikelsorte im Idealfall vier Messreihen
existieren. Nur von den Partikeln PtTFPP-PD-COOHdsudie doppelte Anzahl von acht
Messreihen erstellt. Bei einer Negativkontrolle afliefen die Proben ohne vorherige

Nanopartikel-Injektion dieselben Schritte wie dieanalysierenden Organmaterialien.
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Zur Messung wurden abhangig von der Partikelsomeei zverschiedene Fluorimeter
verwendet. Die Partikel PtTFPP-PD-COOH (8 MessrmgiheS-Pt (4 Messreihen) und PD-Pt-
PEG (2 Messreihen aufgrund Materialmangel) wurdéndam bekannten Geréat (GENios
Plus) in einer Mikrotiterplatte gemessen. Fur diartiRel Ru(dpp3-PAN-COOH (2

Messreihen), Ru(dppPAN-PEG-NH (4 Messreihen) und Ru(dppgPAN-PEG-OH (4

Messreihen) wurde ein genaueres Gerat verwendgtamalnstitut fir Analytische Chemie,
Chemo- und Biosensorik der Universitat Regensbung Mitarbeitern etabliert und auf die
Eigenschaften der Nanopartikel abgestimmt worderr. welir dieses Gerat wurden

Mikrotiterplatten mit transparentem Boden verwendet

2.4.7 Anfertigung von Gefrierschnitten

Um die Nanopartikel im Gewebe auch mit dem Fluaagzmikroskop nachweisen zu
kénnen, wurden Gefrierschnitte angefertigt. Zunieingrden der zu untersuchenden Ratte
analog zu Kapitel 2.2 Nanopartikel (PtTFPP-PD-CO®Ew. PD-Pt-PEG) intravenfs
verabreicht. Nach einer Verweildauer von 30 min deureine Perfusionsfixierung
durchgefuhrt. Dazu wurde die Perfusionslosung aasafBrmaldehyd (PFA) in die
zufihrende Flasche eines Kompressors (Jun-Air)llgefid luftfrei in das Schlauchsystem
weitergeleitet. Das freie Ende des Schlauchsys&telise ein diinner Schlauch dar, der in die

Aorta der Ratte eingefiihrt werden konnte.

Nach der Anéasthesie wurden die Laufe der Ratten bae der Katheterisierung mit
Klebebandern umwickelt und die Ratte durch dieseStacknadeln in Ruckenlage auf einer
Korkunterlage befestigt (siehe auch Kapitel 2.2 Ar8). Nach Bestreichen des Fells mit 70%
Ethanol wurde das Fell einschlie3lich des Peritarseeuunter Zuhilfenahme einer
chirurgischen Pinzette entlang der Linea alba rmereSchere erdffnet und nach lateral
aufgeklappt. Der Darm wurde nach rechts beiseiselggben, so dass die Aorta abdominalis
und die Vena cava inferior stumpf mit einem StuaKafjetem Papiertuch freiprapariert
werden konnten. Mit Hilfe einer gebogenen Pinzeftede ein Faden unter Aorta und Vena
cava hindurchgefuhrt und ein lockerer Knoten gelltit zwei Klemmen wurden Arteria und
Vena iliaca communis beidseits und mit einer Budklemme die Aorta kaudal der Arteriae

renales abgeklemmt. Nun konnte mit einer feineneflsghere die Aorta quer angeschnitten
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und das freie Schlauchende des Kompressorsysteutis i0ffnung bis zur Bulldogklemme
vorgeschoben werden. Durch Zuziehen und festesndézh des Fadens wurde der Schlauch
in der Aorta fixiert und die Vena cava gleichzeipignktuell verschlossen. Schlie3lich wurde
die Vena cava kranial des Fadens angeschnittendiedulldogklemme entfernt. Durch
Offnen des Dreiwegehahns wurde der Kompressordwmk 0,2 bar in das System
freigegeben und das Gefal3system der Ratte 3 mig [srfundiert. Nachdem das
Kompressorsystem wieder verschlossen worden wademuNieren, Leber, Lunge und Milz
entnommen. Mit einer Rasierklinge wurden vorsiclsiigveit moéglich hilusnahe Stiicke zur
Anfertigung von Gefrierschnitten abgetrennt. Dalskirfte die Gewebestruktur nicht
beschéadigt werden. Die Organproben wurden in veeftftaren Plastikbehaltnissen in einer
Lésung aus 18% Saccharose und 1x PBS bei 4°C fidasiens 4 h aufbewahrt, bis sie in der
Loésung abgesunken waren, um ein moglichst gleicigeaREinfrieren der Gewebe zu

erreichen.

Die Praparate wurden zur Einbettung in ca. 1 xIlom grof3e Formen aus Aluminiumfolie
gelegt und mit fliissigem Gefriermedium (Tissue-Tek)gossen. Zum Einfrieren wurden sie
auf einen mit flussigem Stickstoff umgebenen Métattk gestellt. Die eingefrorenen
Gewebeblocke wurden bei —80°C gelagert bzw. zutenen Verarbeitung wiederum mit
Tissue-Tek auf metallenen Praparatehaltern befestigdass sie im Kryomikrotom befestigt
werden konnten. Im Inneren des Gerates herrschéeT@mperatur von —20°C. Es folgte die
Anfertigung der Schnitte zunachst im Trimmschnét ®icke 50 um bis zum Erreichen der
relevanten Schnittebene. Die Schichtdicke der ztabletenden mikroskopischen Préparate
betrug 10 um. Die Praparate wurden auf Super Br&tis Objekttrager aufgebracht und bei
—20°C gelagert. Zur mikroskopischen Untersuchungdem die Schnitte unter Verwendung
des Einbettmediums DePeX mdbglichst luftblasenfréi @mem Deckglas eingebettet. Die
fertigen Schnittpraparate wurden an einem Fluoresmné&roskop (Axioskop, Zeiss) unter
Verwendung eines DAPI-Filters ausgewertet. Die &bje lieferten 10-, 20- und 40fache
Vergrofierung, wobei zur 40fachen VergroBerung emmersionsdl (Immersol™, Zeiss)
zwischen Objekttrager und Objektiv eingebracht weurd/it einer an das Mikroskop
angeschlossenen Digitalkamera (DMC 2, Polaroid)demrdie Schnittbilder abfotografiert

und einem Rechner mit entsprechender Software ihgef
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2.5 Versuchsreihe mit Quantenpunkten

2.5.1 Verdinnungsreihe

Die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden dafghrt mit Quantenpunkten (Q-Dots)
der Bezeichnung PEG-PE-QD aus CdSe und ZnS. Diewdaisbreite (FWHM: Full Width
at Half Maximum) betrug 28 nm &= 535 nm.

Zur Prufung der Nachweisbarkeit wurde eine Verdingsueihe erstellt, bei der 1x PBS als

Verdinnungsmedium diente. Zunachst wurden die Stasungen nach folgendem Schema

hergestellt:
Verdunnung O: 5 ul Q-Dots + O ul PBS
Verdinnung 1: 1:10 5ul Q-Dots  + 45 ul PBS
Verdinnung 2: 1:100 5 ul Q-Dots  + 495 ul PBS
Verdinnung 3: 1:1.000 5ul Q-Dots + 4.995 ul PBS
Negativkontrolle: 0:1 O ul Q-Dots  + 5ul PBS

Zur Messung im Fluorimeter (GENios Plus) wurdeng#svin 3facher Ausfiihrung 5 ul der
Stammldésungen der Verdinnungsreihe und 95 ul PBSnim Mikrotiterplatte pipettiert, so
dass die Endverdinnungen 1:20, 1:200, 1:2.000 #@aDO resultierten. Die Quantenpunkte
wurden mitAex = 405 nm angeregt und die Fluoreszenzagi= 535 nm detektiert. Alle
Proben wurden mit den Verzogerungszeiten 0 ps,,5LQxgts, 20 ps und 40 ps zwischen
Exzitation und Emission gemessen. Dadurch sollteusgefunden werden, ob sich die
Quantenpunkte durch eine langer anhaltende Fluemesirahlung von der gewebeeigenen
Hintergrundstrahlung abgrenzen lassen. Das Expatimgurde mit einer weiteren

Ausgangsprobe an Quantenpunkten derselben Sorteesserer Leuchtkraft wiederholt.
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2.5.2 Verhalten der Quantenpunkte bei Zentrifugatiom

Wie auch bei den Nanopartikeln wurde untersucht, amd bei welcher
Zentrifugalbeschleunigung sich die Quantenpunkteeatrifugieren lassen. Die hier
verwendete Stammldsung bestand aus 110 ul dergdikaten Quantenpunkte aus 2.5.1 und
110 ul 1x PBS. Auf Grundlage dieser Stammldsungdemirzwei Probenpaare in jeweils
siebenfacher Ausfihrung hergestellt. Die Probergpaasetzten sich zusammen aus 5 ul der
Stammldésung und 150 pl PBS, wahrend die Probenaaeben 5 pl der Stammlésung noch
150 pl eines Puffers aus 1x PBS, 8 M Harnstoff @f@ Triton X-100 enthielten. Je ein
Probenpaar beider Zusammensetzungen wurde furel h®00 g, 3.000 g, 10.000 g, 30.000
g, 100.000 g, 150.000 g und 200.000 g zentrifugi€®0 pl der Uberstande wurden zur
Messung in eine Mikrotiterplatte pipettiert, desttiehe Uberstand wurde jeweils verworfen.
Jedes der Pellets wurde in 150 pl 1x PBS resuspegndo dass wiederum 100 pl fur die
Messung zur Verfliigung standen. Als Negativkontrolkeirden vier Proben 1x PBS und vier
Proben des Puffers eingesetzt. Die MessungAgit= 405 nm und\em = 535 nm wurde

vergleichend mit den Verzégerungszeiten O us undsl@urchgefuhrt.

2.5.3 Systemische i.v.-Injektion der Quantenpunktén Ratten

Zur systemischen Verabreichung von je 200 pl Quemiekten wurde zwei Ratten wie in 2.2
beschrieben je ein Katheter in die Vena femoraleegt. Die Verweildauern der
Quantenpunkte im Kreislauf der Ratten betrugen 36 ond 24 h. Die anschlieRende
Organentnahme erfolgte analog zu 2.3. Die weiteeitithe Bearbeitung der Proben wurde
nach dem Schema von 2.4.6 durchgefiihrt. Fir diesiegsin der Mikrotiterplatte war das
Fluorimeter (GENios Plus) auf eine Exzitation vap= 405 nm und eine Emission vag, =
535 nm eingestellt, als Verzégerungszeiten wurdemug, 20 ps und 30 ps gewahlt. Eine
Negativkontrolle aus Gewebshomogenisaten ohne rigehénjektion von Quantenpunkten

wurde bei gleichen Einstellungen gemessen.
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2.5.4 Bestimmung der Abklingzeiten der Fluoreszenzon Quantenpunkten

Da die Messgenauigkeit mit dem Fluorimeter GENihs PXFLUOR 4 fir die Untersuchung
der Quantenpunkte nicht ausreichend schien, wurdiéndem wesentlich praziseren und
vielseitigeren Gerat FluoroLog (Horiba Jobin Yvamitere Messungen durchgefuhrt. Dazu
sollten zunachst die Abklingzeiten der Fluoreszdar verschiedenen in den Experimenten
verwendeten Substanzen bestimmt werden. Die kaestairegungswellenlange betrg, =
375 nm, wahrend die Emission bei, = 540 nm detektiert wurde. Die Intensitat dieser
Fluoreszenzstrahlung wurde gegen die Zeit aufgetrags wurden drei Proben in folgender

Zusammenstellung untersucht:
5 ul Quantenpunkte + 600 ul 1x PBS

600 ul Nierenlysat
5 pul Quantenpunkte + 600 pl Nierenlysat.

2.5.5 Bestimmung von Emissionsspektren

Nachfolgend sollten die Emissionsspektren der amminkte, des Nierenlysats und von
Quantenpunkten und Nierenlysat in Kombination \aojlend ermittelt werden. Dazu
wurden die zu untersuchenden Gemische in eine drvégiKlvette aus optischem
Spezialglas (Schichtdicke 10 mm) pipettiert. Digiationswellenlange lag jeweils beiy =
300 nm. Die Intensitat der emittierten Fluoresz&mamntung wurde in Abhangigkeit von der
emittierten Wellenldnge\e, in einem Intervall von 400 bis 600 nm aufgetragéne

untersuchten Proben setzten sich wie folgt zusammen

5 pul Quantenpunkte + 500 pl 1x PBS
25 pl Nierenlysat + 475 pl 4@ bidest
5 ul Quantenpunkte + 25 ul Nierenlysat + 475 pOHbidest.

In einer weiteren Messreihe bei gleicher Gerateladiasion wurden die Intensitat der
Hintergrundfluoreszenz und der Einfluss des umgéeenLosungsmediums auf die
detektierbare Emissionswellenlange der Quantenpumittersucht. Wie im Vorversuch
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wurde die emittierte Fluoreszenzstrahlung im Iraéirwon 400 bis 600 nm dargestellt,
nachdem die jeweilige Substanz mig = 300 nm angeregt worden war. Zunachst wurden
vier Proben zu je 600 pl mit verschiedenen Losurgagestellt und vermessen;®ibidest,
1% SDS, 1% Triton X-100 und ein Gemisch aus 1x PB% SDS und 1% Triton X-100. Fur
den zweiten Teil der Messung wurden zu jeder deageten Proben 5 ul Quantenpunkte

zugegeben und die so erhaltenen Gemische in gtei¢kse gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Versuchsreihe mit Nanopartikeln

3.1.1 Verdinnungsreihe

Der erste Schritt zur Analyse der EigenschaftenNiropartikel bestand im Erstellen einer
Verdunnungsreihe. Hierzu wurde die Intensitdt derofeszenz der Nanopartikel in den
Verdinnungen 1:20, 1:200, 1:2.000 und 1:20.000 d&tn Fluorimeter GENios Plus
gemessen. Fur die jeweilige partikelspezifischesteéliung am Gerat wurde aul3erdem die
Negativkontrolle aus 1x PBS gemessen, um die umgp&on den Nanopartikeln zustande
kommende Hintergrundfluoreszenz anzuzeigen. Diebbiegemessenen Werte von 12 bei
den Partikeln PtTFPP-PD-COOH und 1.070 bei derikétmtRu(dpp)-PAN-COOH wurden
zur Fehlerkorrektur von den einzelnen Messwertenetésprechenden Reihen subtrahiert.
Abbildung 7 zeigt die beiden Messreihen mit den téiterten aus den jeweils drei
analysierten Proben. Die Intensitaten der Fluoressteahlung nehmen entsprechend der
zunehmenden Verdinnung ab. Der erwartungsgemalnenipelle Verlauf des Graphen
bestatigt sich durch das errechnete Bestimmungsrf@Badrat des Pearsonschen
Korrelationskoeffizienten R, wobei -& R < 1) von 0,99 bzw. 1,0, das im Rahmen der

Messgenauigkeit auf eine gute Ubereinstimmung ekl |4sst.

A PtTFPP-PD-COOH
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.. 40.000 ¢
g \
i) 30.000
c
£ 20.000 AN
= " 2
=] R®=0,9977
10.000 - \\
0 S e
1:20 1:200 1:2.000 1:20.000
@ PtTFPP-PD-COOH 39.913 3.071 213 26
Verdiinnung
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B Ru(dpp)3-PAN-COOH
50.000
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7 \
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[J)
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= \ R®=0,9925
10.000 ~
0 i i
1:20 1:200 1:2.000 1:20.000
B Ru(dpp)3-PAN-COOH 40.422 3.572 193 32
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Abb. 7: Fluoreszenzstrahlung der Nanopartikel PtTFRP-PD-COOH (A) und Ru(dpp)s;-PAN-COOH (B) in
Abhéngigkeit von der Verdinnung. Die exponentielle Trendlinie wurde extrapoliert. f@etragen sind die

Mittelwerte aus je drei Proben plus Standardabwaigen.

3.1.2 Verhalten der Nanopartikel bei Zentrifugation

Bei der folgenden Messreihe wurden die PartikelHPH-PD-COOH und Ru(dpplPAN-
COOH zur Zentrifugation jeweils in 1x PBS und in@n Puffer, der zusatzlich 8 M Harnstoff
und 1% Triton X-100 enthielt, gegeben. Die Werte Negativkontrollen aus den beiden
Puffern wurden von den Einzelwerten der jeweilightessreihen zur Korrektur der
Hintergrundfluoreszenz subtrahiert. Das Verhalten Flartikel wird in den Diagrammen aus
Abbildung 8 deutlich.

Bei den in PBS geldsten Partikeln PtTFPP-PD-COGQGdigstder Anteil der Intensitat der

Fluoreszenzstrahlung im Pellet ab einer Zentrifogathleunigung von 30.000 g, wobei ab
100.000 g der Anteil im Pellet den des Uberstaribessteigt (s. Abb. 8A). Mit zunehmender
Zentrifugalbeschleunigung lasst sich die IntensitéPellet weiter erhohen, was im Versuch
bis zu einem Maximum von 200.000 g aufgezeigt wuBletrachtet man die Summe der
Intensitaten in Uberstand und Pellet, so falltstarker Verlust in den mittleren Bereichen bei
30.000 g bis 150.000 g auf. Bei den in harnstofitpan Puffer gelosten Partikeln steigt die
Intensitat im Pellet erst ab 100.000 g an, ein ienglieich zum Uberstand groRerer Anteil im
Pellet findet sich erst ab 150.000 g (s. Abb. 8®)zogen auf die Absolutwerte der Summen
aus den Werten von Pellet und Uberstand zeigenbsichleicher Messeinstellung bei den in

Puffer geldsten Proben hohere Ergebnisse.
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Die in PBS geldsten Partikel Ru(dpAN-COOH lassen sich wie auch die Partikel PtTFPP-
PD-COOH ab einer Beschleunigung von 100.000 g sm Wberstand trennen, dass die
Intensitat im Pellet groRBer ist als im Uberstand @&bb. 8C). Mit geringerer
Zentrifugationskraft findet sich keine relevanteidieszenzstrahlung im Pellet, bei einer Uber
100.000 g hinausgehenden Beschleunigung kann dsbeAle im Pellet gesteigert werden.
Wahrend bei den Partikeln PtTFPP-PD-COOH nach Lgsenharnstoffhaltigen Puffer eine
hohere Zentrifugalkraft zum Abpelletieren notwendigr, lassen sich die Partikel Ru(dpp)
PAN-COOH auch bei der maximalen verwendeten Stéoke200.000 g nicht in relevanten
Mengen im Pellet nachweisen (Abb. 8D).

A PtTFPP-PD-COOH in PBS
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—— Uberstand 8.780 8.190 6.596 1.390 65 108 8
Zentrifugalbeschleungung
B PtTFPP-PD-COOH in Puffer
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% —m— 4\ /—_I
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N P N~ —
1.000 g 3.000g | 10.000g | 30.000g | 100.000g | 150.000 g | 200.000 g
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Zentrifugalbeschleungung
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C Ru(dpp)3-PAN-COOH in PBS
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Abb. 8: Messung von Fluoreszenzstrahlung in Uberstal und Pellet nach Zentrifugation.In A und B sind
die Partikel PtTFPP-PD-COOH dargestellt, C und Qe die Partikel Ru(dpp)PAN-COOH (Mittelwerte aus
je zwei Proben plus Standardabweichungen).

3.1.3 Zentrifugation der Nanopartikel in Harnstoffverdiinnungen

Moglicherweise verhinderte die hohe Harnstoffkotmgion das Pelletieren der
Nanopartikel. Deshalb sollte die Abzentrifugierlatkder Nanopartikel in einem weiteren
Versuch analysiert werden. Fur die Zentrifugatioibh @ner konstanten Beschleunigung von
150.000 g wurden die Partikel in Puffern untersditber Konzentrationen an Harnstoff
gelost. Die erste Messreihe mit 4 M, 2 M, 1 M un¥MHarnstoff ist vergleichend mit den
Partikeln PtTFPP-PD-COOH und Ru(dpp)AN-COOH in Abbildung 9A und B dargestellt.
Dabei fallt eine deutliche Abhangigkeit der Abzdéntyierbarkeit der Partikel von der
Harnstoffkonzentration auf. Zwar findet sich aueh ther hochsten gewdahlten Konzentration
von 4 M bei beiden Partikelsorten die hohere Inténhsler Fluoreszenzstrahlung bereits im
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Pellet, aber mit zunehmender Verdinnung steigDifferenz aus Intensitat im Pellet und im
Uberstand deutlich an. Das Maximum dieser Differenad bei Fehlen von Harnstoff im
Medium erreicht. Eine weitere Messreihe (Abb. 9Qt) den Partikeln Ru(dpp)PAN-COOH
zeigt eine (groRBere Spannbreite an Harnstoffverdigenn auf. Dem in der
Zentrifugationsreine aus 2.4.2 bzw. 3.1.2 verwesmePuffer entsprechend wurde als
Maximalkonzentration des Harnstoffs 8 M gewéhlteddurch wurde das Abzentrifugieren
der Partikel verhindert, so dass sich der groRerteian Fluoreszenzstrahlung im Uberstand
befand. In den starkeren Verdinnungen wurde mit,10/ M und 0,25 M eine genauere
Differenzierung vorgenommen. Es bestétigt sichAbaangigkeit von der Konzentration, da
die im Pellet gemessene Intensitat wiederum bis zMaximum bei minimaler
Harnstoffkonzentration ansteigt. Die hinzugefugtén Diagramm nicht erfasste
Positivkontrolle zeigt mit einem Mittelwert von @@ eine Intensitat, die hoher ist als das
Maximum des Uberstandes, aber niedriger als digealionzentration von 1 M Harnstoff im
Pellet nachgewiesene Intensitat. Der Mittelwert Negativkontrolle ohne Nanopartikel von

160 wurde von den Einzelmesswerten der Reihe dubtta
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C Ru(dpp)3-PAN-COOH
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Harnstoffkonzentrationen

Abb. 9: Zentrifugation der Nanopartikel bei unterschiedlichen Harnstoffverdiinnungen.Die Diagramme A
und B vergleichen unterschiedliche Partikel beiolen Konzentrationen, C stellt eine Modifizierwan B dar

(Mittelwerte aus je zwei Proben plus Standardabfneigen).

3.1.4 Zentrifugation der Nanopartikel in Nierenlysa

Versuch 1

In den bisherigen Versuchen wurden die Nanopartikel verschiedenen Puffern
nachgewiesen. Nun wurde dazu Ubergegangen, mit lktienp Gewebshomogenisaten zu
arbeiten. Dazu wurden Proben erstellt, in denenl 5qr Partikel mit jeweils 150 ul
Nierenlysat bzw. Puffer vermischt wurden. Anschéie® sollten die Bestandteile durch
Zentrifugation wieder aufgetrennt werden, um dipaserten Nanopartikel schlie3lich im
Pellet nachweisen zu kénnen. Die Bedingungen férbgiiden Partikelsorten unterschieden
sich lediglich in den Einstellungen fur die MessungBezug auf die partikelspezifische
Verzdgerungszeit von 40 us fur PtTFPP-PD-COOH unpds Gur Ru(dpp)}PAN-COOH. In
Abbildung 10 kommt der Unterschied zwischen dentildn deutlich zum Ausdruck:
Wahrend es bei den Partikeln PtTFPP-PD-COOH gellngreszenz im Pellet darzustellen,
konnte bei den Partikeln Ru(dgAN-COOH keine Auftrennung erreicht werden. Beli
letzteren fallt auRerdem der Unterschied in deensitat des Uberstandes zwischen reinem
Puffer und Nierenlysat auf. Das Nierenlysat liefeei der hier fehlenden Verzdgerungszeit
deutlich hohere Werte als der Puffer, wahrend B @artikeln PtTFPP-PD-COOH die
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Messwerte bei Nierenlysat und Puffer in vergleicbba&rollenordnung liegen. Die Positiv-

und Negativkontrollen zeigen in beiden Fallen danéextreme der Messung an.

A PtTFPP-PD-COOH
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ol Ml mmm
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B Pellet 6.941 5.192 40.969 8
B Uberstand 601 688
B Ru(dpp)3-PAN-COOH
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& 40.000 -
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g
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20.000
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0 4 _J —
Gewebe + NP | Puffer + NP | Pos.-Kontrolle | Neg.-Kontrolle

B Pellet 3.326 1.128 40.606 930
B Uberstand 22.664 4.691

Abb. 10: Nanopartikel sollten aus Nierenlysat bzwPuffer isoliert werden. A und B zeigen die Ergebnisse
bei unterschiedlichen Partikelsorten, wobei in At miner Verzégerungszeit von 40 pus gemessen wurde
(Mittelwerte aus je zwei Proben plus Standardablweigen). NP = Nanopartikel, Pos.-Kontrolle =

Positivkontrolle, Neg.-Kontrolle = Negativkontrolle

Versuch 2

Fir die Partikel PtTFPP-PD-COOH konnte in Versuchlak Ziel erreicht werden, nach
Vermischen von Nanopartikeln mit Nierenlysat undsduie3ender Zentrifugation

Fluoreszenzstrahlung im Pellet nachzuweisen. lemeinveiteren Versuch wurde nun zum
einen eine Probe aus reinem Gewebshomogenisatdefimi, so dass die Herkunft der
gemessenen Intensitaten genauer interpretiert wekdente. Zum anderen kam eine Probe

hinzu, bei deren Verarbeitung in allen SchritterSSkeggelassen wurde, um mdglicherweise
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die Abpelletierung zu erleichtern. Die Partikel PPIP-PD-COOH wurden vergleichend bei
den Verzogerungszeiten 40 ps und 0 ps gemessenEi@ebnisse der so erweiterten
Messreihe zeigt Abbildung 11. Auf die Darstellurey @ositiv- und Negativkontrollen wurde
in der Abbildung verzichtet, da diese sich analagversuch 1 verhielten. Zunéchst werden
die Partikel PtTFPP-PD-COOH mit einer Messverzoggnuwon 40 us betrachtet. Es kann bei
allen Proben, in denen Partikel enthalten warenPéttet eine im Vergleich zum Uberstand
deutlich gréRere Intensitat der Fluoreszenzstrahheachgewiesen werden (Abb. 11A). Das
Gewebe hingegen zeigt keine relevante Fluoreszahhsng, der Wert im Uberstand ist hier
minimal hoher als im Pellet. Die Proben mit Gewebw diejenigen mit Puffer liefern
vergleichbare Werte. Bei der Messung ohne Verzéggzeit (Abb. 11B) wird bei den
Gewebeproben nur in der Probe ohne SDS im Peltethéherer Wert erreicht als im
Uberstand, wobei der Unterschied in beiden Fallem sehr gering ausgepragt ist.
Nanopartikel in Puffer erzielen wiederum mit dezltigr Differenz ein Intensitatsmaximum im
Pellet. Ohne Verzdgerungszeit ist auch im Uberstdes reinen Gewebes eine Intensitat
messbar, die in der Grél3enordnung der beiden amdgesvebe enthaltenden Proben liegt.
Der Messwert des Pellets betragt hier etwa 1/5fidleslen Uberstand gemessenen Wertes.
Wahrend sich im Diagramm von Abb. 11C der PartRa(dpp}-PAN-COOH beim reinen
Gewebe erwartungsgemal’d kein Unterschied zu Abb. Zdigt, ergibt sich hier fur die
Ubrigen Proben ein anderes Bild. In keinem Fallriiifie der Wert des Pellets den des
Uberstandes, wobei die beiden Gewebe enthaltenadei® einen etwa finf bis sechs Mal so
hohen Wert fur den Uberstand liefern wie die ausilgdn und Puffer bestehende Probe. Zur
Durchfuhrung der Versuche muss angemerkt werdess ai den Proben ohne SDS das
Auflésen des Pellets aufgrund dessen fester Kamsistach der Zentrifugation mit 150.000 g
sehr schwierig war. In der Probe der Partikel RpfgpPAN-COOH musste nachtraglich noch

SDS zugegeben werden, um das Pellet wieder resdispem zu kénnen.



Ergebnisse

67
A PtTFPP-PD-COOH, Verzdgerungszeit = 40 us
2.000
. 1500 T
ﬁ
2 1.000 -
(0]
E
500 -
0 |
Gewebe + NP | Gewebe + NP | Puffer + NP Gewebe
M Pellet 1.409 1.128 1.363 2
B Uberstand 105 7 98 8
B PtTFPP-PD-COOH, Verzogerungszeit = 0 us
4,000
3.000
:E
2 2000
O]
E
1.000
01 b
Gewebe + NP Gewebe + NP Puffer + NP Gewebe
ohne SDS
| Pellet 2.320 2.151 2.309 377
m Uberstand 2.757 1.802 512 1.986
C Ru(dpp)3-PAN-COOH
4.000
3.000
g
@  2.000
9
= 1.000
0 | el
Gewebe + NP | Gewebe + NP Puffer + NP Gewebe
B Pellet 403 482 120 189
B Uberstand 2.940 2.598 500 2.239

Abb. 11: Zentrifugation von Nanopartikeln in verschiedenen Medien.A und B zeigt die Partikel PtTFPP-
PD-COOH gemessen bei unterschiedlichen Verzogereitgs, C die Partikel Ru(dpplPAN-COOH ohne

Messverzdgerung (Mittelwerte aus je zwei Probes gitandardabweichungen). NP = Nanopatrtikel.
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Versuch 3

Nachdem es nun gelungen war, Nanopartikel nichtvoarPuffer, sondern auch von Gewebe
abzutrennen und anschlieRend nachzuweisen (s. AbA), wurde einen Schritt weiter
gegangen. Die Durchfuhrung wurde im Vergleich zumrwérsuch wie in Kapitel 2.4.4
beschrieben im  Wesentlichen Dbeibehalten, aber dieusgéangsvolumina an
Gewebshomogenisat bzw. Puffer wurden im Vergleiaim zVorversuch mehr als
verzehnfacht. Das Volumen an Nanopartikeln wurdel@uul verdoppelt, wobei nurmehr mit
den Partikeln PtTFPP-PD-COOH gearbeitet wurde. Bagebnis der Auftrennung ist in
Abbildung 12 dargestellt. Die Messung erfolgte miiter Verzogerungszeit von 40 ps. Die
Daten der Positiv- und der Negativkontrollen wurden besseren Darstellbarkeit der Ubrigen
Messwerte nicht in die Graphik aufgenommen, dasievergleichbares Bild wie in Versuch
1 liefern. Gegenubergestellt sind nun die Ergelenfés Nanopartikel in Nierenlysat und in
Puffer sowie fir Lysat ohne Partikel. Dabei konwedder in Kombination mit Gewebe noch
mit Puffer im Pellet eine hdhere Intensitat derdriszenzstrahlung erreicht werden als im
Uberstand. Wahrend das Verhaltnis Pellet zu Ubedskei der Probe mit Gewebe etwa 1:9
betragt, liegt es in der Probe mit Puffer bei etwd& In der reinen Gewebeprobe lasst sich

kaum Fluoreszenzstrahlung nachweisen, der hoherefiMget sich wiederum im Uberstand.

800
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400 -

Intensitat

200 A

Gewebe + NP Puffer + NP Gewebe
B Pellet 77 129 3
B Uberstand 658 552 19

Abb. 12: Zentrifugation von 10 pl Nanopartikel im Lysat einer Niere einer Maus bzw. in Puffer und vom
reinen Lysat der anderen Niere Die Intensitatsmaxima finden sich jeweils im Ubanst (Mittelwerte aus je

zwei Proben plus Standardabweichungen). NP = Natikgla
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Versuch 4

Mit der bisherigen Vorgehensweise war es in Verstiaicht moglich gewesen, Nanopartikel
von dem wesentlich groReren Volumen an Nierenlgbatizentrifugieren und nachzuweisen.
Aus Kapitel 3.1.3 ist allerdings bekannt, dass ierHomogenisierungspuffer enthaltene
Harnstoff die Auftrennung deutlich behindert. Ddbhaurde nun versucht, durch Dialyse
den Harnstoff aus dem Probenmaterial zu entferAeflerdem wurde das Gesamtvolumen
des Probenmaterials nochmals vergroRert, indem_Lgsat der Niere einer Maus komplett
weiterverarbeitet wurde. Das Volumen an Nanopdrtiketrug unverandert 10 pl. Auf diese
Weise wurde trotz des grof3eren Gesamtvolumens lam &roben, denen Nanopartikel
zugegeben worden waren, ein klares Intensitatsmarinm Pellet erreicht (Abb. 13). Das
deutlichere Ergebnis liefert die Probe in Kombioatimit Puffer. Der Wert fuir den Uberstand
betragt mit Gewebe lediglich etwa 1/30 bzw. mitfBufl/40 dessen des Pellets. Bei der nur
aus Gewebe bestehenden Probe ist die nachgewiEkemeszenzstrahlung im Vergleich zu
den anderen Messwerten zu vernachlassigen. PogiitvNegativkontrollen verhielten sich

analog zu den Vorversuchen und wurden in Abbildi@gicht dargestellt.

1.000

800 -

600 -

Intensitat

400

200

Gewebe + NP Puffer + NP Gewebe
B Pellet 772 864 7
B Uberstand 27 23 9

Abb. 13: Zentrifugation des gesamten Probenmaterial nach zusatzlicher DialyseEs finden sich deutliche
Maxima in den Pellets der partikelhaltigen Probdittélwerte aus je zwei Proben plus Standardabwaigkn).

NP = Nanopatrtikel.

Versuch 5

In Versuch 5 wurde statt der Mausenieren mit Rategen gearbeitet, was dem angestrebten

Endvolumen einer einzelnen Gewebeprobe etwa ewtsgmesollte. Auch das Volumen der
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Nanopartikel wurde auf 20 pl verdoppelt. Ansonstende die Abfolge der Arbeitsschritte
aus Versuch 4 beibehalten. Zur Messung kamen jswlel zentrifugierten Probenpaare aus
Nierenlysat mit Nanopartikeln, reinem Nierenlysatiuder nicht zentrifugierten Positiv- und
Negativkontrolle. Auf die Bearbeitung einer Prolus &artikeln und Puffer wurde verzichtet.
In Abbildung 14 sind die jeweiligen Mittelwerte aulseiden Messreihen mit den
entsprechenden Standardabweichungen dargestdabtHenmend ist die Messung der Partikel
in Gewebe, die ein deutliches Maximum im PellegzeDer Wert des Uberstandes betragt
etwa 1/50 davon. Im Gewebe ist wiederum keine gty Fluoreszenzstrahlung
nachweisbar. Die Positivkontrolle stellt mit ihremedrigeren Messwert in etwa die nicht
zentrifugierte Form der Ausgangslosung in Puffer, da nach Zentrifugation das Pellet in

einem geringeren Volumen resuspendiert wurde umditsdie Konzentration der Partikel

anstieg.
4.000 Abb. 14: Nanopartikel im Lysat
_ 3.000 einer Rattenniere und reine
% 2.000 - Nierenlysat nach Zentrifugaion mit
E 1.000 | I Positiv- bzw. Negativkontrolle in
0. Puffer. Mittelwerte aus je zw
GeWNT)beJr Gew ebe K:.ri;(;"e K(’:‘;?(‘)'"e Proben plus Standardabweichun
B Pellet 3.001 27 1714 5 NP = Nanopartikel, Pc-Kontrolle
m Uberstand 64 15 Neg-Kontrolle = Positiv-/ Negativ
kontrolle.

3.1.5 Beeinflussung der Ergebnisse durch technischerfahren

Verwendung unterschiedlicher L6sungsmedien

Als néachstes sollte gepruft werden, inwieweit silels umgebende Medium bei der Messung
von Nanopartikeln auf die Intensitdt der Fluoregatmahlung auswirkt. Dazu wurden
Nanopartikel wie in Kapitel 2.4.5 beschrieben migndverschiedenen Ldsungsmitteln
vermischt und im Fluorimeter gemessen. Abbildung #&igt die Mittelwerte mit

Standardabweichungen fir die jeweiligen Substanzen.Rahmen der Pipettier- und
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Messgenauigkeit kann festgestellt werden, dass Massergebnis von der Art des
umgebenden Mediums nicht entscheidend beeinflusst Wer maximale Wert ergibt sich
fur den Puffer, der alle vorher einzeln getest&ehstanzen enthalt. Dieses Ergebnis liegt bei

etwa 130% des Durchschnitts der restlichen Messwert

Messung in unterschiedlichen Medien
20.000
15.000 |
&
@ 10.000
[
5
5.000 -
O i
H,O 1x PBS 8 M Hst. 1% TX-100 1% SDS Puffer
m Mittelw ert 10.346 9.121 10.358 11.879 10.300 13.938

Abb. 15: Nanopartikel in unterschiedlichen Losungsriiteln. Wahrend sich die Werte der Einzelsubstanzen in
ihrer GroBenordnung etwa entsprechen, liefert tlerEnzelkomponenten enthaltende Puffer den makema

Wert (Mittelwerte aus zwei Proben plus Standardadiwengen).

Verfahren zum Auflésen des Pellets

Ein weiterer denkbarer Einflussfaktor auf das Megsenis ist die Art und Weise, wie das
Pellet aufgeltst wird. Um vergleichen zu kénnen,eab Verfahren zu héheren Ergebnissen
fuhrt als andere, wurden Proben aus Nanopartikethainem Puffer aus 1 M Harnstoff, 1x
PBS, 1% TX-100 und 1% SDS zunachst ultrazentrifigiend das Pellet dann mit
unterschiedlichen Methoden wieder resuspendiert.i Ben in Abbildung 16A
veranschaulichten Ergebnissen fallt zunéchst aadgs dlie Standardabweichungen in vielen
Fallen sehr hoch sind. Durch diese Ungenauigkeiieve die Messreihe an Aussagekraft.
Deshalb wurde eine weitere Messreihe angeflgt, deei statt des Puffers ,B bidest
verwendet wurde (Abb. 16B). Die im Puffer enthafterDetergenzien kénnen schlechter
pipettiert werden und sind somit moglicherweise diiz Schwankungen bei der Messung
verantwortlich. Trotzdem fallt auch bei Betrachtuthgy zweiten Messreihe kein Verfahren
auf, das dem gewohnlichen Resuspendieren per @igetitlich Gberlegen ware. Vor allem
bei der Ultraschallbehandlung liegen die Intensitain zweiten Teil sogar unterhalb derer,



Ergebnisse 72

die mit Pipette erreicht wurden. Wahrend Positind UNegativkontrolle die Randextreme
anzeigen, findet sich in den zentrifugierten Proheweils auch ein kleiner Teil der

Fluoreszenzstrahlung im Uberstand.

A Auflosen des Pellets in Puffer

10.000

8.000 T

6.000 T

4.000 -

2.000 A i
O 4

Pipette |Inkubation| US 30% | US 60% | US 90%

Intensitat

Pos.- Neg.-
Kontrolle | Kontrolle

@ Pellet 4.728 2.473 6.043 6.322 7.001 8.965 3
B Uberstand 197 200 221 248 245
B Auflosen des Pellets in  H20
10.000
8.000
T 6.000 1
(%)
C
2 4.000 -
IS
2.000 -
% P | Neg- |
Pipette |Inkubation| US 30% | US 60% | US 90% 0S-- €g.--
Kontrolle | Kontrolle
@ Pellet 6.798 7.791 5.871 6.471 6.647 8.244 2
B Uberstand 490 472 492 480 459

Abb. 16: Nach Ultrazentrifugation mit den angegebean Methoden resuspendiertes Pellet und Uberstand.
In A wurde Puffer als Lésungsmittel verwendet, irHBO bidest. Angegeben sind die Mittelwerte aus jeizwe
Proben plus Standardabweichungen. US = Ultrasch&lhs.-Kontrolle/Neg.-Kontrolle = Paositiv-/

Negativkontrolle.

3.1.6 Systemische i.v.-Injektion der Nanopartikeln Ratten

In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werdiass nachtraglich in Nierenlysat
eingebrachte Nanopartikel nach mehreren Arbeitgssmmwieder abzentrifugiert und mit dem

Fluorimeter erfasst werden kdnnen. Deshalb wurde dazu Ubergegangen, die Partikel
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systemisch in Ratten zu injizieren, um sie analag enthommenem Gewebsmaterial
nachweisen zu kdnnen. Hierzu wurde zunachst eirurdieh von 20 ul der Nanopartikel
PtTFPP-PD-COOH zwei Ratten intravends injiziert.cN&80 min bzw. 2 h wurden die
Organe Nieren, Leber und Lunge entnommen und exulspnd Kapitel 2.4.6 der Messung
zugefihrt. Durch Intensitdtsmaxima in den Pelleitesr die Nanopartikel in bestimmten
Organen lokalisiert werden. Die Ergebnisse sindbbildung 17 veranschaulicht, wobei der
mit PBS gemessene Geratehintergrund wie auch ifalgenden Versuchen dieses Kapitels
von den einzelnen Messwerten zur Fehlerkorrektbtrahiert wurde. Es ergibt sich einzig in
der Lunge bei einer Verweildauer von 2 h ein Weatgpbei dem das Pellet mit fast 700 den
Uberstand und alle anderen Messwerte wesentlichriffie Auch in der anderen Probe des
Lungengewebes findet sich im Pellet ein hoherert\Wdlerdings ist die Differenz zwischen
Pellet und Uberstand weniger ausgepragt. In dedeheiProben der Leber zeigt sich
gleichermaRen eine hohere Intensitat des Uberstahdeen Nieren sind alle Werte in etwa
in gleicher GréRenordnung. Obwohl in der Probelideen Niere bei 30 min der Uberstand
Uberwiegt, lasst sich keine Tendenz hinsichtlicimneei Verteilung von Nanopartikeln
ausmachen. Da im Vergleich zu den Vorversuchennjiagerte Volumen der Partikel von 20
pl, das sich hier zunéchst auf das GesamtvolumerRdte aufteilen musste, sehr gering
erscheint, wird das wenig aussagekraftige Ergebeistandlich. Deshalb wurde in den

nachfolgenden Versuchen das verwendete VolumeBQufil erhdht.

PtTFPP-PD-COOH, 30 min
A
200

;§
@ 100 -
Q
=

0 4

linke Niere |rechte Niere Leber Lunge

W Pellet 53 154 25 129
® Uberstand 175 158 120 75
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PtTFPP-PD-COOH, 2 h
B
800

- 600 -

:g

2 400

i)

C ORI el

01— . .
linke Niere |rechte Niere Leber Lunge

B Pellet 191 109 119 698
B Uberstand 178 208 498 1

Abb. 17: Systemische Injektion von jeweils 20 pl adePartikel PtPFPP-PD-COOH in zwei Ratten. A zeigt

das Ergebnis bei einer Verweildauer von 30 mirzhisEntnahme der Organe, B bei einer Dauer von 2 h.

Neben der Erhdhung des Volumens auf 200 pl wurddeim folgenden Messreihen den
untersuchten Materialien noch Milz, Blut und Urimnzugefligt. Die Verweildauern der
Partikel in den Ratten betrugen fir alle Sortenn3id und 24 h. Zunachst wurde die
Negativkontrolle ausgewertet, bei der die Probeensdien ohne vorherige Partikelinjektion
verarbeitet und gemessen wurden (s. Abb. 18). Béfeloreszenzstrahlung detektiert werden
konnte, Uiberwiegt in allen Fallen der Wert des Wtaardes. Der maximal gemessene Wert
liegt bei 8, was im sonst Ublichen Mal3stab der x(ergleich herangezogenen Diagramme
bereits nicht mehr zur Darstellung kommen wirde.igEsalso unwahrscheinlich, dass der
Gewebshintergrund die Ubrigen Messungen relevarfilgeht und im Pellet falsch hohe
Werte erzeugt.

Negativkontrolle: Gewebshomogenisate

Intensitat

=

linke Niere | rechte Niere Leber Lunge Milz Blut Urin
B Pellet 2 3 1 0 0 0 0
B Uberstand 8 7 4 0 0 1 8

Abb. 18: Die Organe wurden ohne vorherige Nanoparkiel-Injektion der Messung zugefiihrt. Die

Messreihe dient als Negativkontrolle fur die folgen Versuche.
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Der erste Versuch nach dem etablierten Schema wuoitdgen Partikeln PtTFPP-PD-COOH
durchgefihrt, deren generelles Verhalten durchRkée an Vorversuchen bereits besser
eingeschatzt werden konnte. Die in Abbildung 19dergegebenen Ergebnisse lassen auf
einen Nachweis von Nanopartikeln schliel3en, daNibsien, Leber, Lunge, Milz und Blut die
Werte des Pellets die des Uberstandes zum Teilicteltbertreffen. AuRerdem liegt die
Intensitat dieser Maxima in einer wesentlich hoheferéRenordnung als die Werte der
vorangegangenen Negativkontrolle. Am deutlichstersgapragt ist der Nachweis der
Nanopartikel in der Leber, wohingegen die Nierengsth wie keine Intensitatserhohung
bieten. Fur die beiden Verweildauern von 30 min @d4dh wurde der Versuch jeweils vier
Mal durchgefihrt. Vergleicht man die in Abbildun§ALund B abgebildeten Mittelwerte fir
beide Kategorien, so findet man ein ahnliches Biddwohl die Verteilung der Maxima als
auch deren GroRRenordnung entsprechen sich in étwau kommt, dass innerhalb einer
Messgruppe die Streubreite der Werte so grol3 &ss dkein charakteristischer Unterschied

zwischen den Gruppen festgestellt werden kann.

Auch die zusatzlich verwendeten Partikel PS-Pt wanrdn Fluorimeter GENios Plus bei
gleichen Einstellungen gemessen. Es zeigt sichesigd ein deutliches Intensitatsmaximum
im Pellet der Leber. Auferdem kann im Pellet vonndar und Milz minimale
Fluoreszenzstrahlung nachgewiesen werden, wohing@geNieren, Blut und Urin die
Fluoreszenz im Uberstand uberwiegt. Das FehlenRloareszenzstrahlung im Pellet deutet
darauf hin, dass sich keine Nanopartikel im Proksenal befunden haben. Die beiden
Gruppen von 30 min und 24 h Verweildauer, bei demembbildung 19C und D die
Mittelwerte aus jeweils zwei Versuchen dargesthd, entsprechen sich in Verteilung und
GroRRenordnung der Werte in etwa. Nur in der PradveLeber ist der Wert im Pellet nach 24

h héher, wobei auch hier die Standardabweichunglenisch sind.

Von den Partikeln PD-Pt-PEG wurde aufgrund von Mal@angel fur die Verweildauern 30
min und 24 h jeweils nur ein Versuch durchgefubie Abbildungen 13E und F zeigen die
Ergebnisse, die mit dem Fluorimeter GENios Plus eggan wurden. Auffallend sind die
hohen Intensitdten im Pellet von Leber und Lungee Werte der Leber sind in beiden
Versuchen in etwa gleich, wahrend in der Lunge ria¢th ein mehr als doppelt so hohes
Ergebnis gemessen wurde. In den Ubrigen Probendsin®lesswerte sehr niedrig, so dass

kein Hinweis auf den Verbleib von Nanopartikeln liet.
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Die Partikel Ru(dpp}PAN-COOH wurden wie auch die folgenden mit denbsegebauten
Fluorimeter des Instituts fir Analytische Chemidie@o- und Biosensorik der Universitat
Regensburg gemessen. Fir die Verweildauern 30 min24 h wurde jeweils ein Versuch
durchgefuhrt (Abb. 19G und H). Ein deutliches Mauim im Pellet findet man in beiden
Fallen nur in der Leber. Allerdings ist die Diffeaeezum Uberstand nicht so hoch ist wie in
den Vorversuchen, da die Intensitat des UberstaBiies bzw. 44% des Wertes des Pellets

betragt. Die Messung der tbrigen Proben ergab wied&eine Hinweise auf Nanopartikel.

Fur die Partikel Ru(dpp)PAN-PEG-NH wurden fur die Verweildauern 30 min und 24 h
jeweils zwei Versuche durchgefihrt (Abb. 191 und. Kper erste Eindruck der
Werteverteilung ahnelt dem der vorherigen Messrelhebeiden Fallen findet sich das
Maximum im Pellet der Leber, wobei fir den Uberstaviederum 1/3 bzw. gut die Halfte
des Wertes des Pellets gemessen wurde. Die Absotetiegen allerdings unter denen der

vorangegangenen Messungen.

Auch von den letzten getesteten Partikeln Ru(gpgN-PEG-OH wurden je zwei Versuche
fur 30 min und 24 h Verweildauer durchgefuhrt (ABBL und M). Das Maximum im Pellet
der Leber ist relativ zu den anderen Werten deddmeiReihen gesehen jeweils sehr
ausgepragt, obwohl die Absolutwerte noch unter deles Partikel Ru(dpp)PAN-PEG-NH
liegen. Im Vergleich zum Uberstand hebt sich ddePeier wieder deutlich ab.

A PtTFPP-PD-COOH, 30 min
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@ Uberstand 9 10 9 1 0 3 6




Ergebnisse

77

PtTFPP-PD-COOH, 24 h
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PS-Pt, 30 min
C
800
600 T
:‘é
Q 400
g
= 200 A
0 | il i
linke Niere | rechte Niere Leber Lunge Milz Blut Urin
B Pellet 3 3 486 32 13 0 1
B Uberstand 9 10 7 0 0 4 7
PS-Pt, 24 h
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F PD-Pt-PEG, 24 h
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G Ru(dpp)3-PAN-COOH, 30 min
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H Ru(dpp)3-PAN-COOH, 24 h
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Ru(dpp)3-PAN-PEG-NH2, 30 min
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K Ru(dpp)3-PAN-PEG-NH2, 24 h
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L Ru(dpp)3-PAN-PEG-OH, 30 min
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Abb. 19: Analysiert wurden sechs verschiedene Pakilsorten, wobei jeweils die Werte der
Verweildauern 30 min und 24 h zu einem Diagramm zwsnmengefasst wurden.Dargestellt sind
Mittelwerte plus Standardabweichungen, sofern naéreine Probe vorlag. Allen Proben gemeinsamiist e

Intensitatsmaximum im Pellet der Leber, das auf\atiegen von Nanopartikeln hinweist.
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3.1.7 Gefrierschnitte

Durch die Versuche, die den Nachweis der fluoresaden Nanopartikel in homogenisiertem
Gewebematerial zum Ziel hatten, konnten Informaoreum Verbleib der Partikel im

Organismus des Versuchstieres gewonnen werden: hdnglg von den verschiedenen
Modifikationen und funktionellen Gruppen wurdenaitten Fallen Nanopartikel in der Leber
detektiert. Fur die Partikel PD-Pt-PEG ergab sioBeadem ein deutlicher Nachweis von
Fluoreszenz in der Lunge. Nun sollte dieses Ergebdiirch Schnittprdparate aus
perfusionsfixiertem Gewebe, die nach der Beschrgjlmon Kapitel 2.4.7 angefertigt wurden,
mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Zeissyamschaulicht werden. Beispielhaft
wurden die Partikelsorten PtTFPP-PD-COOH und PPH& ausgewahlt. Als geeignet fir
die Darstellung zeigte sich der DAPI-Filter, darhilas Gewebsmaterial in verschiedenen

Blautbnen erscheint, wahrend sich die rot leuctdardanopartikel davon deutlich abheben.

Zunachst werden verschiedene Aufnahmen der Lelsgtevehend betrachtet (Abb. 20). Man
erkennt den typischen histologischen Aufbau dereLehit ihren um die Venae centrales
angeordneten Leberlappchen. Erwartungsgemal fisidarhier zahllose rot fluoreszierende
Nanopartikel, die in Kontrast zum unmarkierten blauGewebshintergrund stehen.
Allerdings lassen sich die zahlreicher vorhandeRartikel PtTFPP-PD-COOH (Abb. 20A
und B) wesentlich besser darstellen als die PaiikePt-PEG (Abb. 20C und D), die erst bei
genauem Hinsehen erkennbar sind. Die AbbildungeA Waid C geben bei 10facher
VergroRerung einen groben Uberblick lber die jegeil Schnittpraparate. Detailliertere
Informationen lassen sich aus den Abbildungen 14 herauslesen, die je einen kleineren
Bildausschnitt bei 40facher VergréRerung zeigerer irkennt man, dass die Nanopartikel
zum Uberwiegenden Teil den Hepatozyten vom LumenSieusoide her anliegen. Dies
entspricht der Lokalisation der von Kupffer-Stediag die zum mononuklearen
phagozytierenden System gehoren. Es liegt die Viermgunahe, dass diese Makrophagen die
Nanopartikel als fremd erkannt und im Rahmen degiEangs- und Ausscheidungsfunktion
der Leber phagozytiert haben. Die in den Abbildungdargestellten Fluoreszenz-
markierungen lassen keine direkten Ruckschliss&aifle oder Gestalt der Partikel zu, da
es sich zum einen um Konglomerate handeln kanreundanderen die Eigenleuchtkraft der

Partikel diese grof3er erscheinen lasst.
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Abb. 20: Schnittpraparate der Rattenleber im Fluoreszenzmikroskop mit DAPI-Filter. A und B zeigen
Praparate mit den Partikeln PtTFPP-PD-COOH, wahirer@liund D die Partikel PD-Pt-PEG verwendet wurden

Es wurde jeweils 10fach und 40fach vergréRert.|®ferot fluoreszierende Nanopartikel, V.c. = Veeatralis.

Nachdem fir die Partikel PD-Pt-PEG auch in der leufigorimetrisch der Nachweis von
Nanopartikeln gelungen war, wird in einem entspeacken Schnittbild ebenfalls
mikroskopisch nach einem Korrelat gesucht. Abbilgi#l zeigt ein Préaparat in 10- und
40facher VergroRerung, das die gesuchten Fluoresmekierungen aufweist. Zwar weniger
zahlreich als in der Leber, dafiir aber nicht mindeutlich heben sich die rot leuchtenden
Partikel vom blauen Lungengewebe ab. Man erkennémeielen Alveolen auch Bronchioli
terminales, die in Bronchioli respiratorii Ubergehand Ductus alveolares. Die Nanopartikel
haften an der Alveolarwand. Auch von Alveolarmakragen wei? man, dass sie den
Epithelzellen intraalveolér anliegen, weshalb e sauch in der Lunge um phagozytierte

Nanopartikel handeln kénnte.
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Abb. 21: Schnittpraparat der Rattenlunge im Fluorezenzmikroskop mit DAPI-Filter. Es wurden die
Partikel PD-Pt-PEG verwendet. A zeigt das Prapbetl10facher, B bei 40facher VergroRerung. Pfeile =

Nanopartikel, B = Bronchioli.

Auch Niere und Milz wurden ungefarbt fluoreszenziogkopisch untersucht. Es konnten
aber in keinem der Schnittpraparate rote Fluoresmarkierungen gefunden werden, was die
Ergebnisse der Fluorimetrie bestatigt. Im gezeidtasschnitt aus der Nierenrinde kénnen in
den verschiedenen Blautonen des Gewebes die Naymikhen vom tubuldren System
unterschieden werden (Abb. 22A und B). Die 40fattexgroRerung zeigt ein einzelnes
Nierenkdrperchen umgeben von proximalen und dist@lébuli. Im Gewebe der Milz findet
sich zwar ein etwas grol3eres Farbspektrum, abeh duer sieht man keine rot
fluoreszierenden Nanopartikel (Abb. 22C und D). Deln grenzt die derbe Milzkapsel als
blaue Linie das Organ nach auf3en hin ab. Eingebettier roten Pulpa ist ein Milzknétchen

(Malpighi-Korperchen) zu erkennen, das aus Keimzemtund umgebendem Randwall
besteht.
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Abb. 22: Niere und Milz einer Ratte nach i.v.-Injekion von Nanopartikeln. A und B zeigen die Niere, C
und D die Milz jeweils bei 10- und 40facher Vergedling. Die Schnittpraparate weisen keine Nanopersildf.
G = Nierenkérperchen, T = Tubuli, C = MilzkapseMr = rote Milzpulpa, K = Keimzentrum, R = RandwaHl
und R bilden ein Milzkndtchen (Malpighi-Kérperchen)

3.2 Ergebnisse der Versuchsreihe mit Quantenpunkten

3.2.1 Verdinnungsreihe

In &hnlicher Weise wie bei den Nanopartikeln salleich bei den Quantenpunkten durch
verschiedene Versuche deren Eigenschaften andlysierden. Die Zielsetzung war
wiederum, die Quantenpunkte nach systemischertlojekn Ratten in Geweben nachweisen
zu konnen. Hierzu wurde von den verwendeten petgghe CdSe/ZnS-Quantenpunkten
zunéchst eine Verdinnungsreihe erstellt, die j@nritreifacher Ausfiihrung mit dem bereits
bei den Nanopartikeln gebrauchten Fluorimeter (GENPlus) gemessen wurde. Die
Einstellungen flr die Exzitations- und Emissionsar@ingen betrugeRex = 405 nm und\gn

= 535 nm. Um festzustellen, ob durch langer anhdid-luoreszenzstrahlung eine Messung
nach Verzdgerungszeit moglich ist, wurden die Wedsde initialen Messung mit denen nach
Verzdgerungen von 5 us, 10 ps, 20 pus und 40 pdickezg. Durch die verzogerte Detektion
der Emission sollte spater die nur kurz andauerrdatergrundfluoreszenz der
Gewebshomogenisate minimiert werden. Die in Ablngld3A veranschaulichten Ergebnisse
zeigen zum einen eine gemal der Verdinnung abnelemetensitat der Fluoreszenz, wobei

es nicht mdglich war, aus den Messwerten eine extaglle Kurve zu extrapolieren, wie es



Ergebnisse 84

bei den Nanopartikeln gelungen war. Zum anderelh 4alf, dass sich die Ergebnisse der
unterschiedlichen Verzégerungszeiten in zwei Grappiateilen lassen: Die Werte v.a. der
geringsten Verdinnung bei O ps und 5 ps sind velgeeise hoch und unterscheiden sich
kaum. Zwischen 5 pus und 10 pus ist ein gro3er Sprungh den die Werte bei 10 us, 20 us
und 40 ps zur zweiten Gruppe zusammenfasst weridlemek. Es ist hier in allen drei Fallen
kaum noch Fluoreszenzstrahlung nachweisbar. Inr eineiten Versuchsreihe wurde mit

Quantenpunkten der gleichen Art gearbeitet, die @&iee wesentlich gré3ere Leuchtkraft
aufwiesen. Abbildung 23B zeigt das Ergebnis, wobei gleichen Einstellungen wie in

Abbildung 23A die Werte fir die geringste Verdunguei Verzégerungszeiten von 0 us und
5 us die Kapazitdt des Gerates zur Detektion (ibgest. Bei Betrachtung sich

entsprechender Werte in beiden Diagrammen (z.Bdiferung 1:200, Verzégerung 0 us)
wird deutlich, dass die Intensitat der zweiten iRartum Uber das 30fache starker ist. Da
deshalb die Nachweisbarkeit verbessert wird, wimdden folgenden Versuchen nur mehr
mit den potenteren Partikeln weitergearbeitet. EBrponentielle Kurve konnte allerdings

auch hier nicht aus den Messwerten extrapoliertierer

12.000

—&o—O0ps
—&—5ps
—&— 10 ps
6.000 ——20 ps
——40 s

10.000 -

8.000 -

Intensitat
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2.000 A

L eYe—m——————3 3

1:20 1:200 1:2.000 1:20.000 Neg.-
Kontrolle
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— _._
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Abb. 23: Verdunnungsreihen von Quantenpunktenin A und B sind Quantenpunkte mit unterschiedlicher

Leuchtkraft dargestellt (Mittelwerte aus je dreoBen plus Standardabweichungen).

3.2.2 Verhalten der Quantenpunkte bei Zentrifugatia

Im nachsten Versuch sollte ermittelt werden, wih slie Quantenpunkte bei Zentrifugation
verhalten. Sie wurden einmal in PBS und einmaimem Puffer aus PBS, 8 M Harnstoff und
1% Triton X-100 bei verschiedenen Zentrifugalbesahlgungen zentrifugiert, um
anschlieRend die Intensitaten der Fluoreszenzatighin Uberstand und Pellet zu messen.
Alle Versuche wurden doppelt durchgefuhrt. Die Mlitterte der Negativkontrollen wurden
von den jeweiligen Einzelwerten zur Fehlerkorreksubtrahiert. In PBS lieRen sich die
Quantenpunkte ab einer Beschleunigung von 100.0@@zgntrifugieren (Abb. 24A). Bei
steigender Zentrifugalbeschleunigung nimmt der ieieP gemessene Anteil weiter zu. Im
Puffer aus PBS, Harnstoff und Triton X-100 waree Quantenpunkte ebenfalls ab einer
Zentrifugalbeschleunigung von 100.000 g im Pelmthweisbar (Abb. 24B). Allerdings sind
die Absolutwerte hier geringer, und die Werte itna#ls der Messreihe schwanken sehr. Dies
spiegelt sich auch in den gréReren Standardabwegemuwider. Beide Messungen wurden
jeweils ohne Messverzégerung und mit einer Veradugszeit von 10 ps durchgefihrt. Die
dabei erhaltenen Verlaufe der Messreihen entspnesicl, wobei die Absolutwerte nach 10
us nur mehr etwa 1/10 der Werte bei initialer Megshetragen. Aufgrund des identischen
Kurvenverlaufes sind jeweils nur die Messungen ohviessverzégerung graphisch
dargestellt.
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A Quantenpunkte in PBS

3.000
2.500 A

2.000 '_‘l/-\l
1.500
Looo | AN "
L
0 —a— &
1.000g | 3.000g | 10.000g | 30.000g | 100.000 g | 150.000 g | 200.000 g
—e—Pellet 136 114 108 365 732 962 1.244

—— Uberstand 2.137 2.086 2.373 1.626 317 160 76
Zentrifugalbeschleungung

Intensitat

B Quantenpunkte in PBS, 8 M Harnstoff, 1% Triton X-10 0
1.200
1.000 A i\
“3 800 -
a 600 - ”I\I
(6]
€ 400 N_#&— &
200 )L?L
. / v
1.000g | 3.000g | 10.000g | 30.000g |100.000 g | 150.000 g | 200.000 g
—&— Pellet 47 430 495 74 432 507 416
—— Uberstand 950 662 735 855 187 121 230

Zentrifugalbeschleungung

Abb. 24: Zentrifugation der Quantenpunkte bei verstiiedenen Zentrifugalbeschleunigungenin A diente
PBS als umgebendes Medium, in B ein Puffer aus RBBnstoff und Triton X-100. Dargestellt sind die

Messreihen ohne Verzdgerungszeit (Mittelwerte avesi Proben plus Standardabweichungen).

3.2.3 Systemische i.v.-Injektion der Quantenpunkté Ratten

Anschlielend wurden die Quantenpunkte intravenos zwei Ratten injiziert. Die
Versuchsdurchfihrung erfolgte analog zum entspraddre Versuch mit Nanopartikeln mit
Verweildauern von 30 min und 24 h. Fur die Messumgrden die Einstellungen der
vorangegangenen Versuche mit Quantenpunkten bédibehAls Verzégerungszeiten wurden
in beiden Fallen 10 us, 20 ps und 30 ps miteinandeglichen. Die Ergebnisse der
verschiedenen Messverzdgerungen unterscheiden isiaer Relation zueinander nicht,

lediglich die Absolutbetrage der Werte differier&dahrend die héchsten Werte nach 10 us
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erreicht werden, betragen die Werte nach 20 us koappe 40% und nach 30 ps nur noch
etwa 10% davon. Graphisch dargestellt sind die lingse bei einer Verzogerungszeit von 10
HUs sowie bei gleicher Einstellung die Negativkolfgrader Gewebshomogenisate ohne
vorherige Injektion von Quantenpunkten (Abb. 25abbi fallt auf, dass in keinem Fall der
Wert des Pellets den des Uberstandes wesentlichriheAuch im Vergleich der beiden
Messreihen sowohl untereinander als auch mit dgatiéontrolle kann weder beztiglich der
Verteilung noch der GroRRenordnung der Werte eisabrtidender Unterschied festgestellt
werden. In der Zusammenschau der Messreihen werdeim einmal die gewebetypischen
Eigenschaften der Organe deutlich: In Nieren, Lelet Urin ist vor allem im Uberstand viel
Hintergrundfluoreszenz detektierbar, wahrend indejrMilz und Blut vergleichsweise wenig
Fluoreszenzstrahlung nachweisbar ist. Da es aldodemn bei Nanopartikeln bewahrten
Methode nicht méglich war, die Quantenpunkte vomv&ee zu differenzieren, wurden die

Eigenschaften von Quantenpunkten in weiteren Véesugenauer analysiert.

A Verweildauer 30 min
4000
:§ 3000 -
a 2000
i)
£ 1000 . I I
0 - _— ] _
linke Niere | rechte Niere Leber Lunge Milz Blut Urin
W Pellet 648 728 635 149 83 406 908
B Uberstand 1.456 2.006 1.924 213 160 539 3.667
B Verweildauer 24 h
8.000
5 6.000
2 4.000 -
i) .
£ 2.000 A . .
0 N
linke Niere | rechte Niere Leber Lunge Milz Blut Urin
B Pellet 1.236 1.366 710 135 97 701 1.138
B Uberstand 2.829 3.439 2.212 193 232 514 7.066
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C Negativkontrolle
3.000
% 2.000
[7)
o I I
£ 1.000
linke Niere | rechte Niere Leber Lunge Milz Blut Urin
B Pellet 674 832 766 280 105 331 67
B Uberstand 1.783 1.947 1.534 312 290 498 2.528

Abb. 25: Systemische i.v.-Injektion von Quantenpunten in Ratten. In A und B sind Verweildauern von 30
min bzw. 24 h dargestellt, C zeigt die Negativkotér bei gleichen Bedingungen. Die Messverzgetsigug

jeweils 10 ps.

3.2.4 Bestimmung der Abklingzeiten der Fluoreszenzon Quantenpunkten

Um prazisere Informationen tUber die EigenschafanQuantenpunkte zu erreichen, wurden
zunadchst mit dem vielseitigeren Fluorimeter Fluargl{(Horiba Joben Yvon) eine Messreihe
erstellt, bei der die Proben wiederum aus den Kaorapten Quantenpunkte, Nierenlysat und
einem Gemisch aus beiden bestanden. Die Anregdioigter mit einer fur die Quantenpunkte
geeigneten Wellenlange voRex = 375 nm. Hier wurde die Intensitat der emittierte
Fluoreszenzstrahlung bei einer konstanten Wellg@aronAe,» = 540 nm in Abhangigkeit
von der Zeit detektiert. Diese Emissionswellenlangetsprach in etwa der bisher
verwendeten, weshalb man die FluoreszenzstrahlengQdiantenpunkte hier gut erfassen
konnen sollte. Abbildung 26 zeigt vergleichend déerlauf der Einzelmessungen. Die
Anregung der Proben durch das Gerét erfolgte nawr &eitdauer von etwa 100 ns. Hier
steigt die Intensitat bei allen Proben schlagatigMan erkennt eine deutliche Staffelung, bei
der die Quantenpunkte allein den héchsten Werinier &roRenordnung von 16rzielen, das
Nierenlysat den geringsten im Bereich vor{.ei der Interpretation der Darstellung muss
bertcksichtigt werden, dass es sich um eine Idgaisiche Skalierung der y-Achse handelt,
so dass geringe Unterschiede im Graphen wesenfidferenzen der Messwerte bedeuten.
Die Fluoreszenzstrahlung der Quantenpunkte héaltViengleich zu der des Nierenlysats
wesentlich langer an. Bereits ca. 100 ns nach deedung ist im Nierenlysat kaum mehr
Fluoreszenz nachweisbar, wahrend die Quantenpusikte sogar noch nach 1.500 ns

signifikant von den anderen Messreihen unterscheidese Konstellation ware eventuell flr
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eine zeitverzbgerte Messung von Proben geeignetaufiadiese Weise die Hintergrund-
fluoreszenz minimiert werden kann. Allerdings zelgg Messung des Gemisches aus beiden
Substanzen, dass die Fluoreszenz der Quantenpuvikteauch im Vorversuch durch
Komponenten des Losungsmittels erheblich unterdnivokl. Bereits weniger als 200 ns nach
Anregung ist die Intensitat wieder so weit abgesunkdass eine Differenzierung zur
Hintergrundstrahlung unmaglich wird. So verringsith der zeitliche Rahmen, in dem eine
zeitverzogerte Messung sinnvoll ware, auf den Bbereron etwa 80 bis 150 ns nach
Anregung. Ein Gerat wie das primar verwendete khueter GENios Plus kdnnte Messungen
dieser Prazision nicht leisten und ist somit fiin ddéachweis der Quantenpunkte in dieser
Form ungeeignet.

Lebensdauern

1,0E+06

1,0E+05 A

1,0E+04 | * QP

* NL

1,0E+03
a QP + NL

Intensitat

1,0E+02 -

1,0E+01

1,0E+00 ‘ !
0 500 1.000 1.500

Abb. 26: Lebensdauern der Fluoreszenzstrahlung voQuantenpunkten (QP), Nierenlysat (NL) und der
Kombination beider Substanzen nach Anregung beke, = 375 nm.Durch Zusatz des Nierenlysats wird die

Emission der Quantenpunkte wesentlich unterdrickt.
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3.2.5 Bestimmung von Emissionsspektren

Weiterhin wurden verschiedene Emissionsspektregesgimmen. Dadurch sollte vor allem
geklart werden, ob die Wellenlangen zur Detektienluoreszenzstrahlung sinnvoll gewahlt
wurden. Analysiert wurden eine Probe mit QuanteRfem eine mit Nierenlysat und eine aus
in Nierenlysat gelosten Quantenpunkten (Abb. 27pchidlem die Proben bei einer
Wellenlange vomex = 300 nm angeregt worden waren, wurde die Int@ndigr emittierten

Fluoreszenzstrahlung fir den Wellenlangenberaighvon 400 bis 600 nm dargestellt. Fir
die Quantenpunkte ergab sich ein Intensitdtsmaxiniign 541 nm. Das Maximum des
Nierenlysats liegt bei 504 nm, wobei hier die Isigit im anschlieRenden hdheren
Wellenlangenbereich nur sehr langsam abfallt. Anather kombinierten Messung der beiden

Komponenten lassen sich die unterschiedlichen Maxioneinander abgrenzen.
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A Emissionsspektrum Quantenpunkte
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C Emissionsspektrum Quantenpunkte in Nierenlysat

1,0E+05

8,0E+04 AN
6,0E+04 - /f\
4,0E+04 N
2,0E+04

0,0E+00 4

-2,0E+04
400 450 500 550 600

Wellenlange / nm

Intensitat

‘—o—Anregung mit 300 nm ‘

Abb. 27: Emissionsspektren von Quantenpunkten, Nianlysat und einer Kombination beider

Komponenten.Zu sehen sind die unterschiedlichen Maxima dertartién Fluoreszenzstrahlung.

Das groRere Problem bei der Messung der Probendgintlich, wenn man die drei Kurven
Ubereinander gelegt betrachtet (Abb. 28): Wahrerd @roRenordnung des Intensitats-

maximums der Quantenpunkte allein bei® lIigt, fallt sie bei der Kombination mit
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Nierenlysat bei gleicher Konzentration der Quantmipe um zwei Zehnerpotenzen ab.
Somit unterscheiden sich die Werte der zu messen8ebstanz und die der

Hintergrundfluoreszenzstrahlung kaum noch.

Emissionsspektren, Anregung 300 nm
3,5E+06
3,0E+06 A
2,5E+06
2,0E+06
E ——QP +NL
1,0E+06 / \
5,0E+05 \
0,0E+00 —.—L%—
-5,0E+05
400 450 500 550 600
Wellenlange / nm

Abb. 28: Emissionsspektren von Quantenpunkten (QPWNierenlysat (NL) und einer Kombination beider

Komponenten.Die Darstellung betont den Unterschied in der GndRgnung der Messreihen.

Um die fur die Unterdrickung der Emissionsstrahlunmgrantwortliche Substanz zu
identifizieren, wurden in mehreren Einzelmessungen Losungsmittel selbst und deren
Einfluss auf die Intensitat der Fluoreszenzstrafplwon Quantenpunkten untersucht.
Abbildung 29A zeigt die Emissionsspektren der L@mmedien. Alle Substanzen weisen
gleichermal3en ein Intensitatsmaximum bei ca. 465anfim Vergleich zum Maximum des
kompletten Nierenlysats von 504 nm. Die Werte wsdeeiden sich nur wenig, wobei das
Gemisch aus PBS, Triton X-100 und SDS sowie TrXeh00 die hochsten und B bidest

die geringsten Werte liefern. Im zweiten Versuchgi&bb. 29B) wird deutlich, dass die
GroRRenordnung der Fluoreszenz der Quantenpunktéhrem Maximum bei 541 nm

wesentlich hoher liegt. Dies kommt in,® bidest maximal zur Auspragung. Der im

entsprechenden Wellenlangenbereich noch erkennBgfel der Lésungsmittel fallt im
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Vergleich dazu kaum mehr ins Gewicht. In Kombinatmit einem anderen L6sungsmittel
als Wasser wird die Fluoreszenz allerdings deutlisterdriickt. Mit Triton X-100 fallt die

Intensitat bereits um mehr als die Halfte ab, SIx@imiert die Emissionsstrahlung beinahe
vollstdndig. Deshalb

zuruckzufihren, dass im verwendeten PuffergemishRBS, Triton X-100 und SDS der

ist es allem Anschein nach aié¢ Anwesenheit von SDS

Nachweis der Quantenpunkte nicht gelingt.

A Lésungsmedien
1,4E+08
1,2E+08 - A —— 1x PBS + 1% Triton X-
0,
1.0E+08 / 100 + 1% SDS
= 8,0E+07 - 1% SDS
2 604071 1% Triton X-100
2 4,0E+07 - o triton &
2,0E+07 1 H,O
0,0E+00 -
-2,0E+07
400 450 500 550 600
Emissionswellenlange / nm
B Quantenpunkte in Losungsmedien
2,5E+09
. —— QP in 1xPBS + 1%
2,0E+09 \ Triton X-100 + 1% SDS
- L5E+09 | \ —— QP in 1% SDS
2 1,0E+09 _ ,
5 / /\\\ — QP in 1% Triton X-100
£ 5,0E+08 7
0,0E+00 e & — QP in H,0
-5,0E+08
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Abb. 29: Emissionsspektren der Losungsmedien (A) uhder Quantenpunkte im Gemisch mit den

Einzelkomponenten (B).Wéhrend die Quantenpunkte (QP) ipCHbidest optimal nachweisbar sind, wird das

Signal durch andere Komponenten des LosungsmititeisTeil fast vollstandig unterdriickt.
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4. Diskussion

4.1 Fluorimetrischer Nachweis

4.1.1 Nanopartikel

Bevor die Ergebnisse im Einzelnen diskutiert werklénnen, muss vorausgeschickt werden,
dass die fluorimetrischen Messergebnisse in erkieie eine qualitative Interpretation
zulassen. Die quantitative Beurteilung ist nur shgeschrankt moglich. Insbesondere beim
Vergleich von Intensitdten verschiedener Messreiti@r sich eine Schlussfolgerung nicht
auf die Betrachtung von Absolutwerten stitzen, somagollte vielmehr aus der Interpretation
der GroRRenordnungen und Relationen zueinandertiegsnl. Da mit den verschiedenen
Partikeln insgesamt eine sehr groRe Anzahl an Memssr durchgefihrt wurde, deren
wesentliche Aussagen eine gemeinsame Richtung rmekenassen, wurde in den

Einzelversuchen auf eine Erh6hung der Anzahl agmhsproben verzichtet.

Der erste Teil der Versuche diente dazu, sich enit Bigenschaften der Nanopartikel vertraut
zu machen und auf der Basis dieser Erkenntnisse féindie standardisierte Anwendung
geeignete Nachweismethode zu etablieren. Es wund&chst mit den Partikeln PtTFPP-PD-
COOH und Ru(dpp)PAN-COOH gearbeitet. Gemessen wurden erstere laieiangen
VON Aex = 405 Nnm undver, = 635 Nm und die zweitgenannten bgi= 430 nm undem = 612
nm. Die vorangestellten Verdinnungsreihen bestatigirch den in  Abbildung 7
dargestellten exponentiellen Verlauf des Graphassdlie Einstellungen der Wellenlangen
und Zeiten am Fluorimeter sinnvoll gewéhlt wurdemd udass eine gute Messgenauigkeit
erzielt wird. Von entscheidender Bedeutung fir gesamte Verfahren ist das Verhalten der
Nanopartikel bei Zentrifugation. Da man stets ladstrist, mit einer moglichst geringen
Menge an Partikeln auszukommen und diese bei deteitmg im Organismus des
Versuchstieres zusatzlich erheblich verdinnt werdgmman darauf angewiesen, aus einem
gegebenen Probenvolumen das Fluoreszenzmateridichgigollstandig zurickzugewinnen.
Nur so erhalt man fluorimetrisch detektierbare Kemtzationen. Die Zentrifugation kdnnte
hierfir ein geeignetes Verfahren darstellen. In PB&cheinen beide verwendeten
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Partikelsorten ab einer Zentrifugalbeschleunigumg ¥00.000 g im Pellet. Bei Zentrifugation
mit 150.000 g sollte man also mit ausreichenderh@&leeit Nanopartikel aus dem
Probenvolumen abzentrifugieren kdonnen. Andershebetnachtet, muss man bei weniger
starker Zentrifugation nicht befirchten, die nasheisenden Nanopartikel bereits ins Pellet
zu verlieren, sondern kann der Ultrazentrifugatiorspéteren Versuchen eine schwachere
Zentrifugation zur Entfernung grol3erer Gewebsbetsédle voranstellen. Auffallig ist jedoch,
dass bei Zusatz von Harnstoff und Triton X-100 EaBetieren erschwert ist und bei einer der
Partikelsorten sogar Uberhaupt nicht mehr mégbthDies wurde weiter untersucht, da auch
in spateren Proben Substanzen zum HomogenisieeGelwebes zugesetzt werden mussen.
Durch einen entsprechenden Versuch (s. Abb. 9) evdrdstatigt, dass eine zu hohe
Konzentration an Harnstoff das Abzentrifugierenibeart. Man wird also versuchen missen,

die Harnstoffkonzentration méglichst gering zu éalt

Schliel3lich wurde der Einfluss des kompletten Geslemogenisats auf das Abpelletieren
der Nanopartikel untersucht, dem zum Zeitpunktldlenazentrifugation neben 1 M Harnstoff
auch 1% Triton X-100 und 1% SDS zugesetzt warenhréfi die Partikel PtTFPP-PD-
COOH einen deutlichen Nachweis von Fluoreszenz attePzeigen, konnte fur Ru(dpp)
PAN-COOH ein Abzentrifugieren nicht nachgewieserrdea (Abb. 10). Es sollte deshalb
versucht werden, das Verfahren zu verbessern, ma mioglichst breite Anwendung zu
ermoglichen. Zur besseren Interpretation der Engebnwurde der Versuch zunachst
wiederholt und durch zusatzliche Messungen erweitBei einer Probe aus reinem
Nierengewebshomogenisat ist nach einer Verzogereitgson 40 us keine Fluoreszenz mehr
nachweisbar (Abb. 11A), wohl aber bei sofortigerssleng (Abb. 11B und C). Dies zeigt
deutlich, dass Fluoreszenzstrahlung, die durch Gslwetergrund entsteht, schnell abklingt
und somit das Hintergrundrauschen bei ausreichehdrglebigkeit der Fluoreszenz der
eingesetzten Partikel durch Messen nach einer \germdgszeit minimiert werden kann. Ist
das nicht der Fall, so findet sich die Fluoresze#ahfung des Gewebes hauptsachlich im
Uberstand. Die Dichte der nicht zuletzt aufgrund Hemogenisierung niedermolekularen
Gewebsbestandteile ist offensichtlich ausreichemding, dass diese nicht durch die
Zentrifugation erfasst werden und somit im Uberdtarerbleiben. Dies ist eine wichtige
Erkenntnis, da es so nicht zu einem blof3en AbZagteren samtlicher korpuskulérer und
maoglicherweise fluoreszierender Bestandteile dersubg kommt, sondern sehr

wahrscheinlich eine tatsachliche Trennung zwisdldanopartikeln und Gewebsbestandteilen
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erfolgt. Deshalb finden sich bei Messungen der garikel PtTFPP-PD-COOH in Gewebe
fir Pellet und Uberstand anndhernd gleiche Werte: Rellet wird die Fluoreszenz
hervorgerufen durch die abzentrifugierten Partikal Uberstand hingegen entstammt sie den
fluoreszierenden Anteilen des Gewebes (Abb. 11B¢ Messung der Partikel Ru(dpp)
PAN-COOH unterscheidet sich darin, dass der Nachpaitikelspezifischer Fluoreszenz im
Pellet nicht gelang. Mogliche Ursachen kénnen selass das Abzentrifugieren nicht
erfolgreich war und deshalb die Fluoreszenz detikehim groRen Volumen des Uberstandes
untergeht, oder dass die Fluoreszenz der Partikehdeine Substanz unterdrickt wird und
somit lediglich der Nachweis im Pellet nicht gelabgr Verzicht auf SDS brachte statt eines
verbesserten Nachweises sogar erniedrigte WertdPeétiet, so dass in Anbetracht der
wesentlich schlechteren Resuspendierbarkeit deet®e€bDS wieder im vollem Umfang
eingesetzt wurde. Eine Unterdriickung der Fluoreszkan Partikel durch das Homogenisat
im Vergleich zum Puffer kann nicht ausgeschlosserden, scheint die Messung aber
keinesfalls wesentlich zu beeintrachtigen. Da zw®s fur die Partikel PtTFPP-PD-COOH
der Nachweis bisher erfolgreich war, wurden nun Bezlingungen erschwert, indem die
Partikel in wesentlich gro3eren Volumina gelost aeur. Dies entspricht eher der
angestrebten Konstellation fir Versuchstiere. Lektente der Nachweis der Partikel hier
nicht reproduziert werden. Trotz einer Messverzaggrvon 40 ps Uberwiegt die Fluoreszenz
im Uberstand (Abb. 12). Deshalb wurde noch einmadien in den Kapiteln 2.4.3 bzw. 3.1.3
erlauterten Versuch der Harnstoffverdinnungsrerfgelntpft und unter der Annahme, dass
der Harnstoff hauptverantwortlich fir den erscheeriNachweis ist, der Harnstoffanteil in
der Probe minimiert. Da ein primares VerdinnenHiemstoffkonzentration auf Werte unter
1 M aufgrund der notwendigen Homogenisierung desebes nicht sinnvoll schien, wurde
im Anschluss an die Lysierung das Verfahren derly®&a angewendet. Dieses sollte
unmittelbar vor der Ultrazentrifugation den Harrfstaoglichst vollstandig aus den Proben
entfernen. Der Effekt zeigt sich sehr deutlich,titdz weiter erhéhten Probenvolumens ein
eindeutiger Nachweis von partikelspezifischer Fésaenz im Pellet zu sehen ist (Abb. 13).
Auch bei weiterer VergroRerung des Volumens durchrwénden von Ratten- statt

Mausenieren liel3 sich das Ergebnis reproduzierbib.(A4).

Um nun noch einmal die Wechselwirkungen der Flumers von Nanopartikeln mit anderen
Bestandteilen der Ldsung aufzuschlisseln und ackkeen, dass der Nachweis bei

vorhandenen Partikeln aufgrund von Quencheffekéem an der Detektion scheitert, wurde
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eine weitere Messreihe durchgefuhrt (Abb. 15). Eonstantes Volumen an Nanopartikeln
wurde in verschiedenen Medien gelodst und die WeeteFluoreszenzstrahlung miteinander
verglichen. Im Rahmen der Messgenauigkeit ergalobrkgine wesentlichen Schwankungen,
weshalb keine der beteiligten Substanzen als siateklariert werden kann. Nicht einmal die
Probe in Kombination mit Harnstoff liefert erniegbe Fluoreszenzwerte. Daraus kann
gefolgert werden, dass in vorangegangenen Versuchem das Messen der Partikel
unterdriickt, sondern schon deren Abzentrifugiererteru dem Einfluss von Harnstoff
verhindert wurde. Die Auftrennung von Losungen hrei Bestandteile mit Hilfe von
Zentrifugation beruht auf den Dichteunterschieden einzelnen Komponenten und ist bei
zunehmender Viskositat der Losung erschwert. Duwteh Zusatz von Harnstoff, dessen
Dichte etwa 1,32 g/cibetragt, erhdhen sich bei einer Konzentration gomnol/l im
Vergleich zur wassrigen Losung sowohl die Dichte etma 12% als auch die Viskositat um
Uber 66% [Kawahara 1966]. Die Versuche haben gezdass diese Verdnderungen der
physikalischen Bedingungen ausreichen, um die Namig&pl in LOsung zu halten. Als letztes
technisches Verfahren wurden noch unterschiediMie¢hoden zum Auflosen des Pellets
verglichen. Die Uberlegung, eine zusatzliche Inkigma oder die Zuhilfenahme von
Ultraschall konnte die Ausbeute beim Resuspendiarptimieren, konnte jedoch nicht
bestatigt werden. Die mit zusatzlichen Hilfsmittedrzielten Ergebnisse unterscheiden sich

nur unwesentlich von denen nach klassischer Ressspeper Pipette (Abb. 16).

Der nachste grol3e Abschnitt in der Entwicklung Nechweismethode bestand darin, die
nach Zusammenmischen der Nanopartikel mit den Lgsuedien gelungene Auftrennung
auch nach systemischer Applikation der Partikeden Organismus einer Ratte zu erreichen.
Die zunachst 20 pl der Partikel PtTFPP-PD-COOH kemraber weder nach 30 min noch
nach 2 h Zirkulationsdauer in einem der getestéegane detektiert werden (Abb. 17).
Nachdem mit einer weiteren Negativkontrolle mit f&o aller untersuchten Organe
sichergestellt wurde, dass in keinem Fall Hintengrauschen eine Fluoreszenzstrahlung im
Pellet verursacht (Abb. 18), wurde der Versuchdeinh zehnfachen Partikelvolumen von 200
ul wiederholt. Wie aus den Einzeldiagrammen voniloing 19 ersichtlich ist, reicht dieses
Volumen aus, um im Gewebe einzelner Organe nachesss Mengen an Partikeln
anzureichern. So findet sich beispielsweise in WNessreihen der genannten Partikel im
Pellet von Leber und Lunge eine derart hohe Intéhan Fluoreszenzstrahlung, die nur durch

die fluoreszierenden Eigenschaften der Nanopartik@rursacht sein kann. Die
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Vorgehensweise zum Nachweis der Partikel erwetst demnach als praktikabel und wird in
dieser Form auch auf alle anderen Partikelsortgewwandet. Da jedoch in vorangegangenen
Versuchen die Detektion der zweiten Partikelsoithtnerfolgreich war, werden nur alle
Messungen der Partikel mit dem Farbstoff PtTFPRert@h mit dem Fluorimeter GENios
Plus durchgefiihrt. Die Ru(dppals Farbstoff enthaltenden Partikel wurden mit cgaziell
abgestimmten und genaueren Fluorimeter des Lelsstiin Analytische Chemie, Chemo-
und Biosensorik der Universitat Regensburg gemess@s den gewinschten Nachweis
schlie3lich ebenfalls ermdéglichte (Abb. 19G bis M).

4.1.2 Quantenpunkte

Mit dem Ziel, fir die Quantenpunkte ein vergleictdzaNachweisverfahren zu entwickeln
wie es bei den Nanopartikeln gelungen war, wurdsh dniler zunéchst eine Verdinnungsreihe
erstellt. Die mit dem Fluorimeter GENios Plus bendVellenlangefex = 405 nm undem =
535 nm gemessenen Werte aus Abbildung 23 bestatigererwartete Tendenz, dass mit
zunehmender Verdinnung und Verzogerungszeit die egeeme Strahlungsintensitat
abnimmt. Jedoch l&sst sich aus keiner der zu éesimmten Messverzogerung gehdrenden
Wertegruppen eine exponentiell abnehmende Funlkédrapolieren. Denkbare Ursachen
waren, dass entweder bereits bei der Verarbeiturgehauigkeiten entstanden sind oder die
technischen Voraussetzungen des Fluorimeters erdeispre Messung nicht zulassen.
AulBBerdem fallt der grofde Sprung in der Intensi@szhen den Verzdgerungszeiten 5 und 10
us auf, weshalb man fir die Zerfallszeit der Flapemz der Quantenpunkte ein Zeitintervall
im Bereich zwischen 5 und 10 pus vermuten kann. Vasitlichen Verlauf der
Strahlungsemission her unterscheiden sich die @oponkte somit nur wenig vom
Gewebshintergrund. Die zweite Messung mit potentdtartikeln bestatigt die getroffenen
Aussagen, auch wenn die beiden Werte fur 0 und Messverzdgerung der Verdinnung
1:20 aufgrund der gro3en Strahlungsintensitat vaanaGnicht angezeigt werden konnten.
Die Einstellungen am Gerat wurden dafur bewusdttnierandert, um die Vergleichbarkeit

der beiden Messreihen zu wahren.

In der folgenden Versuchsreihe sollte das Verhatten Quantenpunkte bei Zentrifugation

analog zu den Versuchen mit Nanopartikeln ausgeatestrden. Es zeigte sich, dass ab einer
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Zentrifugalbeschleunigung von 100.000 g im PellehmFluoreszenzstrahlung nachgewiesen
werden konnte als im Uberstand (Abb. 24). Bei eibentrifugation mit 150.000 g sollten
sich die Quantenpunkte einer Probe demzufolge iletRaifkonzentrieren lassen. Die grof3en
Schwankungen der Messwerte bei den in PBS, 8 Mdtiafifrund 1% Triton X-100 gel6sten
Quantenpunkten lassen sich durch eine aufgrundhdberen Viskositdt des Gemisches
erschwerte Pipettierbarkeit erklaren. Die Absolute/elieser Messreihe betragen nur etwa die
Halfte der in PBS gemessenen Werte, was auf Quegcturch Lésungsmittelzusatze
hindeutet. Ware die Intensitadtsminderung auf ersctevZentrifugierbarkeit zurtickzufihren,
wirde man die erniedrigten Werte nicht bereits ibetdtand erwarten. Dass die Werte bei
Messung nach 10 ps auf etwa 1/10 ihres Ausgangssvaligefallen sind, deckt sich mit der
aus dem Vorversuch abgeleiteten Lebensdauer dent€mnkte. Anschlie3end sollten auch
die Quantenpunkte nach systemischer Injektion itteRain Gewebeproben nachgewiesen
werden. Eine Negativkontrolle ohne Quantenpunktesi ller die Intensitdt von
Fluoreszenzstrahlung in Gewebeproben ohne Verziigsreit gemessen wurde, liefert fur
die Organe Niere und Leber sowie den Urin vergiakise hohe Absolutwerte im Bereich
von etwa 15.000 (nicht dargestellt). Deshalb wurdesucht, durch Messen nach 10 us bei
noch detektierbarer Restfluoreszenz der Quantenpurden Gewebshintergrund zu
minimieren (Abb. 25). Da sich aber in keiner deoli@gn im Pellet eine den Uberstand
Ubersteigende Fluoreszenz findet, sondern die Merte der Werte weitgehend der
Negativkontrolle entspricht, kann kein Hinweis ad&s Verbleiben der Quantenpunkte

gefunden werden.

Um aber prazisere Darstellungen und damit auchebesmterpretationsmaoglichkeiten zu
erhalten, wurden mit dem vielseitigeren FluorimétkeroroLog, mit dem sowohl im Hinblick
auf Wellenlangen als auch in zeitlicher Hinsichintwuierliche Messungen durchgefihrt
werden kdnnen, weitere Versuche angeschlossenclsngollte eine eindeutige Aussage zu
den Lebensdauern der einzelnen Substanzen gemaaeny die nicht auf indirekten
Schlussfolgerungen beruht wie im vorangegangeneamsu¢h. Eine Gegenuberstellung des
zeitlichen Verlaufes der emittierten Strahlung v@unantenpunkten, Nierenlysat und dem
Gemisch aus beiden Komponenten wird in Abbildungv@@nschaulicht. Es wird deutlich,
dass selbst die Lebensdauer der Quantenpunkt@& atlakimal im Bereich von wenigen
Mikrosekunden liegt, so dass man den Vorteil datveezdgerten Messung mit einem

Fluorimeter geringer Genauigkeit nicht nutzen kanitial unterscheidet sich die detektierte
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Strahlung von der Fluoreszenz des Nierenlysats twa eine Zehnerpotenz, was flr eine
Differenzierung ausreichend scheint. Betrachtet malterdings das Gemisch aus
Nanopartikeln und Nierenlysat, so fallt ein erhefiis Quenching der Fluoreszenz im
Vergleich zu den reinen Partikeln auf: Der Untersglzum reinen Nierenlysat bezuglich der
Lebensdauer Ubersteigt hier kaum die 100 ns. Sdiasinitiale Absolutwert bietet kaum
einen Intensitatsunterschied zwischen Gemisch umeteNlysat und kann deshalb zur
Differenzierung nicht herangezogen werden. Diesdetmach der bisherigen Methode ein
Herausfiltern der erwiinschten Strahlung zum Nachvderr Partikel im Gewebe auch bei
sofortiger Messung unmoglich machen. Da dies alogt reindeutig aus dem Diagramm
ersichtlich ist und es sich um eine logarithmis@kalierung der Ordinate handelt, die
Aussagen Uber eine Differenzierbarkeit von Wertem bedingt zuldsst, sollten weitere

Messungen diesen Sachverhalt naher beleuchten.

Es wurden in der Folge bei einer Anregungswellegganvon Aex = 300 nm die
Emissionsspektren von Quantenpunkten, Nierenlysatd ueinem Gemisch aus
Quantenpunkten und Nierenlysat aufgenommen (Abh. Rie Emissionsmaxima von 541
nm fur die Quantenpunkte und 504 nm fir das Nigsatllassen sich deutlich voneinander
abgrenzen. Damit liegt die Emissionswellenlange, \@im vorher verwendeten Fluorimeter
GENios Plus durch den zur Verfigung stehendenrFibem 535 nm vorgegeben ist, zwar
nicht optimal, aber sehr nahe am Maximum der Qummiekte. Jedoch verdeutlicht die
einheitliche Skalierung in Abbildung 28 ein weiterdal, dass es zu einem extremen
Quenching der Fluoreszenzstrahlung der Quantenpunttirch Komponenten des
Gewebshomogenisats kommt. Weitere Messungen sotltam Einfluss der beteiligten
Lésungsmittel im Einzelnen ndher beleuchten (Ab®). Das gemeinsame Maximum der
Einzelsubstanzen bei ca. 465 nm liegt im noch keligeren Bereich als das des
Gesamthomogenisats und befindet sich damit in gufdmstand vom Maximum der
Quantenpunkte. Aul3erdem war es bei der MessundN@egsnlysats (Abb. 27B und C) gar
nicht in Erscheinung getreten, so dass dadurchekearfalschung des Messergebnisses zu
befiirchten war. Eine endgultige Bestéatigung undsahlisselung des Hauptproblems der
Messung geht aus Abbildung 29B hervor: Schon Tri¥6d00 bewirkt ein deutliches
Quenching, aber in Anwesenheit von SDS, sowohledinals auch im Gemisch mit den
anderen Komponenten, ergibt sich beinahe einetéintiége Ausléschung des Signals. Da aus

den Versuchen mit Nanopartikeln bekannt ist, da§$SBS bei der praktischen Durchfiihrung
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des Nachweisverfahrens nicht verzichtet werden kastnmit der bisher angewendeten
Methode unabhangig von der Zeitspanne zwischengamg und Messung ein Nachweis der

Quantenpunkte nicht moglich.

4.2 Anwendung in der molekularen Bildgebung

4.2.1 Chemisch-physikalische Modifizierbarkeit demMNanomaterialien

Durch die beschriebenen Versuche wird deutlich, wielgestaltig die verschiedenen
Nanomaterialien sind und wie sehr sich selbst gerModifikationen auf deren physikalische
und chemische Eigenschaften auswirken. Es mussvassucht werden, moglichst viele
dieser veranderbaren Grof3en sinnvoll zu kombinjaranoptimale Versuchsbedingungen zu
schaffen. In erster Linie geschieht dies durch Wahl des Farbstoffs. Es sind im
Wesentlichen drei Gruppen von lumineszenten Fdifestdbekannt, die zur Markierung von
Biomolekulen Verwendung finden kdnnen. Die erstagpe umfasst die seltenen Erdmetall-
Chelate wie Europium(lll)- oder Terbium(lll)-Komple, die sich allerdings nur im UV-

Bereich anregen lassen [Diamanidis 1990; Sinha;1R8Ricioglu 1999]. Zur zweiten Gruppe
zahlen u.a. die in der vorliegenden Arbeit verweaddlatin-Komplexe der Porphyrine mit
Lebenszeiten zwischen 40 pus und 1 ms. Nachteikesdi€arbstoffs ist, dass die emittierte
Strahlung leicht von Sauerstoff und anderen Quancheterdriickt wird [Kurner 2001]. Die

dritte Gruppe beinhaltet neben Osmium- und Rherfiomplexen auch die ebenfalls in
dieser Arbeit gebrauchten Ruthenium-Komplexe mitly@gidyl-Liganden. Deren

Lebensdauern betragen zwischen 100 ns und 10 psafszski 1996; Guo 1997; Guo 1998;
Juris 1988] bei weniger starker Beeinflussung du@bencher. Die Bedeutung der
Lebensdauer der Lumineszenz zur UnterscheidungSt@ahlung durch Gewebshintergrund

wurde bereits in der Diskussion der durchgefuhwersuche zum Ausdruck gebracht.

Entscheidende Parameter, die in unmittelbarem Zoarhang mit dem gewahlten Farbstoff
stehen, sind die materialspezifischen Wellenlangkn.die fluoreszierenden Partikel in der
optischen Bildgebung maglichst vielseitig einsetzarkdnnen, missen sowohl die anregende

als auch die abgegebene Strahlung Gewebe gut durged kénnen und durfen dort nicht
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absorbiert oder gestreut werden. Dieses Durchdniggnuermogen ist weitgehend abhangig
von der Wellenlange: Unterhalb von 700 nm, alsohaum Hauptbereich des sichtbaren
Lichtes, steht die Absorption durch endogene Chpimce wie Hamoglobin, Melanin oder
Lipide im Vordergrund, so dass nur eine Eindrinfgtieon wenigen Millimetern erreicht wird.
Oberhalb von 900 nm kann die Absorption durch WaSsehlung abfangen [Licha 2002;
Tromberg 2000; Hawrysz 2000; Gurfinkel 2004; Frangi 2003]. Der niedrigste
Absorptionskoeffizient fur Gewebe ergibt sich ale@ischen 700 nm und 900 nm, im
sogenannten infrarotnahen Bereich (NIR), wo einimales Durchdringungsvermdgen von
bis zu mehreren Zentimetern erzielt wird [Licha 200romberg 2000; Hawrysz 2000;
Gurfinkel 2004]. Allerdings liegen sowohl die vemgeten Nanopartikel als auch die
Quantenpunkte mit Exzitationswellenlangen von €8 Am und Emissionswellenlangen von
etwa 600 nm in einem kurzwelligeren Bereich auflbrdas optimalen NIR-Bereiches. Die
Versuche selbst wurden dadurch aber nicht beehtigicda die Bildgebung nicht in vivo

erfolgte und somit auch keine unbeteiligten Geweliebten durchdrungen werden mussten.

Um dem auch in den durchgefiihrten Versuchen ofeldichen Problem des Quenching
entgegenzuwirken, kann es hilfreich sein, die Liesrenzfarbstoffe in eine geeignete Matrix
einzubetten. Polyacrylnitril (PAN) und seine Detevdeispielsweise konnen die Farbstoffe
von &aul3eren Einflussfaktoren wie Sauerstoff absddnr [Buchenska 1997; Korte 1999]. Sie
weisen eine ausgesprochen schlechte PermeabilitéGése und ionische sowie neutrale
chemische Stoffe auf und sind aufgrund ihres antpleip Charakters sowohl in hydrophilen
als auch in lipophilen Substanzen Ioslich. Hinzumkat, dass die so eingekapselten
Nanomaterialien keine Tendenzen zeigen zu aggesrgieder zu sedimentieren. Unter den
verschiedenen polyacrylinitrilbasierten Copolymesswies sich Polyacrylnitril mit einem

Acrylsaureanteil von 5% (w/w) als am besten gedigda hier niedriges Quenching durch
Sauerstoff, hohe Quantenausbeute, lange Lebensdaner ein kleiner Durchmesser der
Nanopartikel erreicht werden konnten [Kurner 200Die Quantenpunkte aus den
beschriebenen Versuchen weisen keinen derartigbtsSo/or einer Unterdriickung des

Signals auf, was sich in den gewonnenen Ergebnisgspiegelt.
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4.2.2 Verhalten der Nanomaterialien im Kdrper

Neben dem rein technischen Nachweis der Nanophsgiieden zudem deren Zielstrukturen
im Korper im Mittelpunkt des Interesses. Um alseptielle Vehikel zur Darstellung der
Nierenfunktion dienen zu kénnen, war eine Anreiahgrin den Nieren angestrebt. Was
allerdings in allen Messreihen (Abb. 19) gleiche@@a zum Ausdruck kommt, ist ein
Kumulieren der Nanopartikel in der Leber. Bei deidien Farbstoffen PtTFPP und Ru(dpp)
zeigte sich bei den Leberproben eine im Vergleiom 2Jberstand deutlich erhohte Intensitat
der Fluoreszenzstrahlung. Dabei entsprechen seWirtepaare der Verweildauern von 30
min und 24 h innerhalb einer Partikelsorte jeweitgyefahr in ihrer Gréfienordnung. Bei
manchen Partikeln, insbesondere der Sorte PD-Pt-HEd®t sich zusatzlich eine deutliche
Anreicherung auch in der Lunge. Zu den Quantenmmkann an dieser Stelle keine Aussage

getroffen werden, da nach systemischer Injektion kiachweis gelungen ist.

Schon wesentlich friihere Arbeiten verfolgten dengWen kolloidalen Teilchen im Koérper
nach intravendser Injektion, um sie gegebenenéddisTransporter zur selektiven Verteilung
von Medikamenten einsetzen zu kénnen. Als Zielstnukollte beispielsweise das Gewebe
bestimmter Tumoren dienen [Gregoriadis 1980; Jalig®30; Couvreur 1980]. Jedoch ist seit
damals das Problem bekannt, dass die Mehrzahl rdieadikel von Leber und Milz
aufgenommen werden [Weinstein 1981; DeKeyser 188dkino 2003]. Bei einer genauen
Aufschlisselung konnten Rolland et al. in allen ltgpen der Leber (Hepatozyten,
Endothelzellen und von Kupffer-Sternzellen) Paitik&alisieren, wobei der weitaus grolite
Teil in den von Kupffer-Sternzellen zu finden w&wofland 1988]. Dieses Ergebnis ist nicht
nur mit den fluorimetrischen Messungen, sonderrhanit den fluoreszenzmikroskopischen
Bildern der vorliegenden Arbeit (Abb. 20) sehr guEinklang zu bringen. Die Abbildungen
zeigen, dass die Lokalisation der im Lebergewehel#ich angereicherten Nanopartikel sich
mit der Lage der von Kupffer-Sternzellen in denuSmiden zur Deckung bringen Iasst.

Daraus ergaben sich zwei Ansétze: Einerseits kaan den Transport in die Leber als
erwunscht ansehen und versuchen, auf diese Wd@sd&ehandlungsmaoglichkeiten fir dort
lokalisierte Krankheiten wie die Leishmaniose oBekrankungen des retikuloendothelialen
Systems zu etablieren [Alving 1979; Huang 2005].vionliegenden Fall kdnnte das heil3en,

ein Bildgebungsverfahren zur Darstellung der Letaeentwickeln. Oder aber man sucht nach
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Moglichkeiten, wie die Phagozytose der Partikel husdert werden kann. Eine frihe
Uberlegung bestand darin, das retikuloendothelystem durch groRe Mengen vorweg
injizierter unbeladener Plazebo-Teilchen z.B. aextiansulfat zu blockieren [Proffitt 1983;
Bradfield 1980]. Allerdings stellt dieses Verfahr&eine praktikable Alternative fir die
klinische Anwendung dar [lllum 1984]. Weitere Fdrangen haben ergeben, dass auch
physikalisch-chemische Eigenschaften wie GroReuhgdoder Loslichkeit der Partikel die
phagozytotische Aufnahme beeinflussen [lllum 1982nkai 2005]. Hier wurde auch in der
vorliegenden Arbeit angesetzt: Bei den Partikelrt Ru(dpp} als Farbstoff wurde die
Endgruppe des Polyacrylnitril variiert. Wahrend dikkoholgruppe nach auf3en hin neutral
ist, weisen die Aminogruppe in Losung eine eheitpasund die Carboxylgruppe eine eher
negative Ladung auf. Auch in der Niere, dem Ziedorgfinden sich verschiedene geladene
Baueinheiten wie die negativ geladene Glykokalix @&ehlitzmembran zwischen den
Podozytenfortsatzen oder die unterschiedlichentrelstatischen Krafte des Tubulussystems,
die durch die selektiven lonentransporter zustdatemen. Die erhofften Wechselwirkungen
mit einer dieser Strukturen blieben aber aus, ss5 da den Nieren keine Nanopartikel
nachgewiesen werden konnten. Es ist anzunehmesndaatadung der applizierten Teilchen

intravasal durch Bindung an verschiedene Bestdedtes Blutes maskiert wird.

Ein weiterer Ansatz hat zum Ziel, die Erkennung Nanopartikel durch das Immunsystem
und somit deren phagozytotische Aufnahme zu vedmmdArturson 1983; Moghimi 2001;
Moghimi 2003]. Dies kann durch Modifikation der Qfié&che mit einem hydrophilen
nichtionischen Polymer wie einem Poloxamerderiviéurh 1984; Moghimi 1995; Moghimi
2000] oder Polyethylenglykol (PEG) [Neradovic 2004jreicht werden. Durch die
Oberflachenveranderung mit PEG, der sogenannteyli®emg, konnte die Anreicherung der
Partikel in der Leber um ca. 20% reduziert werddngng 2005]. Statt dessen verlangerte
sich die Zirkulationsdauer im Gefal3system wesdntlind es kam zu vermehrter Aufnahme
in die Milz [Li 2001; Xiankai 2005]. Auch in den Vsuchen dieser Arbeit waren es die
pegylierten Partikel PD-Pt-PEG, bei denen erhebliEluoreszenzstrahlung nicht nur in der
Leber, sondern auch in der Lunge nachweisbar war.diese veranderte Verteilung im
Korper werden unterschiedliche Mechanismen diskutieermutete Ursachen sind, dass die
verminderte Hydrophobizitdt phagozytotische Aufnahmwerhindert, dass eine sterische
Hinderung den Kontakt zwischen Partikeln und Bllére nicht zuldsst oder dass eine

Anderung der Oberflacheneigenschaften der PartiieelAdsorption von Komponenten des
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Blutes veréandert [Moghimi 1995; Wilkins 1966]. Aulem wurde gezeigt, dass pegylierte
Nanopartikel zur intravendsen Applikation geeigsiatl [Peracchia 1999].

Wenn auch die durch markierte Nanopartikel ent#aad Mdglichkeiten grof3e Erwartungen
hinsichtlich der Diagnose und Behandlung von Kraaildm wecken, so bleibt doch die
Toxizitéat, sei sie potentiell oder erwiesen, alée Hirde fir die Anwendung in der
klinischen Praxis [Hardman 2006]. Wahrend orgaresciNanopartikel sich als
unproblematischer erweisen, gilt dies insbesondé@redie Schwermetalle enthaltenden
Quantenpunkte. Deshalb sollten die entsprechenddrst&zen, die beispielsweise zu
diagnostischen Zwecken in den menschlichen Korpgiziert werden, komplett und
innerhalb einer verninftigen Zeitspanne wieder assigieden werden. Dem steht entgegen,
dass in einer aktuellen Studie davon ausgegangeunl, wdass Quantenpunkte mit
entsprechender organischer Umhdillung fir mindestesgs Jahre im Korper verbleiben, ohne
dabei ihre Fahigkeit zur Fluoreszenz einzubi3eidB2007]. Der derzeitige Losungsansatz
besteht darin, die Partikel in Grol3e und Umhullgegart zu modifizieren, dass sie durch
renale Clearance eliminiert werden konnen. Choaletuntersuchten an fluoreszierenden
Quantenpunkten, welche Kombinationen von Gréf3e uadung eine schnellstmdgliche
Ausscheidung ermdglichen. Dabei erwiesen sich ewathische oder neutrale organische
Hullen als vorteilhaft, da es dabei zu keiner Agson von Serumproteinen kam, was den
hydrodynamischen Durchmesser auf Uber 15 nm erhdnensomit die renale Exkretion
verhindern wirde. Eine schnelle und effiziente Atssdung in den Urin gelang mit
hydrodynamischen Durchmessern bis zu 5,5 nm [CB0VR Diese Erkenntnisse sind nicht
nur zur Reduktion der Toxizitat nutzlich, sondednken im vorliegenden Fall sogar dazu
eingesetzt werden, dem eigentlichen Ziel der ren&édgebung ndher zu kommen. Zwar
wurde bisher keine Bindung an konkrete Nierenstmgkt erreicht, aber durch die schnelle
renale Clearance muss die Markersubstanz die ewotsgmden Einheiten des
Ausscheidungssystems passieren. In dieser Phasgerkonmicht nur Momentaufnahmen,
sondern auch zeitaufgeltste Darstellungen anggffeserden und Informationen Uber die
Nierenfunktion liefern [Choi 2007].
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4.2.3 Methoden zur Nutzung der Technologie

Die Grundprinzipien der optischen bzw. molekulaBi#idgebung kénnen in unterschiedlicher
Weise eingesetzt werden. Ziel vieler Forschungsamest es, nicht-invasive Methoden zu
etablieren, die alternativ oder auch ergadnzend zghekgen Verfahren neue
Darstellungsformen in  der Bildgebung ermoéglichen.ab® kbénnen nicht nur

Krankheitsprozesse und molekulare Biomarker bestennikrkrankungen, sondern auch
Wirkungsweisen und Pharmakokinetik von Medikamentantersucht werden. Ein

wesentlicher Schritt besteht darin, spezifischekdander Kontrastmittel zu finden, die man
detektieren kann [Kovar 2007]. In Tierversuchen dmlsich in diesem Zusammenhang
verschiedene Angriffspunkte als geeignet erwiesha,im Folgenden aufgeflhrt werden

sollen.

Biolumineszenz befahigt verschiedene Lebewesen,daali der Basis von chemischen
Prozessen Energie in Form von Photonen abzustrabiese Eigenschaft kann man sich
zunutze machen, um Genexpression, Aktivitat vomr@toren oder Transkriptionsaktivitaten
in vivo darzustellen [Glunde 2007]. Die fur die Bimineszenz verantwortlichen Luciferasen
fassen eine Gruppe von Enzymen zusammen, die ier®@egt von Sauerstoff und einem
Substrat, dem sogenannten Luciferin, Licht im $iahén Bereich emittieren [Bowic 1973;
DelLuca 1978]. Viele solcher Luciferase-Gene konnsatiert und zur Bildung von DNA-

Vektoren eingesetzt werden [Greer 2002]. Hamstralebeispielsweise verwendeten das
Firefly-Luciferase-Gen des Leuchtkéfers in tranggenMausen als Marker fir die

Transkriptionsaktivitat des p53-Gens [Hamstra 2008henso konnen Photoproteine zu
Bildgebungszwecken eingesetzt werden. Neben dent &661 bekannten grin

fluoreszierende Protein (green fluorescent prot&RP) aus der Qualle Aequorea victoria
[Shimomura 1962; Shimomura 2006] gibt es eine Reiveiterer Proteine mit

unterschiedlichen Fluoreszenzspektren [Shaner 20D4fch Markierung verschiedener
Strukturen mit GFP war es u.a. méglich, Tumorwaahnstnd Metastasierung [Yang 2000a],
Tumorangiogenese [Yang 2001], Genexpression [Yab@OR] und den raumlichen und
zeitlichen Prozess bakterieller Infektion sowie dRgaktion auf Antibiotika [Zhao 2001]

darzustellen.
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Neben der Darstellung von fluoreszierenden Bestdledtdes Gewebes gibt es aber auch die
Moglichkeit, extrinsisch Substanzen als Marker Ziakten. Dies wird vor allem dann
relevant, wenn ein Verfahren potentiell fir dienidche Anwendung am Menschen geeignet
sein soll [Kovar 2007]. Zunachst kann man hier@reppe der unspezifischen Fluorochrome
zusammenfassen [Weissleder 2001a], zu der auchindiglieser Arbeit verwendeten
Nanopartikel und Quantenpunkte zahlen. Die Moégkatan, unspezifische Fluorochrome
einsetzen zu konnen, sind durch die Abhangigkeit g@er physiologischen Verteilung des
Stoffes im Korper limitiert. Wie im vorangegangeneapitel beschrieben, ist es mit groRem
Aufwand verbunden, das retikuloendotheliale System umgehen und die Substanzen
anderen Zielorganen zuzufuhren. Trotz allem rem@ti auch hieraus vielversprechende
Forschungsansatze. So kann beispielsweise dereflzierende und sehr gut vertragliche
Farbstoff Indocyaningrin (ICG) als Indikator furedVerteilung im GefaRsystem und die
anschlieBende hepatobiliare Exkretion dienen, danach intravendser Injektion an
Plasmaproteine bindet und somit auf das intravas&w/olumen begrenzt bleibt [Cherrick
1960; Baker 1966; Hope-Ross 1994; Weissleder 200Akfuell konnte ICG sogar die
Identifikation von Wachter-Lymphknoten bei Magerdéaom-Operationen verbessern
[Miyashiro 2008].

Um das Einsatzspektrum zu erweitern, wird versuch, fluoreszierenden Partikel in
Abhangigkeit von der Fragestellung an andere ziglgeete Molekile zu binden. Durch
dieses Targeting sollen gezielt bestimmte Struktules Korpers angesteuert werden kénnen.
Dabei kann es sich um Oberflachenrezeptoren vonlerzel Hormonrezeptoren,
Apoptosemarker oder metabolische Signalwege handkkiloff 2005]. Die haufig
angewendete Konjugation mit Antikérpern bringt mllags einige Nachteile mit sich, die v.a.
auf deren erheblicher Molekilgrof3e beruhen. So nloggblRere Molekile leichter
unerwinschte Immunantworten aus, fuhren durch ldt@idwertszeiten im Blut zu hoher
Hintergrundfluoreszenz und langen Clearance-Zd@uwldsmith 1997; Achilefu 2001] und
diffundieren schlecht aus den Blutgefal3en ins Gewdain 1994]. AulRerdem findet sich
auch hier wieder eine bevorzugte Aufnahme durchLediEer, was den Nutzen der Antikorper-
Konjugation in Frage stellt [Achilefu 2000]. Alteativ bietet sich die Konjugation mit
Peptiden und kleinen Molekulen an, was zu wesdnthesseren pharmakokinetischen
Eigenschaften fuhrt. Neben einer zigigen Penetratior Zielstruktur werden die Teilchen

schnell Gber die Nieren ausgeschieden, ohne siderirLeber anzureichern [Kovar 2007]. In
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der praktischen Anwendung konnte im direkten Vecglesogar in manchen Punkten eine
Uberlegenheit gegeniiber der Szintigraphie gezeigtien [Houston 2005]. Trotz allem bleibt
die grundsatzliche Problematik des Targeting dukamnjugation mit Markermolektlen
bestehen: Die Abgrenzung der markierenden von deteigrundstrahlung kann durch
geringe Dichte der Zielstruktur im Gewebe, ungemidigeAusscheidung der ungebundenen
Partikel oder unspezifische Bindung limitiert sefWeissleder 200la]. Eine elegante
Methode, dieses Problem zu wumgehen und eindeutigiscken Ziel- und
Hintergrundfluoreszenz differenzieren zu koénnen, de Verwendung von aktivierbaren
Proben. Dabei koppelt man den Fluorophor an einaenGher und erhalt so eine nicht
fluoreszierende Vorstufe. Als Zielstrukturen diemaaist Proteasen wie Cathepsine, Matrix-
Metalloproteasen, Thrombin oder Caspase-3. Dies#iespden Quencher an spezifischen
Peptidsequenzen vom Fluorophor ab und erméglicbédiase Weise ein Fluoreszenzsignal
bei minimaler Hintergrundstrahlung. Ein weitererriéd besteht darin, dass ein einzelnes
Zielenzym viele Markermolekile spalten kann, wasneei10- bis 1.000-fache
Signalverstarkung bewirkt [Weissleder 2001a; Ko2@07]. Als Beispiel der praktischen
Anwendung des Verfahrens kann die Arbeit von Breetel. aufgefuhrt werden, in der Gber
die Bestimmung der Aktivitdt der Matrix-Metallopeatse-2 Tumorgewebe vom gesunden
Gewebe abgegrenzt werden konnte [Bremer 2001].

Aber nicht nur die Art des Fluoreszenzfarbstoffeib#usst die Moglichkeiten der optischen
Bildgebung, sondern auch die Methode der Messullgstsdm Vergleich zu den bisher
vorgestellten Verfahren bietet das Fluorescencetibile Imaging (FLIM) neue Ansatze flr
die Darstellung pathologischen Gewebes in vivo [fdad 2000]. Man macht sich hier
zunutze, dass zu den spezifischen Eigenschaftefriwanophoren neben Strahlungsintensitat
und Wellenldange auch die Abklingzeit der Strahlunggehend vom Anregungszeitpunkt
zahlt. Diese ist zunachst eine definierte molelal&onstante, die flr ein gegebenes
Fluorophor charakteristisch ist. Zusatzlich spieleaber auch intermolekulare
Wechselwirkungen mit den umgebenden Molekilen wiesentliche Rolle, was nicht zuletzt
in der beschriebenen Versuchsreihe der Quantenpwwekir deutlich zum Ausdruck kommt.
Deshalb kann die Lebensdauer der Fluoreszenzstigghllie im Gegensatz zur Intensitat
nicht von der lokalen Konzentration des Fluorophabhangig ist, als Indikator fur die
molekulare Umgebung herangezogen werden [Szmacit®¥4]. Die Darstellung erreicht

entsprechend des zur Verfigung stehenden Gerak@eskopische Genauigkeit und ist nur



Diskussion 109

durch die begrenzte Lichtdurchléassigkeit des Gewdipagtiert. Zudem kann die Verteilung
der chemischen oder metabolischen Komponenten éihen langeren Zeitverlauf verfolgt
werden. Neben extrinsischen Fluorophoren kann ab@r auf autofluoreszierende
Bestandteile innerhalb der Zellen zurtickgegriffezrden. Beispielsweise unterscheidet sich
die Lebenszeit des freien von der des proteingedmend NADH [Lackowicz 1992]. Da das
freie NADH unter oxidativem Stress ansteigt, kasrals Marker dafiir herangezogen werden
[Konig 1996]. Auch gibt es bereits Ansatze, aufsdieWeise zwischen benignem und
malignem Gewebe unterscheiden zu konnen [Das 12QWatzlich besteht auch bei der
optischen Bildgebung die Mdglichkeit, sie mit areterVerfahren wie CT oder MRT zu
verknipfen, um den Informationsgehalt weiter auamed [Bambot 1995; Sevick-Muraca
1998]. Insgesamt scheint das Verfahren der FLIM nwancherlei Hinsicht genauere
Darstellungen zu liefern als der Vergleich von Eimerten. Dies bestatigt sich auch in den
Daten der eigenen Messreihen: Bei Betrachtung destinierlichen Verlaufs der
Fluoreszenzstrahlung in Abhangigkeit von der Zaik. 26) kann zwischen unmarkiertem
und Quantenpunkte enthaltendem Gewebe unterschigdeten. Deshalb wéare ein Ansatz
fur weiterfihrende Versuche, mit Hilfe von FLIM idirekten Vergleich mit entsprechenden
Negativkontrollen eine Differenzierung und dammen Nachweis auch der Quantenpunkte

ZU erreichen.
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5. Zusammenfassung

In der medizinischen Forschung gibt es derzeieviel Ansatze, die molekulare Bildgebung
sinnvoll in der klinischen Praxis zum Einsatz zungen. Variiert werden sowohl die
Verfahren der Bilderzeugung als auch die zu detedtiden Zielstrukturen. Die Positronen-
Emissions-Tomographie beispielsweise hat den Sprimgdie klinische Anwendung
geschafft, so wie auch die Kernspinresonanz zunetinmecht nur fir morphologische,
sondern auch fur funktionelle Fragestellungen hggaagen wird. Auch die Bildgebung auf
der Grundlage von Fluoreszenz bietet vielverspreddeMoglichkeiten, deren Potential fur

die Krankenhausroutine langst noch nicht ausgedttsp

Ziel dieser Arbeit war es, die Verteilung fluoreszeinder Nanopartikel und Quantenpunkte im
Kdorper am Tiermodell der Ratte nachzuvollziehene Piartikel sollten im besten Fall so
modifiziert werden, dass sie an Strukturen der@&i@nden und so als Marker zur Darstellung
der Nierenfunktion herangezogen werden kénntentzdienusste zunéchst eine Methode zu

deren fluorimetrischem Nachweis etabliert werden.

Im ersten Schritt wurden 200 pl der Nanopartiketridinen intravendsen Zugang durch die
V. femoralis in den systemischen Kreislauf einett®aingebracht. Nach 30 min bzw. 24 h
wurden Nieren, Leber, Lunge, Milz, eine Blut- unthes Urinprobe entnommen. Die
Homogenisierung der Organgewebe erfolgte nach eirffsthema, das in mehreren
Einzelversuchen erarbeitet worden war: In einenfd?wfus PBS und Harnstoff wurde das
Gewebe mit dem rotierenden Messer zerkleinert undctdieend mit Triton X-100
vermischt. Nach einer ersten Zentrifugation wurde dberstand mit SDS inkubiert. In einer
anschlielenden Dialyse sollte der Harnstoff mogticlollstandig aus den Proben entfernt
werden. Eine erneute Zentrifugation entfernte weit&ewebebestandteile, bevor durch
Ultrazentrifugation die Nanopartikel ins Pellet ab#zifugiert und vom Gewebe getrennt
werden konnten. Im Fluorimeter gab die Intensi&it ih Uberstand und Pellet gemessenen
Fluoreszenzstrahlung schlie3lich Auskunft Uber \degteilung der Partikel im Organismus
der Ratte. Die Anreicherung erfolgte in allen Raltehr deutlich in der Leber und teilweise
auch im Lungengewebe. Dies wurde auf die Phagozywosallem durch Kupffer-Sternzellen
zuruckgefuhrt. An dieser Tendenz anderten auchrsofiedliche funktionelle chemische
Endgruppen nichts, die zu verschiedenen LadungerMaekermoleklle flihrten. Bestatigt
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wurden die fluorimetrischen Ergebnisse durch flseemzmikroskopische Bilder, in denen
die Nanopartikel in den Sinusoiden der Leber zusi2dung kommen.

Auf die verwendeten Quantenpunkte liel3 sich dashiNatsverfahren in gleicher Form nicht
anwenden, da diese sich als wesentlich stérardéalegviesen. Das erste Problem stellte die
im Vergleich zu den Nanopartikeln wesentlich kiiezeebensdauer der Fluoreszenzstrahlung
dar, die eine Abgrenzung zur ebenfalls sehr kurgébHintergrundfluoreszenz erschwerte.
Des Weiteren konnte eine erhebliche Unterdriickueg Bluoreszenzsignals durch SDS
gezeigt werden, was bei bisheriger Vorgehensweaisder praktischen Durchfihrung einen
Nachweis von Quantenpunkten in Gewebshomogenisatngdern wirde. Als Ausblick fur
weiterfihrende Versuche kann auf die Methode daerBtcence Lifetime Imaging (FLIM)
hingewiesen werden, die durch die zeitaufgelostssdeg im Vergleich zur Messung von
Einzelwerten einen wesentlich hoheren Informatiehsdf bietet. Es kdnnte somit bei
Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Fluoreszahlung auch eine Differenzierung

zwischen markiertem und unmarkiertem Gewebe errgiehden.
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