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1. EINLEITUNG

Nanopartikulare Formulierungen stellen ein vielpeeshendes und zukunftsweisendes
Gebiet in der pharmazeutisch-technologischen Farsghdar. Arzneistoffe, die in ihrer
nativen Form wegen zu geringer Lo6slichkeit, Resotiarkeit oder Stabilitdt in oralen
Formulierungen nicht wirksam sind, kénnen in dikskoidalen Tragersysteme eingearbeitet
und damit dem Organismus verfiigbar gemacht weBledingt durch die enorme Oberflache
von Nanopartikeln ist eine erhdohte Loslichkeit unisungsgeschwindigkeit und damit ein
rascher Wirkungseintritt des Arzneistoffes gegeteiters wird die Verweilzeit im Darm
verlangert, wodurch die Arzneistoffaufnahme ins tBiund damit die Bioverfiigbarkeit
gesteigert wird. Die Anwendung kolloidaler oralenud Delivery Systeme hat den zuséatzlich
Vorteil, dass Wirkstoffe bei gleichem therapeutmthEffekt in wesentlich geringeren
Dosierungen eingesetzt werden konnen, sodass dad@wioe Reduzierung der

Nebenwirkungsrate erreicht werden kann [1].

Oberflachenaktive Verbindungen sind fir die Helstgy und Stabilitatserhdhung von
pharmazeutischen Produkten unerlasslich. In deteletlahren wurde erkannt, dass Tenside
die Eigenschaften von Zellen auf vielfaltige Wessreh positiv beeinflussen kdnnen. Sie sind
Ausgangspunkt eines vielversprechenden Ansatzesssdermdglichen soll, die Resorption
von Arzneistoffen zu erhéhen und deren Verweildaoeder Zelle zu verlangern [2]. Vor
allem nichtionische Tenside haben sich dabei at®orers vorteilhaft erwiesen, da sie im

Allgemeinen besser vertraglich sind als ionischesiae [3].

Im Rahmen der Diplomarbeit soll untersucht werdsenm Tensidlésungen die Interaktion von
Nanopartikeln mit Einzelzellen beeinflussen. Getest werden mehrere
Konzentrationsbereiche der nichtionogenen Tensideveelf 20, Tweefi 80 und
Pluroni® F-68. Durchgefiihrt werden die Studien mit Cacoeflen), da diese ein anerkanntes
in-vitro Modell zur Simulierung des humanen Dinndarmepstalrstellen. Um das Ausmalf3
der Nanopartikelassoziation mit der Zelle detektierzu kénnen und einheitliche
Eigenschaften der Partikel zu gewahrleisten werdmdardisierte fluoreszenzmarkierte
Polystyrolnanopartikel verwendet. Das Ausmald demdgartkel-Zell Wechselwirkung wird
mittels Durchflusszytometrie erfasst. Diese Anatgsthode ermdglicht es, neben der Anzahl
der Zellen auch deren Durchmesser, Granularitdt uedentuell vorhandene

Fluoreszenzmarkierung zu ermitteln.



Mit diesem Versuchsaufbau sollte geklart werden,irolisegenwart der Detergentien die
Interaktion von Nanopartikeln mit Caco-2 Einzeleall beeinflusst wird und ob die
Gegenwart von Tensiden die Lebensfahigkeit deedelkerandert.

Um den Einfluss der Tensidlésungen auf die Viditilder Caco-2 Zellen zu erfassen, bzw.
deren potentiellen zytotoxischen Effekt festzustell werden Proliferations- und
Zytotoxizitatstests  durchgefuhrt.  Zur  Ermittlung rde Zytotoxizitat  werden
durchflusszytometrische Untersuchungen mit Propidddid durchgefuhrt. Die Zellviabilitat

wird mit dem EZ4U-Test, die Proliferationsrate detlen mittels BrdU-Test bestimmit.



2. ALLGEMEINER TEIL

2.1. Vorteile und Grenzen der oralen Applikation van Arzneistoffen

Die orale Verabreichung von Arzneistoffen wird ierdArzneimitteltherapie bevorzugt.
Sowohl fur den Patienten als auch fiir das gesametu@élheitssystem weist eine perorale
Therapie erhebliche Vorteile auf. Die perorale Bimme von Medikamenten wird von den
Patienten als angenehm empfunden, da sie unprofdemaind ortsunabhangig ist. Eine
dadurch bedingte hohere Compliance kann sich wirdeositiv auf den Krankheitsverlauf
auswirken. Weiters ist die Herstellung der Arznétehiund die Betreuung der Patienten
wesentlich kostengunstiger, als dies bei paremer&8larreichungsformen der Fall ist. Die
Verabreichung eines Wirkstoffes als orale Formuleyr kann jedoch durch seine
Eigenschaften, wie z.B. geringe Ld&slichkeit, Resotiarkeit oder auch ungentgende

Stabilitat, limitiert sein.

Durch Inkorporation eines Arzneistoffes in ein kallales Tragersystem kann dieser fir orale
Verabreichung verfiugbar gemacht werden. Mikro- odéanopartikel schitzen den
Arzneistoff vor enzymatischem Abbau im Magen-Darmakt, konnen die Verweilzeit im
Darm verlangern, und auch die Resorbierbarkeit mdorporierten Wirkstoffen vermitteln,
wodurch die Arzneistoffaufnahme ins Blut und damii¢ Bioverfliigbarkeit erhdoht wird.
Orales Drug Delivery wirde vor allem in der Chenao#ipie grol3e Vorteile gegeniber der
gegenwartigen Behandlung mittels Injektion oderusidn bringen und einen wertvollen
Beitrag zur Erh6hung der Lebensqualitat der Paretdisten [1].

Allerdings sind die meisten antitumoralen Arzndigtoin ihrer nativen Form wegen zu
geringer Loslichkeit, Stabilitdt oder Permeabiliggring bioverfigbar und daher fir die
Herstellung oraler Darreichungsformen nicht gedigbeese Wirkstoffe werden durch den
First Pass Metabolismus, das Cytochrom P450-Systeindiverse Effluxpumpen eliminiert,
bevor sie in den Blutkreislauf gelangen konnenDHlber hinaus besitzen Krebszellen viele
Mechanismen, die darauf abzielen, zugefuhrte Astage fir die Tumorzelle unschadlich zu
machen und zu eliminieren. Oft sind es mehrere dRstmechanismen, die gleichzeitig
auftreten und durch ihre verschiedenen Eliminiesstrgtegien zusammenspielen. Am
schwierigsten zu behandeln sind Tumore des Mulfpleyg Resistance (MDR) Phenotyps [4].
Beispielsweise besitzen Krebszellen ein aktivetukfSystem, bestehend aus verschiedenen
Membrantransportern, die verabreichte zytotoxiscBwffe aus der Zelle in den

Extrazellularraum ausschleusen. Von diesen ABC-Transportern (ATPHgndcassette)
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kommt P-Glykoprotein (P-GP) und den Multidrug Resise Related Proteinen (MRP)
MRP1 und MRP2 eine grof3e Bedeutung zu. Diese Taatespsind in Krebszellen haufig
Uberexprimiert, vermindern auf diese Weise die Aespbarkeit des Tumors auf
Chemotherapeutika und sind somit verantwortlich Multiple Drug Resistance Typ 1
(MDR1) [5]. Eine mdgliche Ursache fur die Entwickty einer Chemoresistenz von
Krebszellen und die Entstehung von Tumoren sindalflaten von Genen, die fiur die
Apoptose verantwortlich sind. Haufig kommt es zu nlRmutationen des
Tumorsuppressorgens, das fiur p53 kodiert, sodassederoapoptotische Aktivitat verloren
geht. Haufig sind auch antiapoptotsche Proteine e (WBcl2) in  Tumorzellen
Uberexprimiert [6]. Diese von Tumoren zur Unsch&ddilachung von Arzneistoffen
entwickelten Strategien verdeutlichen, dass jenerbstanzen oder Arzneiformen ein
wachsender Stellenwert zukommt, welche diese Mesimam in Krebszellen unterdriicken

oder umgehen kdnnen.

Kolloidale Arzneistofftrager maskieren den Wirks$taind kénnen zur Umgehung der
Multiple Drug Resistance beitragen. Das Polymeriches den Wirkstoff umgibt, wird im

Gegensatz zum Arzneistoff selbst von den Transpoder Tumorzelle nicht erkannt. Daher
verbleiben die Nanopartikel in der Zelle und deereistoff kann seine Wirkung entfalten.
Die Anwendung kolloidaler oraler Drug Delivery Sgiste hat zusatzlich den Vorteil, dass bei
gleichem therapeutischen Effekt Wirkstoffe in weben geringeren Dosierungen eingesetzt

werden kénnen, sodass die Nebenwirkungsrate unaifapgesenkt wird.

2.2. Nanopartikel

Unter Nanopartikeln versteht man in der Pharmazim@istofftragersysteme, die kleiner als
1 pum sind und aus biokompatiblen und bioabbaubBaymeren wie zum Beispiel PLGA

(Polylactid-co-Glycolid), Polycaprolacton, Polycyamylat oder Polystyrol bestehen. Partikel
dieser geringen Dimension haben nur eine kurze ¥®izeit im Magen, da sie ihn wie

Flissigkeiten passieren und rasch in den Darm gelgnwo sie resorbiert werden kdnnen.
Dadurch sind sie den abbauenden Enzymen im Magelt 150 lange ausgesetzt wie
herkémmliche Arzneimittel.

Nanopartikel im GrofRenbereich von 70 bis 200 nmitbes einen weiteren Vorteil: den so
genannten Enhanced Permeability and Retention (EEHekt [7]. Die Endothelschicht der

BlutgefalRe von Tumoren ist, bedingt durch Hyperuéamiserung, lickenhaft und nicht
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geschlossen wie in gesunden Blutgefallen. Nanophidanen somit in das Tumorgewebe
diffundieren, gelangen aber nicht in gesundes Gewdbes weiteren kommt es zur
Anreicherung der Partikel im Krebsgewebe, da dids®s funktionierendes Lymphsystem

besitzt, das fur den Abtransport von eingedrungé&héstanzen verantwortlich ist [8, 9].

Nanopartikel sind ein komplexes Gemisch, bei déterstellungsprozess eine Vielzahl von
Substanzen erforderlich ist. Bei der Herstellungets (W/O)/W-Doppelemulsionstechnik ist

der Zusatz einer groRen Menge Tensidlésung, wieoRic® F-68 unentbehrlich, um die

Stabilitat der Emulsion zu gewahrleisten und dieléezenz der Teilchen zu verhindern. Im
Zuge der Fertigstellung dieser Nanopartikel wirds dds Hilfsmittel verwendete Tensid

weitgehend abgetrennt. Im Endprodukt verbleibt Bloroni€® Rest von ungefahr 1,6 %.

Diese noch verbleibende Plurohiklenge kann sowohl einen Einfluss auf die
Nanopartikeleigenschaften wie die PartikelgroRaibes, als auch auf deren Interaktion mit
den Zellen [7].

2.3. Tenside

Oberflachenaktive Verbindungen sind fir die Helstgy und Stabilitatserhdhung von
pharmazeutischen Produkten unerlasslich. In deteletlahren wurde erkannt, dass Tenside
auf vielfaltige Weise die Eigenschaften von Zell@oht nur negativ, sondern auch positiv
beeinflussen kbnnen. Sie stellen einen viel vecsmeden Ansatz dar, um die Resorption von
Arzneistoffen zu erhéhen und deren Verweildaueden Zelle zu verlangern [2]. Vor allem
nichtionische Tenside haben sich dabei als bessnderteilhaft erwiesen, da sie im
Allgemeinen besser vertraglich sind als ionischesiae [3]. Vorwiegend anionische Tenside
konnen Proteine aus der Zellmembran herauslésem dige dichten Zellverbindungen
lockern, sodass bei der Anwendung von Tensiden elwisgen Konzentrationen ein
Toxizitatsproblem resultiert. Aus diesem Grund smd wenige Tenside zur parenteralen

Anwendung zugelassen.

2.3.1. Allgemeine Eigenschaften von

Poloxamere (Pluroni® F-68)

Pluroni® F-68, auch Poloxamer 188, ist ein nichtionischessid aus der Gruppe der Block-
Copolymere mit dem Aufbau A-B-A: ein zentraler hyphober Polypropylenoxidteil (B)
wird von zwei hydrophilen Polyethylenoxidketten (&ngeben. Je nach Ethoxylierungsgrad
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ist Pluroni® flissig (L = liquid), pastds (P = paste) oder f@5t flake). Pluroni€ F-68 ist
ein weiler Feststoff mit einem Molekulargewicht vof680-9510 Da. Das Tensid
Poloxamer 188 ist sehr leicht I6slich in Wasser @ttanol und praktisch unldslich in

Diethylether, Petrolether, Paraffin und fetten Olen

Blockpolymere finden aufgrund ihrer ambiphilen &twr ein breites Anwendungsspektrum
in der Pharma-, Kosmetik- und Nahrungsmittelindastrin der Pharmazie werden
Poloxamere zur Erh6éhung der Loslichkeit von Arztodfen, zur Verbesserung der
Resorption bestimmter Wirkstoffe und zur Erh6hueg Benetzbarkeit und Haftfahigkeit auf
Haut und Schleimhaut angewendet. Als Emulgatorerdeve Pluroni& Blockpolymere in

halbfesten Arzneiformen unter anderem in Mikroenomsgelen und fir parenterale

Fettemulsionen verwendet [10, 11, 12].

Polysorbate (Tweeff 20 und Tweeff 80)

Die nichtionischen Tenside Twee80 und Tweefi80 gehodren zur Gruppe der
Polyethylenglycol-Sorbitan-Fettsdureester, die adaclysorbate genannt werden. Sie setzten
sich aus 20 Ethylenoxid-Einheiten, einem Sorbitad einer aus 12-18 Kohlenstoffatomen
bestehenden Fettsaure zusammen. TW&6rund 80 sind mischbar mit Wasser und niedrigen
Alkoholen, praktisch unléslich in fetten Olen undskigem Paraffin. Polysorbate sind gut
vertraglich und kaum toxisch. Sie werden daherfao#l als Zusatzstoff in Lebensmitteln,
Futtermitteln, Arzneimitteln und Kosmetika eingesetinden aber auch breite Anwendung in
der biochemischen Industrie. Die Lebensmittelzistatinummer von Polysorbat 20 ist E432,
jene von Polysorbat 80 E433. In der Pharmazie werdge als Ol in Wasser
O/W Emulgatoren, in Kombination mit W/O-Emulgatorais Komplexemulgatoren und als
Netzmittel eingesetzt. Weiters werden sie als Lgsuarmittler fir wenig oder nicht
wasserlosliche Substanzen, wie Aromen, &atherische, (Vitamintle, Harze und

wasserunlésliche Arzneistoffe verwendet [12, 13,15].

Tweer® 20

Bei Tweerf 20 (auch Polysorbat 20) wird der FettsdureestérLmirinsaure gebildet. Es

handelt sich somit um Polyoxyethylen(20)-sorbitamamiaurat. Polysorbat 20 ist eine klare,
gelbliche, olige Flussigkeit mit einer relativen Mkilmasse von 1228 Da und einer
kritischen Mizellbildungskonzentration (critical ceille concentration, CMC) von 60 mg/I.
Die erlaubte Tagesdosis (acceptable daily intak®l) Aon Tweelf 20 betragt 0-25 mg pro

Kilogramm Korpergewicht [12, 14].



Tweer® 80

Der Fettsaureanteil von Polysorbat 80 bestehtwa &0 % aus Olsdure und einigen anderen
Fettsauren darunter Palmitinsaure. Bei TWe8® handelt es sich somit vorwiegend um

Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monooleat, einer gelbeskosen Flussigkeit, die eine molare

Masse von 1310 Da aufweist. Die CMC liegt zwisch8rund 15 mg/I [12, 15].

2.3.2. Einfluss von Pluroni® F-68, Tweerf 20 und Tweer? 80
auf die Eigenschaften von Zellen

In den letzten Jahren riickte der potentielle Bgitrechtionischer Tenside zur Verbesserung
der Arzneistoffaufnahme in die Zelle nach oralemphyation in den Mittelpunkt mehrerer
Forschungsprojekte. Der Fokus lag dabei vor allemdar gleichzeitigen Anwendung mit
antitumoralen Wirkstoffen. Das Ziel dabei bestamdird mit Hilfe dieser gut vertraglichen
oberflachenaktiven Verbindungen, die von Krebsreellgdufig entwickelten Resistenz-
mechanismen zu unterdriicken und dadurch die A&tivion Chemotherapeutika zu erhéhen.
Dariiber hinaus wird Plurorfid=-68 zur Behandlung von ischamischen GefaRerkrays

und Sichelzellandmie in Betracht gezogen [2, 1§, 17

Pluronic® F-68

Pluroni® F-68 kann, bedingt durch seine ambiphile Strukind den A-B-A Aufbau als
Triblock-Copolymer, mit der  Zellmembran interagiere Der  hydrophobe
Polypropylenoxidteil (B) des Blockpolymers kannhsim den hydrophoben Mittelteil der
Phospholipiddoppelschicht einlagern wahrend die ddiei hydrophilen
Polyethylenoxidketten (A) in den wassrigen Extrhgatraum ragen. Studien mit artifiziellen
Lipidbilayern haben gezeigt, dass in Anwesenheit Rturoni€ die Membranfluiditat steigt
und die ,Flip-Flop“-Aktivitat der Phospholipidmoléle zwischen den Lipidschichten
verstarkt wird. Dies wiederum korreliert mit einethdhten Permeabilitdt der Membran fr
biologisch aktive Verbindungen, wie z.B. das Chdmadpeutikum Doxorubicin [18].
Pluroni® F-68 schiitzt Zellen vor mechanisch und chemisclingeem Stress und verlangert
deren Uberleben bei Nahrstoffmangel, hohen lonerndatnationen oder Hyperthermie [19].
Weiters wird Pluronit F-68 eingesetzt, um Zellen vor Scherkréften zu temj die in
Suspensionskulturen in grof3en Bioreaktoren aufirgze, 21].

Aufgrund seines zytoprotektiven, antiadhasiven uamtithrombotischen Effekts stellt
Pluroni® F-68 einen potentiellen Arzneistoff zur Behandluagiter vasookklusiver Krisen
der Sichelzellanamie [16] sowie akuter ischamisefaskularer Erkrankungen [22], wie dem
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Schlaganfall und Myokardinfarkt, dar [17,23]. Imigien klinischen Studien konnte bei diesen
Erkrankungen bereits ein positiver Effekt gezeigirden. Die zusatzliche Behandlung mit
hochgereinigtem Poloxamer 188 fuhrte zu Schmeretunaly, die die erwinschte Reduktion
des Analgetikaverbrauches sowie eine Verkirzungkataekenhausaufenthaltes ermdglicht.
Pluroni® F-68 (ibt zusatzlich einen positiven Einfluss aué dViederherstellung der

Zellmembranintegritat von permeabilisierten Lipidlgern aus, die durch diverse Traumata
entstehen konnen. Die Zellmembran hat eine wichiigensport- und Barrierefunktion zur

Aufrechterhaltung der Zellaktivitat. Wird die Zekmbran durch diverse Traumata, wie
Erfrierungen, Verbrennungen oder Unfalle mit elisktiem Strom verletzt, kommt es zu
starker Schadigung des Gewebes. Poloxamer 188 cabker ein viel versprechendes Agens

dar, um den Heilungsprozess von geschadigtem Gexmebeschleunigen [24].

Andere Pluroni® Arten kénnen mit therapieresistenten (MDR) Tumairgaragieren und zu
einer Sensibilisierung der Tumore gegeniiber Zytiistafiihren. Pluroni® kann dabei
verschiedene Mechanismen beeinflussen, die zu &asistenzentwicklung fihren [4]. Das
Tensid inhibiert P-Glykoprotein und die MRP ATPaddivitat. Dadurch kommt es zu einer
erhohten Absorption von P-GP und MRP Substratedean Zelle. Ermittelt wurde dieser
Effekt mit den Substraten Vinblastin und Doxorubjctleren Anreicherung in der Zelle in
Anwesenheit von PluronfcP85, im Vergleich zur alleinigen Exposition dertdstatika,
deutlich  gesteigert werden konnte [25]. Weiters imm Pluroni€ das
Glutathion (GSH)/Glutathion S-Transferase (GST) d@ditkationssystem, das Fremdstoffe
durch Konjugation mit GSH besser wasserloslich smwhit leichter eliminierbar macht [4].
Eine Formulierung von Doxorubicin mit Plurofiit61 und F127 wurde in einer ersten
klinischen Studie zur Behandlung von Patienten Tainoren in fortgeschrittenem Stadium
getestet [26].

Tweer® 20 und Tweef? 80

Fur die Polysorbate Twe®0 und Tweefi80 konnte eine MDR-modulierende Aktivitat
nachgewiesen werden. Diese Tenside fuhren in Cavoiblayern zu einer Steigerung des
apikal-basolateralen Transportes von Epirubicin umelduzieren zugleich dessen
Ausscheidung von der basolateralen zur apikalete S8omit kommt es netto zu einer
Erh6hung der intrazellularen Akkumulation und ititeslen Absorption des Arzneistoffes [2].
Tweerf 80 filhrt zu einer Erhéhung der Membranfluiditat.ie® fiihrt zu einer
Konformationsdnderung der membrangebundenen Tramesp®-Glycoprotein und andere



Transporter werden gehemmt, was zu einer Steigedamgoralen Absorption von P-GP
Substraten fuhrt [3].

2.4. Die Anwendung von Zellkulturen in der Pharmaze

Ein entscheidendes Kriterium fir die Wirksamkeitloapplizierter Arzneimittel ist deren
Permeationsfahigkeit ~ durch das Darmepithel. Die sdikxh galenischen
Untersuchungsmethoden der Arzneistoffabsorptioncldutie Darmmukosa stellen reine
in-vitro Systeme dar. Alternativ stehemsitu oderin-vivo Tierversuche zu Verfiigung. Eine
gute Moglichkeit, um das intestinale Epithel untkontrollierten Bedingungen zu
untersuchen, ist die Verwendung von Zellmodellemit Setwa 1980 wurden gezielt
Zellkulturmodelle fir die Anwendung in der pharmatzechen Forschung entwickelt. Sieht
man von ethischen Bedenken beim Einsatz von Tisnetien ab, so haben Zellkulturmodelle
den Vorteil, dass sie mit geringerem Zeitaufwankhfagher und besser automatisierbar
durchzufiihren sind. DarUber hinaus ist es mitteldsgstemen maoglich, Untersuchungen an
humanen Zellen durchzufihren.

Man unterscheidet zwischen immortalisierten ZaBim die gut charakterisiert werden
konnen und Primarkulturen, die direkt aus dem eatiGewebe isoliert werden. Letztere
zeigen ublicherweise ein heterogenes Verhaltemhdaiedabei aber dem nativen Zelltyp sehr
ahnlich. Allerdings sind Zellmodellen auch Grenzgesetzt, da sie immer nur einen
Teilbereich abdecken und nicht das komplexe Gescheh lebenden Organismus simulieren
konnen. Mittels Zellkultursystemen ist es nicht i@y Informationen dber die
Arzneistoffverteilung im gesamten Organismus zuakem. Daher kdnnen sie Tierversuche
nicht zur Ganze ersetzen. Zur Simulierung des hemabinndarmepithels hat sich die
Verwendung von Caco-2 Zellen als besonders geelgrausgestellt [27, 28, 29].

2.4.1. Das Caco-2 Modell

Ursprunglich wurden Caco-2 Zellen 1974 von J. Fags dem primaren Adenokarzinom
eines 72-jahrigen Mannes kaukasischer Rasse isdbier Caco-2 Zellen handelt es sich um
eine adharente Zelllinie. Dies bedeutet, dass eie fur ihr Wachstum eine Oberflache
bendtigen, an die sie sich anheften kénnen. Im d.alé&s Wachstums verringert sich durch
Verdichtung der Zellen deren Durchmesser wahrepttlgteitig die Zellhbhe zunimmt. Ist
die dichtest mogliche Anordnung der Zellen erreicid keine zellfreie Stelle auf der

Wachstumsunterlage mehr vorhanden, spricht marKeofluenz.
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Die Differenzierung beginnt mit Erreichen der Kardhz spontan. Nach zwei bis drei
Wochen liegt ein vollstandig differenzierter monga vor, der eine funktionsfahige ,brush
border‘-Membran mit Mikrovilli, zahlreichen Hydradan und Peptidasen besitzt. Der
gebildete Zelltypus ist den humanen Enterozytem &bhlich.Obwohl es sich um eine aus
dem Colon stammende Tumorzelllinie handelt, detarktfonale Differenzierung eher dem
fetalen Colon entspricht, ist das Caco-2 Modelltaegin anerkanntes-vitro System zur

Simulierung des humanen Dinndarms [27, 28, 30]
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1. Das Caco-2 Zellsystem

Die Materialien fir die Zellkultur, die Handhaburder Caco-2 Zellen inklusive der
Routinemethoden in der Zellkultur sowie die Arbaiteitungen zur Verwendung von
Geraten werden, wie in der Diplomarbeit von Kerlgta[27] beschrieben, Gbernommen.
Lediglich die Subkultivierung der Zellen und diebdaverwendeten Materialien werden auf
die Verwendung von Caco-2 DSMZ (Deutsche Sammluog Wikroorganismen und

Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) Zellengepasst. Weiters werden die

Arbeitsschritte zur Langzeitlagerung von Zelleraatért.

PBS-Puffer pH 7,2-7,3, steril
Zunachst wird eine zehnfach konzentrierte Stammniggles PBS (Phosphate buffered saline)
-Puffers durch Losen der Salze in Aqua bidest. éstait:

NacCl 80,09
KCI 2,049
NaHPO,*7H,0 1159
KH2POy 2049
NaHPO*12H,0 154¢g
Aqua bidest. ad 1000,0 ml

AnschlieRend wird ein Teil der Lésung mit neun &eilAqua bidest. verdinnt und im
Laminar Air Flow durch ein Millipore DurapofeMembranfilter mit einePorenweite von
0,22 pm steril filtriert.

TrypLE ™ Select

E™ Select (GIBCG invitrogen™, Lofer, Osterreich) enthalt ein rekombinantesctur

TrypL
mikrobielle Fermentation hergestelltes Trypsin-&ids Enzym, das keine tierischen oder
humanen Bestandteile enthalt. Es wird zur volls@ger Dissoziation der adharenten Zellen

in Einzelzellen verwendet [31, 32].

Subkultivierung von adhéarenten Zelllinien - praktische Vorgangsweise
Die Subkultivierung von Zellen erfolgt unter sterilBedingungen im Laminar Air Flow. Alle

verwendeten Medien und GefalRe mussen keimfrei spireine Kontamination der Zellen zu
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verhindern. Die zum Passagieren der Caco-2 DSMEZdlendtigten Medien werden auf
37°C temperiert.

Das von den Zellen verbrauchte Medium wird aus Gewebekulturflasche (75 én
abgesaugt. AnschlieRend werden 2 ml PBS-Puffer [#7,8 zugesetzt, die Kulturflasche
verschlossen und horizontal geschwenkt, bis ddradein vollstandig mit dem Puffer bedeckt
ist. Danach wird die Losung wieder abgesaugt. Di®sggang dient zum Abwaschen noch
verbleibender Mediumreste, welche die nachfolgerfidlidissoziation beeintrachtigen
konnten. Nach Zugabe von 2 ml Trypl*ESelect und Schwenken der Gewebekulturflasche
wird funf bis zehn Minuten im Brutschrank bei leichetffnetem Schraubverschluss
inkubiert.

Die Inkubation mit TrypLE™ Select ist beendet, sobald sich die Zellen vonsdilanboden
l6sen. Vor Herausnehmen der Gewebekulturflasche a@era Brutschrank wird diese
verschlossen und die Zellen durch Klopfen mit deméi von der Flaschenwand geldst.
Anschlie3end werden 10 ml RPMI (Roswell Park Memildmstitute)-Medium zugesetzt und
die abgeldsten Zellen darin resuspendiert. Diessugpension wird in ein Steriline
Rohrchen (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterjeidberfiihrt und finf Minuten bei
Raumtemperatur und 1000 UpM zentrifugiert. Wahrexsddn wird der in der Kulturflasche
verbliebene Rest der Zellsuspension mit einer Basfeette abgesaugt und 10 ml frisches
RPMI-Medium vorgelegt. Durch die Zentrifugation wen die Zellen im Konus des
Rohrchens konzentriert und der Uberstand wird adggts Das Zellpellet wird in 2 ml RPMI
resuspendiert. Zwei bis sieben Tropfen der erhafterZellsuspension werden zur
Weiterkultivierung der Zellen in die vorbereitetee&Ebekulturflasche eingebracht. Die
Flasche wird verschlossen und durch horizontale éggemgen wird die Zellsuspension
gleichmalig am Flaschenboden verteilt. Bei leiohbffpetem Schraubverschluss wird die
Gewebekulturflasche im Brutschrank inkubiert unchaeistens 24 Stunden nicht bewegt, um
den initialen Anheftungsprozess nicht zu stéren.[27

Die verbleibende Zellsuspension steht fir Versuh¥erfligung.

Langzeitlagerung von Zellen (Kryokonservierung)

Die Langzeitlagerung von Zellen ist notwendig, ura don der Zellbank erworbene, gut
charakterisierte Kultur in geringer Passagezahkaigyy zu haben, da es im Laufe der
Subkultivierung zu Verdnderungen der Zellen kommkann und eine mogliche

Kontamination der Zellkultur nie ausgeschlossenderrkann.
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Zur Langzeitlagerung werden die Caco-2 DSMZ Zelkerilissigem Stickstoff bei -196°C
gelagert. Um nach der Passagierung das RPMI-Megiamder Zellsuspension zu entfernen
wird funf Minuten lang bei 1000 UpM zentrifugiend anschlieRend das Medium abgesaugt.
Die Zellen werden in einem auf 4°C gekuihlten, spléem Einfriermedium resuspendiert, das
aus RPMI-Medium mit zugesetztem 10 % FCS (fetal satum, Fetales Kalberserum) und
10 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) besteht. DMSO ist memntppermeabel und reduziert auf
Grund seiner kryoprotektiven Eigenschaft die Ktisation von intrazellularem Wasser zu
Eis. Die Gefrierpunkterniedrigung erlaubt den Zellevdhrend des Einfriervorganges mehr
Wasser an den Extrazellularraum abzugeben. Damdt eie Bildung von Wasserkristallen
im Intrazellularraum verringert und die Beschadguter Zellwande durch beim Einfrieren
entstehende Wasserkristalle eingeschrankt.

Pro Kryorshrchen werden 1-4*3@ellen in 1 ml Medium eingefroren. Zunéchst werdi
Kryoréhrchen in der NalgefieMir.Frosty Kryobox (Thermo Fisher Scientific, Rdsld,
Déanemark) etwa 25 Minuten auf -20°C gekuhlt undchhel3end 12 Stunden bei -80°C
gelagert. Die mit Isopropanol gefiillte Kryobox gdanéistet ein langsames Einfrieren der
Zellen bei einer Einfrierrate von -1°C pro Minutddie tiefgefrorenen Proben kénnen einige
Monate lang bei -80°C gelagert werden. Zur jahmgsn Aufbewahrung werden sie in
flussigem Stickstoff gelagert, wobei auch die Temapg der Gasphase von -150°C
ausreichend ist [33, 34].

Auftauen von Zellen

Nach der Lagerung in flissigem Stickstoff werdea idn Kryoréhrchen befindlichen Zellen
maoglichst rasch bei 37°C im Wasserbad aufgetauschAliel3end werden sie in ein Steriline
Rohrchen transferiert, welches bereits auf 37°Céagewes RPMI-Medium enthalt. Nach funf
minutiger Zentrifugation bei 1000 UpM wird das Mext entfernt, welches das bei
Raumtemperatur zytotoxische DMSO enthélt. Danactdevedie Zellen in neuen Flaschen
angezuchtet wobei die ersten Passagen etwas laagsaohsen kdnnen [27].
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3.2. Losungen

3.2.1. Pufferlésungen

20 mM HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4, isoton

4,77 g HEPES (4-(2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl-ethalionsaure) werden in 1000 ml Aqua
dest. geldst und mit verdinnter NaOH auf den phygischen pH-Wert 7,4 eingestellt. Um
eine isotone Pufferlosung zu erhalten werden aredddmd 6 g Natriumchlorid zugesetzt.

PBS-Puffer pH 7,2-7,3 mit Calcium und Magnesium, pdikelfrei

CaClh — Stammlésung 50,0 ml
KCI 0,29
KH,PO, 0,29
MgCl, * 6H,0 01lg
NaCl 8049
NaHPO, * 2H,0 0,764g
Aqua dest. ad 1000,0 mi

CaCb-Stammldsung: 2,65 g CaCl2 H,O pro 1000 ml HO

Zur Herstellung der Calciumchlorid-Stammlésung veer@,65 g Calciumchlorid in 2000 ml
Aqua dest. gelost. 50 ml der Stammlésung werdeainn2000 ml Becherglas geleert, die
eingewogenen Salze hinzugefiigt und es wird mit Adpst. auf 1000 ml aufgefillt. Um eine
partikelfreie Pufferlésung zu erhalten wird duréh Blillipore Durapor€ Membranfilter mit

einerPorenweite von 0,22 um steril filtriert.

3.2.2. Herstellung der Tensidldsungen

Die Tenside PluronfeF-68, Tweefi20 und Tweefi80 werden zur Herstellung von
Lésungen in den jeweiligen Konzentration in 20 nddtonem HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4
gelost.

Fiur die Bindungsstudien mit Caco-2 Zellen werdensidosungen in den Konzentrationen
0,0005 %; 0,001 %; 0,005 %; 0,01 %; 0,05 %; 0,109;%; 0,5 %; 1,0 %; 2,0 % und 5,0 %
hergestellt.

Fur die Untersuchung des Einflusses der Tenside diaf Zellproliferation werden
Pluroni®® F-68 Lésungen in den Konzentrationen 2,0 %:; 4,06%;%; 8,0 % und 10,0 %
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hergestellt. Tweeh20 und Tweefi80 Lésungen werden in den Konzentrationen 0,01 %;
0,05%; 0,1%; 0,2%; 0,5% bendtigt. Die angegehenKonzentrationen stellen

Gewichtsprozent (w/w) dar.

3.2.3. Herstellung der Tensid-haltigen NanopartikeSuspensionen

Die Versuche werden mit standardisierten Polystiahosphéren in der GréRe von 0,2 um
durchgefuhrt, die keinen Zusatz von Tensiden odwlegen Stabilisatoren enthalten. Es
werden Fluoresbrif& plain YG.20 micro microspheres (2,54 % Feststaffex, Durch-
messer 0,217 = 0,015 um; Polyscience, Inc. WawimglUSA) verwendet, die bei einer
Lagertemperatur von 4°C stabil sind [35]. Diese &fmrtikel-Suspension wird 1:80 (V/V)
mit den Tensidlésungen verdinnt. Dies entspricimereiNanopartikelkonzentration von
0,318 mg/ml. Als Referenzlésung dient eine mit 2@ nsotonem HEPES/NaOH-Puffer
pH 7,4 im Verhéltnis 1:80 verdinnte Nanopartikellig.

Fur einige Versuche werden Tensid-héltige Nandgarbuspensionen in den Nanoparikel-
konzentrationen 0,318 mg/ml, 0,254 mg/ml, 0,212migind 0,159 mg/ml verwendet. Die
Nanopartikel-Suspensionen werden mit einer 5 %igamoni® F-68, einer 0,1 %igen
Tweerf 20 und einer 0,1 %igen TweéeB0 Losung, die Referenzldsungen mit 20 mM
iIsotonem HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4 hergestellt.

3.2.4. Bestimmung der Fluoreszenzintensitat von
Tensid-haltigen Nanopartikel-Suspensionen

Um zu gewabhrleisten, dass die hergestellten Temi#itgen Nanopartikel-Suspensionen
vergleichbare Fluoreszenzintensitaten aufweisen sodiit vergleichbare Mengen an
Nanopartikeln in den Bindungsstudien mit den Cadéiizelzellen zum Einsatz kommen,
wird die Fluoreszenz der einzelnen Tensid-haltiyanopartikel-Suspensionen fluorimetrisch

bestimmt.

Durchfihrung

Pro well einer 96-well Mikrotiterplatte (Iwaki, B®ni, Wien, Osterreich) werden 100 pl der
Tensid-héaltigen Nanopartikel-Suspension pipettiBei einer Anregegungswellenlange von
480 nm, einer Emissionswellenlange von 525 nm undréVerstarkung von 109 wird die
Fluoreszenzintensitat im  Mikrotiterplattenfluorimmet (Micro Plate Fluor Reader,
Infinite® M200, Tecan, Grédig, Austria) bestimmt.
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Mikrotiterplattenfluorimeter

Mit einem Mikrotiterplattenfluorimeter ist es mdgh, innerhalb weniger Sekunden die
Fluoreszenzintensitat von bis zu 96 Proben in eatewell Mikrotiterplatte zu bestimmen.
Die zu analysierende fluoreszenzmarkierte Substearm sowohl in Lésung als auch

cytoadharent oder cytoplasmatisch vorliegen [27].

3.3 Bestimmung der Zytotoxizitat der Tensidlésungelsowie
der Zell-Viabilitat und -Proliferation in Gegenwart von Tensiden

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt von Substanzenidlmmgsweise der Proliferaton von
Zellen existieren mehrere Methoden. Einerseits kdumth Durchflusszytometrie zwischen
lebenden und toten Zellen einer Probe unterschiedemen, da diese auf Grund ihrer
unterschiedlichen Granularitdt im erhaltenen 2Difjsamm verschiedene Populationen
bilden. Zusatzlich kann durch Farbung der DNA imllk&n von toten Zellen mit

Propidiumiodid und der erhaltenen Fluoreszenziit#&nzwischen viabilen und geschadigten
Zellen differenziert werden. Andererseits ermégichspeziell entwickelte Testsysteme die

Bestimmung der Viabilitdt sowie der Proliferaticsigr von Zellen [36, 37].

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein optisches Messsarén, das eine Quantifizierung und
Analytik von Einzelzellen und Partikeln ermdglicAds high throughput Methode ermoglicht
die Durchflusszytometrie eine multiparametrischealikge von mehreren 1000 Zellen
innerhalb weniger Minuten. Neben Durchmesser, Gaaitét und Anzahl von Zellen kdnnen
mit dieser Methode Fluoreszenzmarkierungen detéktierden, die durch verschiedene
Fluorophore vermittelt werden kdnnen. Die Durchdlngometrie findet vielfach Anwendung
in der Medizin, Immunologie, Biotechnologie und IB&logie. Es kdnnen Informationen
Uber die GroRe der Zellen, deren Oberflachenbefssitadit und innere Struktur sowie eine

eventuell vorhandene Fluoreszenzmarkierung gesarmvesden [27, 36].

Funktionsweise der Durchflusszytometrie

Die zu untersuchenden Zellen werden zunéchst hydeodisch fokussiert, wobei sie in der
Hullflissigkeit (sheath flow) suspendiert und pehnurartig aufgereiht werden. Die
Einzelzellen gelangen nacheinander in die Messagtiesie einen Laserstrahl passieren. Das
von den Zellen gestreute Licht wird mit Hilfe einegtoelektronischen Detektionssystems,

-16 -



das aus mehreren optischen Filtern und photo nialtijubes besteht, die Licht
unterschiedlicher Wellenlange detektieren, in eie&ktrischen Impuls umgewandelt. Die
Detektionsoptik umfasst den forward scatter (F&n side scatter (SS) und Fluoreszenz-
detektoren. Der forward scatter misst das Vorwtiggicht. Das ist jenes Licht, das in
Richtung des Laserstrahls gestreut wird. Das AusrdaR gemessenen Intensitat ist
proportional zum Volumen der Zelle und gibt somituskunft Gber die ZellgroRe. Der
side scatter misst das im rechten Winkel zum Lasdrisvon der Zelle gebeugte Licht. Das
Seitwartsstreulicht liefert Informationen Uber ddoerflachenbeschaffenheit der Zelle und
deren innere Struktur. Gemeinsam mit dem Seitwéetdecht wird die zellgebundene
Fluoreszenz erfasst. Die Signalerfassung erfolgtHiife unterschiedlicher Emissionsfilter,
den so genannten photo multiplier tubes. Die Meggdmrisse werden in 2D-Histogrammen

zusammengefasst, welche die Informationen des fdrwad side scatters enthalten [27, 36].

Durchfihrung

Die Proben werden mittels COULTEREPICS XL-MCL™ Flow Cytometer (Beckmann
Coulter, Krefeld, Deutschland) analysiert.

200 pl der gereinigten Zellsuspension (50 pl Zsl@nsion mit 5*19 Zellen/ml in PBS-
Puffer pH 7,2-7,3 mit Calcium und Magnesium) werderein Messréhrchen eingebracht,
welches bereits 1 ml partikelfreien, auf 4°C gekémlPBS-Puffer pH 7,2-7,3 mit Calcium
und Magnesium enthalt. Zusatzlich ist ein Leerwein analog zur Probe behandelter Ansatz

ohne Analyt - Bestandteil jeder Messreihe [27].

3.3.1. Bestimmung der Zytotoxizitdt mit Propidiumiadid

Durch Farbung mit Propidiumiodid (P1) ist es mdglitote Zellen in einer Zellpopulation zu

identifizieren. Pl ist membranimpermeabel und kdaher die intakte Membran von lebenden
Zellen nicht passieren. In Zellen mit geschadigiembran kann Pl jedoch eindringen und
interkaliert mit den Basen der DNA im Zellkern. Wheder Farbstoff an die Nukleinséaure
bindet, steigt die Fluoreszenzintensitdt auf daarmalg- bis dreil3ig-Fache an. AulRerdem
verschiebt sich das Exzitationsmaximum um 20-30mach rot, sowie das Emissions-
maximum um etwa 15 nm nach blau. Dieser Farbstafinkmittels Durchflusszytometrie

erfasst werden [37].
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Durchfihrung

200 pl der gereinigten Zellsuspension (50 pl Zsl@nsion mit 5*19 Zellen/ml in PBS-
Puffer pH 7,2-7,3 mit Calcium und Magnesium) werderein Messréhrchen eingebracht,
welches bereits 1 ml partikelfreien, auf 4°C gekémlPBS-Puffer pH 7,2-7,3 mit Calcium
und Magnesium enthalt. In jedes Messrohrchen werd@yul 1,5 mM Propidiumiodid-
Losung in Aqua dest. zugesetzt und 2 Minuten inbdbAnschlie3end werden die Proben im
Flow Cytometer analysiert. Der Referenzwert wird einer Probe bestimmt, die 100 % tote
Zellen enthalt. Um die Zellen abzutéten werden ider2 ml Eppendorfgefal3 befindlichen
200 pl Zellsuspension (50 pl 5*3@ellen/ml in 150 pl PBS-Puffer pH 7,2-7,3 mit dato
und Magnesium) 100 ul, auf —20°C gekuhltes Methdmotugefigt und finf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird die Isdepension in ein Messrohrchen
Ubergefuihrt, welches bereits 1 ml partikelfreieuf,4C gekuhlten PBS-Puffer pH 7,2-7,3 mit
Calcium und Magnesium enthélt, und wie die tbri§eaben mit 2,7 pl 1,5 mM PI-Lésung

versetzt. Nach einer zweiminitigen Inkubationsagitl durchflusszytometrisch vermessen.

3.3.2. Proliferationstests

Proliferationstests werden durchgefuhrt, um denflE&8s von Substanzen auf die
Wachstumsfahigkeit von Zellen zu bestimmen und daoch Hinweise auf die Zytotoxizitat
zu erhalten. Sie sind eine haufig angewandte Methad beispielsweise Nahrungsmittel,
Kosmetika oder Pharmazeutika hinsichtlich potelatielEffekte auf die Viabilitat und
Proliferation von Zellen zu untersuchen. Angewendetden Proliferationstests weiters zur
Quantifizierung der von Zytokinen und Wachstumsfadm induzierten Zellproliferation

sowie zur Ermittlung der Sensitivitat von Tumoreallauf Zytostatika [38, 39, 40].

Entwicklung von Proliferationstests

Die klassische Methode zur Bestimmung der Zellfeddition erfolgt direkt durch Auszahlen

der Zellen unter dem Mikroskop (Bestimmung des tisithien Index) oder mit Hilfe eines

elektronischen Teilchenzahlers. Eine Weiterentwicgl stellt die indirekte Bestimmung der
Anzahl an viabilen Zellen durch die metabolischeiitét der Zellpopulation dar. Seit etwa
1956 werden Tetrazoliumsalze zur Untersuchung d#vizbilitat eingesetzt. Diese farblosen
oder schwach gefarbten Verbindungen werden von MABAngigen Dehydrogenasen zu
intensiv  gefarbten Formazanderivaten metabolisieDiese Reduktion erfordert

funktionsfahige Mitochondrien, die innerhalb wemigdinuten nach dem Absterben der Zelle
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inaktiviert werden. Somit korreliert die Farbintéés des gebildeten Reaktionsproduktes mit
der Anzahl an viabilen Zellen.

Beispiele fur Tests, die auf diesem Prinzip berulsemd der MTT, XTT WST-1 oder EZ4U
Test [38, 39, 40].

Ein weiterer indirekter Parameter zur Bestimmung Zdlproliferation ist die Messung der
DNA-Synthese-Rate. Diese am haufigsten eingeséietthode kann auf dem Einbau von
[*H]-Thymidin in die DNA der Zelle beruhen. Da die #nnung des {iberschiissigen, nicht
eingebauten®H]-Thymidins komplizierte Versuchsanordnungen etést und entsprechende
Sicherheitsvorkehrungen durch die Arbeit mit Rasbtopen notwendig sind, wurden
nichtradioaktive Alternativen zur Bestimmung der mSynthese-Rate etabliert. Mit der
Verwendung des Pyrimidinanalogons 5-Brom-2-desagiju(BrdU), das an Stelle von
Thymidin in die DNA eingebaut wird und mit Hilfe re@s Enzym-markierten Antikdrpers

quantifizierbar ist, gelang dies erstmals 1985 {23,

3.3.2.1. Viabilitatstest EZ4U

Der EZ4U (Easy for you) - Test (BIOMEDICA, Wien, ©geich) ist ein einfach
anzuwendender, schnell durchfiuihrbarer, verlasslicimel nichtradioaktiver Proliferations-
und Zytotoxizitatstest. Dieser beruht auf der Verdieng eines wasserloslichen
Tetrazoliumsalzes als Substrat und stellt eine &ueitwicklung und Vereinfachung des
klassischen MTT-Tests dar, der auf Grund der magel Wasserloslichkeit des

umgesetzten Substrates einen zusatzlichen Solaehilgysschritt erfordert [38].

Durchfihrung
Die Durchfihrung des EZ4U-Tests erfolgt laut Angales Herstellers mit einigen an die

verwendete Zelllinie angepassten Modifikationen.

Pro well einer 96-weMiktotiterplatte (Iwaki, Bertoni, Wien, Osterreicljerden 3000 Zellen
mit je 180 ul RPMI und 20 ul der zu untersuchend@ensidldsung angesetzt und drei Tage
lang kultiviert. Zur Bestimmung des Leerwertes vegrddie Zellen in RPMI ohne
Tensidl6sung kultiviert.

Zur Vorbereitung der Testlosung wird ein Flaschctes lyophilisierten Substrates (SUB) in

2,5 ml Aktivatorlésung (ACT) geldst und auf 37°@uéarmt. Die Lésung ist strohgelb gefarbt.
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Das in der Mikrotiterplatte vorhandene Medium wamtfernt und es werden 200 pl auf 37°C
vorgewarmtes frisches RPMI-Medium in jedes wellgtilert. Anschlie3end werden pro well
20 ul der frisch hergestellten gelben Substratiszugegeben. Die Platte wird an allen vier
Seiten mit den Fingern anggetippt um Substrat urmdlivin gut zu durchmischen. Danach
wird 2,5 Stunden im Brutschrank bei 37°C und inkubi

Nach dieser Inkubationszeit ist der Umsatz des tgates zu den Formazanderivaten durch
die entstandene ziegelrote Farbe deutlich erkennlarrch sanftes Antippen der
Mikrotiterplatte an allen vier Seiten wird nochmgkmischt und anschlie3end die Absorption
im Mikrotiterplattenphotometer bei einer Wellenléngzon 450 nm (mit 620 nm als
Referenzwellenlange) bestimmt. Die Messung der Adigm bei 620 nm dient als Leerwert
fur Absorptionen durch eventuell vorhandene Pdrtiked wird von den Messwerten bei
450 nm abgezogen. Bei jeder Messung wird die Aliorples rot gefarbten RPMI-Mediums

bestimmt und von den analysierten Probewerten algger[38].

3.3.2.2. Proliferationstest - Cell Proliferation EUSA, BrdU (colorimetric)

Der Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) €6t (Roche Diagnostics GmbH, Wien,
Osterreich) ist ein kolorimetrischer InmunoassayQuantifizierung der Zellproliferation. Er
basiert auf der Bestimmung der Inkorporation voBrém-2-desoxyuridin (BrdU) in die

DNA wahrend der DNA-Synthesephase und stellt s@ eMternative zum radioaktiven

[*H]-Thymidintest dar.

Die klassische immunohistochemische Detektion vailed in der S-Phase sowie die
Quantifizierung der Zellproliferation erfolgt mittseMikroskopie oder Durchflusszytometrie.
Diese Methoden liefern zwar umfangreiche Datend siherdings auch zeitaufwandig und
erlauben es nicht, viele Proben gleichzeitig zulysmeren. Mit dem BrdU-Test steht eine
prazise, schnelle und einfache Methode zu Verfluigdieghigh sample throughput erlaubt so

wie es zur Routineuntersuchung von Zellen erforckeist [39].

Prinzip des BrdU Tests

Wahrend des Zellzyklus in der S-Phase findet dieAEBYnthese statt. Der Cell Proliferaton
ELISA Test beruht darauf, dass wahrend der DNA-&%¢ 5-Brom-2-desoxyurdin an Stelle
der Base Thymidin in die DNA eingebaut wird. Nadhldau von BrdU wird die DNA durch

Zusatz delFix Denat-Losung denaturiert. Dies ist notwendig, damit iderfolgenden Schritt
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zugesetzte Peroxidase-markierte Antikorper an Bhdhben kann. Als Substrat fur das
Marker-Enzym wird 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin (BM eingesetzt, das durch den
Immunkomplex zu einem blauen Farbstoff oxidiertdviGestoppt wird die Enzymaktivitat
durch Zugabe von 1M Schwefelsaure, wodurch eindradehlag von blau nach gelb erfolgt.

Die Farbintensitat ist direkt proportional zur Ahkan proliferierenden Zellen [39, 40].

Durchfihrung
Die Durchfiihrung des BrdU-Testes erfolgt gemal Aegaben des Herstellers, mit einigen

durch den Versuchsaufbau begrindeten Modifikationen

17000 Zellen pro well werden in einer 96-well Mikterplatte (lwaki, Bertoni, Wien,

Osterrreich) mit der zu untersuchenden Tensidlosewgi beziehungsweise drei Tage
kultiviert. Zur Vorbereitung des Tests wird das €lie Zellen verwendete Medium auf 37°C
vorgewarmt und damit d&rdU labeling reagent 1:100 verdiinnt. Dies entspricht einer BrdU

Konzentration von 100 uM. Dann wurde folgende Vaggaveise gewahlt:

1. Mit einer Pasteurpipette wird das Medium abgesamgdem die Zellen kultiviert

wurden. Danach werden pro well 180 ul frisches, &3IffC vorgewarmtes RPMI-Medium
hinzugefiigt und 20 pBrdU labeling solution zugesetzt. Durch Antippen der Platte mit den

Fingern wird durchmischt und eine Stunde bei 3Th@rutschrank inkubiert.
2. Danach wird dieBrdU labeling solution durch Absaugen aus den wells entfernt und

200 plFixDenat-Losung pro well zugefugt. Die Platte wird 30 Miantbei Raumtemperatur
(15-25°C) stehen gelassen. Durch das Reagens gildMA denaturiert.

Wahrend der 30-minitigen Wartezeit wird dieti-BrdU-POD stock solution 1:100 mit der
Antibody dilution solution zur Anti-BrdU-POD working solution verdinnt.

3. Die FixDenat Losung wird abgesaugt, 100 nti-BrdU-POD working solution
zugegeben und 90 Minuten bei Raumtemperatur inkiubie

4. Die Anti-BrdU-POD working solution wird abgesaugt und es wird pro well drei Mal
mit je 200 pIWashing solution (Washing buffer 1:10 mit Aqua bidest. verdinnt) gewaschen.
5. Anschlie3end werden pro well 100 $ubstrate solution zugesetzt und die Platte zehn

Minuten unter Lichtschutz bei Raumtemperatur getagPas in derSubstrate solution
enthaltene TMB wird durch die Peroxidase des DNBegmelenen Antikdrpers zu einem

blauen Farbstoff umgesetzt.
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6. Es werden 25 p$top solution (1M H,SO;) zugegeben, um die Reaktion zu stoppen.

Der blaue Farbstoff schlagt dadurch nach gelb umrclD sanftes Antippen an allen vier
Seiten der Mikrotiterplatte wird gemischt. Aus jede&vell werden 100 pl in ein leeres well
Ubergeflhrt.

7. Die Absorption wird bei 450 nm und einer Referealf@nlange von 620 nm mit dem

Mikrotiterplattenfluorimeter bestimmt [38].
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4. SPEZIELLER TEIL

4.1. Untersuchung der Nanopartikelinteraktion mit Caco-2 Einzelzellen

In den folgenden Studien soll Gberpruft werdenuot in welchem Ausmald Tensidlésungen
die Interaktion von Nanopartikeln mit Caco-2 Eizatlen beeinflussen. Dazu werden
unterschiedliche Konzentrationen der Tenside, T%&& Tweefi 80 und Pluroni® F-68
bei einer Inkubationsdauer von 60 Minuten und ein&ubationstemperatur von 4°C bzw.
37°C eingesetzt. Um die gebundene Nanopartikelmengdysieren zu kdnnen, werden
fluoreszenzmarkierte Nanospharen verwendet. Dieckbien erfolgt mittels Durchfluss-
zytometrie. Durch die unterschiedlichen Inkubattengperaturen sollen Informationen Uber
die Bedeutung der Zellaktivitat fur die AnheftungrdPartikel an die Zellen bzw. deren
Aufnahme in die Zelle gewonnen werden. Bei einerggbungstemperatur von 37°C ist der

Zellstoffwechsel funktionsfahig, bei 4°C hingegener deutlich herabgesetzt.

Datenanalyse

Die im Zuge der durchflusszytometrischen Analysanigelten Daten werden in

zweidimensionalen (2D) Histogrammen dargestellt.

Im 2D-Histogramm werden die 3000 analysierten Hzedlen jeder Probe aufgrund ihrer
Eigenschaften zwei Populationen (gates) zugeordiet Verteilung der Zellen auf

unterschiedliche gates, die definierte Bereichedifierenten Intensitaten der Vorwarts- und
Seitwartsstreuung umfassen, ermdglicht eine Beunigider Viabilitdt der Zellen: wahrend
im gate A (linke Seite des Histogramms) die viabikellen erfasst werden, akkumulieren
tote Zellen in gate B (rechte Seite des Histogrammvttels durchflusszytometrischer
Analyse werden die Anzahl und der prozentuelle Amte Zellen in gate A und B bezogen
auf die gemessene Gesamtzellzahl sowie der duncitsiche Wert der Zellgranularitat

erhoben. Weiters wird fur die Zellpopulation in ¢md gate die durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat der Zellen ermittelt. Dieseé direkt proportional zur gebundenen

Nanopartikelmenge an der Zelloberflache.

In den Abbildungen 1 und 2 werden exemplarisch a8tdgramme als Analysenergebnisse
dargestellt. Aus Abb.1 geht die prozentuelle Vautey der Zellpopulation in gate A und B
hervor. Dabei befinden sich in gate A die viabilemd in gate B die toten Zellen. Die
X-Achse beinhaltet die mit dem side scatter (S$lderte Zellgranularitat, die Y-Achse den
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mit dem forward scatter (FS) ermittelten Zelldurédsser. Abb.2 zeigt die Fluoreszenz-

intensitat der in gate A befindlichen Zellen.

Abbildung 1:  2D-Histogramm- Abbildung 2:  2D-Histogramm
Verteilung der Zellpopulation auf gate A und B éileszenzintensitat der Zellen in gate A
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Praktische Durchfiihrung der Versuche mit Caco-2 Eirzelzellen

Fur diese Untersuchungen werden die aus der Sibkuling verbleibenden
Zellsuspensionen verwendet. Nach sorgfaltiger Reswdierung der Zellen wird die Zellzahl
mit dem Hamozytometer bestimmt und anschlieBend#L° Zellen/ml eingestellt. Danach
wird die Caco-2 Zellsuspension 60 Minuten bei 4fbawahrt. Durch Lagerung bei dieser
Temperatur wird die metabolische Aktivitdt der 2ell deutlich herabgesetzt. Somit ist
gewahrleistet, dass fir die folgenden Interaktinrdien bei 4°C und 37°C gleiche
Ausgangsbedingungen herrschen. Die Versuche wendiénCaco-2 DSMZ Zellen der
Passage 39 bis 81 durchgefihrt. Die Versuche werdemnndest als Dreifachbestimmungen
durchgefuhrt. Die durchflusszytomtrische Bestimmuegiolgt bei einer Anregungs-

wellenlange von 488 nm; die Emission wird bei 585 aetektiert.

Durchfihrung

In ein 2ml EppendorfgefaR werden 50 ul der auf 08Zellen/ml eingestellten

Zellsuspension pipettiert. Anschlielend werden b@gr jeweiligen auf 4°C gekihlten
Tensid-héaltigen Nanopartikel-Suspension in Tensidkatrationen von 0,0005 % bis 5,0 %
und einer Nanopartikelkonzentration von 0,318 mgaunyesetzt. Als Referenz dient eine
Nanopartikel-Suspension von 0,318 mg/ml in 20 mMasem HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4.
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Da die Tensid-haltigen Nanopartikel-Suspensionen gleichen Teil mit der Zellsuspension
verdunnt werden, sind die Caco-2 Einzelzellen alisol Tensidkonzentrationen von
0,00025 % bis 2,5 % ausgesetzt.

Nach Zugabe der Tensid-haltigen Nanopartikel-Susipanwird einige Sekunden lang am
Vortex gemischt, um die Zellsuspension mit der PBladung zu homogenisieren.
Anschliel3end werden die Proben 60 Minuten bei 42@.187°C inkubiert. Um die nicht
gebundenen, fluoreszenzmarkierten Nanopartikel dactinkubation zu entfernen, wird zwei
Mal mit auf 4°C gekuhltem PBS-Puffer pH 7,2-7,3 @dlcium und Magnesium gewaschen.
Zunachst werden je Eppendorfgefal 100 pl PBS ztrekarz am Vortex gemischt und bei
1000 UpM funf Minuten lang bei 4°C zentrifugiertamach wird der Uberstand (150 pl)
vorsichtig mit einer Mikropipette abgehoben. AnseRénd werden pro Eppendorfgefal
150 ul PBS zugesetzt, resuspendiert, zentrifugied wieder 150 pl Uberstand abgehoben.
Zu den verbleibenden 50 pl der Probe werden 15@e¢ PBS-Puffers zugesetzt,
resuspendiert und anschlieBend, wie in Kapitel B&schrieben, durchflusszytometrisch

analysiert.

Beziehung der gemessenen Daten auf den Referenzwert

Die Messungen der Referenzproben ohne Tensidzubatzen gezeigt, dass sich

durchschnittlich 93 % der Zellen in gate A sowi& % in gate B befinden. Der auf 100 %

fehlende Anteil an Zellen wurde in keinem der beidates erfasst. Dieser nicht detektierte
Anteil umfasst Zellfragmente und Zellaggragate.

Die Fluoreszenzintensitaten der Referenzproben paddtindiger Inkubation bei 4°C oder

37°C unterscheiden sich voneinander. Bei 4°C ldsgt durchschnittliche Messwert bei 1,4

wéahrend er bei 37°C 2,6 betrdgt. Um dennoch diesktgebnisse der beiden Temperaturen
vergleichen zu kdnnen, wird die Intensitat jede®riertes als 100 % angenommen und
gleich 0 gesetzt. Die Fluoreszenzintensitaten debéh mit Tensid werden im Verhaltnis

dazu berechnet. Sie zeigen daher an, in welcherh@iteis sie sich vom Referenzwert

unterscheiden: ist beispielsweise die Fluoreszésizsitdt der Proben gleich dem

Referenzwert, so liegt sie bei 0; betragt sie dagdelte des Leerwertes, so liegt sie bei 2.

Durch den Vergleich mit der Referenzprobe scheigt rdlative Fluoreszenzintensitat der
Proben bei 4°C grol3er zu sein als bei 37°C. Digt ldaran, dass bei einer Inkubation bei
37°C auch der Referenzwert hoher ist. Die gemessegéchlichen Fluoreszenzintensitaten

der Proben sind hingegen, wie jene des Leerwdree87°C hoher als bei 4°C.
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Charakterisierung der Verteilung der Caco-2 Zellenim 2D-Histogramm nach
einstundiger Inkubation mit Tensid-Losungen

Abbildung 3:  2D-Histogramm der durchflusszytometrischen Analgisr Viabilitat von Caco-2 Einzelzellen
in Gegenwart von Tensid:
90 % viabile Zellen (links), 60 % viabile Zellen {ft¢) und 11 % viabile Zellen (rechts)
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Bei der durchflusszytometrischen Analyse werden jedier Probe so viele Zellen erfasst, bis
sich 3000 Zellen in gate A befinden. Kann diese dmhzan viabilen Zellen nicht erreicht
werden, so wird die Messung nach finf Minuten abgeien. Die Lage der gates wurde nach
Messung von Proben einer lebenden und toten Zellptpn eingestellt. Diese gates werden
fur alle weiteren Analysen beibehalten. Die Anzady angezeigten Punkte im gate korreliert
nur ungefahr mit der tatsachlich im gate befinddictzellzahl, da auch mehrere Zellen einen
Punkt im Histogramm ergeben kénnen.

Wird die Viabilitat der Caco-2 Zellen durch das $iehnicht vermindert (Abb.3, links) ist die
Granularitat der Zellen sehr einheitlich. Demergspend zeigt das 2D-Histogramm eine
Anhaufung der Zellen innerhalb von gate A. Der hidétektierte Anteil ist sehr gering und
weist einige Zellaggregate auf, die hohe Werte foeward scatters ergeben und sich im
Histogramm oberhalb von gate A befinden.

Abbildung 3 (Mitte) zeigt eine Probe bei der sictrdits ein groRerer Anteil von 14% der
Zellpopulation in gate B befindet. Auch die Viatiili der in gate A detektierten Zellen scheint
etwas beeintrachtigt zu sein, da sie nicht melteinMitte des gates akkumulieren, sondern
sie sich auf Grund der hoheren side scatter Weitelexr rechten Seite des gates in der Nahe
zum gate B befinden. Die hohere Anzahl an nich¢ktedrten Zellen ergibt sich daraus, dass
die Zellgranularitat im Vergleich zu viabilen Zellevesentlich héher ist und sie daher von

keinem der beiden gates erfasst werden.
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Abbildung 3 (rechts) stellt die Zellverteilung imDzZHistogramm dar, wenn kaum noch
viabile Zellen in der Probe vorhanden sind. Durahstindige Inkubation bei 37°C mit
Tweer? 20 ergibt sich solch eine Verteilung, wo etwa 1@és analysierten Zellen in gate A
als viabile Zellen detektiert werden, wahrend sattva 65 % der Zellen als nicht viabile

Zellen in gate B befinden.
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4.1.1. Interaktionsstudien von Tensid-haltigen Nanpartikel-Suspensionen
mit Caco-2 Einzelzellen in Gegenwart von 0,00025 %2,5 % Tweer? 20

Ziel des Versuches ist es festzustellen, ob dierdktion von Nanopartikeln mit Caco-2
Zellen durch Zusatz ein®olysorbat 20.6sung beeinflusst werden kann und die Zellvigdili
dabei erhalten bleibt.

Durchfiihrung

Der Zellsuspension werden Twé&e20-haltige Nanopartikel-Suspensionen (0,318 mg
Nanopartikel/ml), deren Herstellung in Kapitel 3.2beschrieben ist, in den Konzentrationen
0,0005 %; 0,001 %; 0,005 %; 0,01 %; 0,05 %; 0,10@ %; 0,5 %; 1%, 2% und 5%
zugesetzt. Dies entspricht den absoluten TR&emzentrationen von 0,00025 % bis 2,5 %.
Inkubiert wird 60 Minuten bei 4°C oder 37°C.

Ergebnisse:

Tabelle 1: Anteil viabiler und toter Zellen sowie zellgebundemanopartikulédre Fluoreszenzintensitat

von Caco-2 Einzelzellen nach 60-miniitiger Inkubatisit Tweelf 20-héltigen
Nanopartikel-Suspensionen bei 4°C

Tweer® 20 Viabile Zellen Tote Zellen Fluoreszenzintensitat
Konzentration (%, gate A) (%, gate B ) der viabilen Zellen
(%) (RFU)

0,00025 94,21+1,18 5,45+ 0,58 0,00+ 0,001
0,000 94,42+ 0,07 4,74+ 0,42 0,38+ 0,003
0,002% 94,05+ 0,43 5,34+ 0,05 1,65+ 0,054
0,00%0 94,33t 2,21 4,59+ 0,29 2,23+ 0,107
0,020 90,28+ 0,66 7,63+ 0,17 2,96+ 0,212
0,0300 90,03t 0,42 5,69+ 0,64 3,07+ 0,001
0,100 87,19: 0,77 6,78+ 0,23 2,50+ 0,124
0,23%00 79,66+ 0,07 9,73+ 0,58 1,06+ 0,109
0,50000 69,0 1,23 15,17+ 1,05 0,05+ 0,001
1,00000 56,2°% 4,13 23,25+ 1,72 -0,41+ 0,029
2,50000 35,22 1,78 40,00+ 1,25 -0,73+ 0,029
Leerwert 93,00+ 0,48 2,37+ 0,02 0,00+ 0,000
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Abbildung 4:  Anteil viabiler (gate A) und toter Zellen (gate B)n Caco-2 Einzelzellen nach
60-miniitiger Inkubation mit Twe&m0 héltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 4°C
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Tweer® 20 Konzentration

Die in Abbildung 4 dargestellten Werte aus Tabglleeigen den prozentuellen Anteil an
lebenden Zellen in gate A bzw. an toten Zellen ategB im Vergleich zum Leerwert nach
einer Inkubationszeit von 60 Minuten bei 4°C. BeweBIf 20 Konzentrationen von
0,00025 % bis 0,1 % sind ebenso wie beim Refererzstea 90 % der Zellen viabil. Bei
weiter zunehmender Tensidkonzentration sinkt deei\an Zellen in gate A, wahrend jener
der toten Zellen in gate B kontinuierlich steigeiRiner Tweefi 20 Konzentration von 2,5%
befinden sich bereits 40 % der Zellen in gate B mmdnoch 35,2 % in gate A.

Wie nachfolgend in Tabelle 2 und Abbildung 5 datgits ist die nach einstiindiger
Inkubation bei 37°C beobachtete Tendenz gleich beie4°C. Jedoch nimmt der Anteil an
viabilen Zellen bereits ab einer Tw8e20 Konzentration von 0,25 % stéarker ab. Von
0,00025 % bis 0,1 % befinden sich wie bei der Referetwa 93 % der Zellen in gate A. Ab
0,25 % Tweefi 20 ist der Anteil an viabilen Zellen bereits reiguz und sinkt ab einer
Tensidkonzentration von 0,5 % drastisch ab. So died den hochsten gemessenen

Tweer? 20 Konzentrationen von 1 % und 2,5 % mehr als 6%e¥Zellpopulation tot.
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Tabelle 2: Anteil viabiler und toter Zellen sowie zellgebundemanopartikulare Fluoreszenzintensitat von
Caco-2 Einzelzellen nach 60-miniitiger Inkubation Tvieerf 20-haltigen

Nanopartikel-Suspensionen bei 37°C

Tween® 20 Viabile Zellen Tote Zellen Fluoreszenzintensitat
Konzentration (%, gate A) (%, gate B) der viabilen Zellen
(%) (RFU)
0,00025 92,95+ 1,53 457+0,91 0,24+ 0,008
0,000% 92,20+ 1,87 5,75+ 0,58 0,34+ 0,027
0,002% 91,57+ 0,38 4,99+ 0,60 1,27+0,023
0,000 91,55+ 0,43 4,77+ 0,47 2,10+ 0,010
0,020 90,85+ 0,21 7,66+ 0,99 2,34+ 0,022
0,0500 93,46t 0,80 4,93+ 0,54 2,50+ 0,066
0,1000 93,66+ 0,92 3,62+ 0,11 1,51+ 0,038
0,2900 83,21+ 0,71 11,09+ 0,34 0,74+ 0,022
0,50000 55,55 1,69 36,27+ 0,54 -0,07+ 0,001
1,00000 18,01 0,76 65,56+ 2,61 -0,41+ 0,037
2,50000 13,63 2,81 66,56+ 4,77 -0,49+ 0,093
Leerwert 93,00+ 2,55 2,68+ 0,77 0,00+ 0,000
Abbildung 5:  Anteil viabiler (gate A) und toter Zellen (gate B8)n Caco-2 Einzelzellen nach

100

60-miniitiger Inkubation mit Twe&m20-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 37°C
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Abbildung 6:  Fluoreszenzintensitat von viabilen Caco-2 Einzé&rehach 60-minltiger Inkubation
mit Tweerf 20-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 4°Cdferigsweise 37°C
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Tweer® 20 Konzentration (%)

Abbildung 6 stellt die Fluoreszenzintensitaten Gaico-2 Einzelzellen in Abhangigkeit der
Tweerf 20 Konzentrationen, wie in Tabelle 1 und 2 angefidiar. Diese Messergebnisse
machen deutlich, dass die Gegenwart von TW&én die Nanopartikel-Zell Interaktion
deutlich beeinflusst, wobei die Tendenzen von dkulbationstemperatur unabhangig sind.
Bei einer Tweefi 20 Zugabe von 0,00025 % und 0,0005 % ist die aktewn zwischen
Nanopartikeln und Caco-2 Einzelzellen vergleichib@érdem Leerwert, sodass diese geringen
Tensidkonzentrationen die Nanopartikel-Zell Intéi@k nicht beeinflussen. Ab 0,0025 %
steigt die zellgebundene Fluoreszenzintensitat ameicht bei 0,05 % Twe&mR0 das
Maximum. In diesem Maximum fluoreszieren die Cac@&llen bei 4°C mit 3-facher
Intensitat und bei 37°C mit 2,5-facher Intensitét Yergleich zur Referenz. Bei hoheren
Tweerf 20 Konzentrationen ist die Nanopartikelinteraktiit der Zelle wieder geringer. Bei
0,5 % liegt die Fluoreszenzintensitat im Bereicls deerwertes, bei 1 % und 2,5 % ist sie
sogar geringer als bei der Referenz.

Somit bewirkt die Gegenwart von geringen Mengensitiibis 0,0005 %) keine Anderung
der Interaktion zwischen Nanopartikeln und Dunndaeiten. Eine weitere Erhohung der
Tensidkonzentration begunstigt die Assoziation Wanopartikeln mit Caco-2 Zellen und

erreicht bei 0,05% Twe&®0 das Maximum, wobei diese Tensidkonzentratiodan
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Viabilitat der Zellen nicht verandern. Mit weitetegyender Tensidkonzentration nimmt die
Nanopartikel-Zell Interaktion wieder ab, zusatzlhd ab 0,25 % Tensid auch die Viabilitat
der Dunndarmzellen zunehmend beeintrachtigt. AB/®Bweel 20 wird die Nanopartikel-
Zell Wechselwirkung durch das Tensid soweit beéstfitigt, dass die Anzahl der
zellassoziierten Partikel geringer ist als ohnesla@zusatz und gleichzeitig innerhalb von
einer Stunde eine betrachtliche Anzahl von Zellerckl das Tensid abstirbt.
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4.1.2. Interaktionsstudien von Tensid-héaltigen Nanpartikel-Suspensionen
mit Caco-2 Einzelzellen in Gegenwart von 0,00025 %2,5 % Tweer? 80

Ziel des Versuches ist es festzustellen, ob dierdktion von Nanopartikeln mit Caco-2
Zellen durch Zusatz einer Polysorbat 80 LOsung riflesist werden kann und die
Zellviabilitat dabei erhalten bleibt.

Durchfihrung

Der Zellsuspension werden Twé&eB0-haltige Nanopartikel-Suspensionen (0,318 mg
Nanopartikel/ml), deren Herstellung in Kapitel 3.2beschrieben ist, in den Konzentrationen
0,0005 %; 0,001 %; 0,005 %; 0,01 %; 0,05 %; 0,10@ %; 0,5 %; 1%, 2% und 5%
zugesetzt. Dies entspricht den absoluten TW&énKonzentrationen von 0,00025 % bis
2,5 %.

Inkubiert wird 60 Minuten bei 4°C oder 37°C.

Ergebnisse:

Tabelle 3: Anteil viabiler und toter Zellen sowie zellgebundemanopartikulare Fluoreszenzintensitat
von Caco-2 Einzelzellen nach 60-minitiger Inkubatioit Tweeff 80-héltigen
Nanopartikel-Suspensionen bei 4°C

Tweer® 80 viabile Zellen tote Zellen Fluoreszenzintensitéat

Konzentration (%, gate A) (% gate B) der viabilen Zellen
(%) (RFU)

0,00025 93,00+ 1,91 4,84+ 0,57 0,12+ 0,003
0,000% 93,00+ 1,08 5,36+ 0,81 0,81+ 0,062
0,002% 95,12+ 1,08 4,74+ 0,56 0,92+ 0,218
0,000 93,17+ 0,74 5,40+ 1,32 1,85+ 0,010
0,02%0 87,48+ 0,28 9,14+ 0,42 2,12+ 0,054
0,0500 85,22+ 4,50 9,97+ 3,59 2,27+ 0,054
0,10000 88,61+ 0,77 5,18+ 0,45 1,59+ 0,041
0,2900 87,84+ 0,69 4,07+£0,74 0,43+ 0,002
0,50000 87,68t 0,99 2,61+ 0,35 -0,40+ 0,001
1,00000 84,54 0,75 2,94+ 0,34 -0,75+ 0,005
2,50000 82,43 0,92 2,84+ 0,13 -0,90+ 0,003
Leerwert 93,00+ 0,48 2,99+ 0,02 0,00+ 0,000
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Abbildung 7:  Anteil viabiler (gate A) und toter Zellen (gate B8)n Caco-2 Einzelzellen nach
60-minitiger Inkubation mit Twe&rB0-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 4°C

100
90——_ — - — - .—*—.—-—_—
= - |

80 1

S
POCE —
S

60 1— —
=
c
3 50 4 |
©
N
c 401 —
©
L 30 -
C
<

20 +— —

B % gate B
041 O%gate A | | ]
0 B I
N <o°\° (,)Q\° (,)Q\° 6§\° NN NN o ¢§\° Q° e NN
& S SN g © o v PN q?
& 090 S S Q N Q Q Q

Tweer® 80 Konzentration

Die in Abbildung 7 dargestellten Werte aus Tabglleeigen den prozentuellen Anteil an
lebenden Zellen in gate A bzw. an toten Zellen ategB im Vergleich zum Leerwert nach
60-minutiger Inkubation bei 4°C. Bei Tweé®BO Konzentrationen von 0,00025 % bis
0,005 % befinden sich etwa 93 % der Zellen in ggtevahrend der Anteil an toten Zellen
etwa 5 % betragt. Diese Verteilung der Zellpopolatentspricht jener der Referenzprobe. Ist
die zugesetzte Tensidmenge grol3er, nimmt der AatewNiabilen Zellen geringflgig ab. In
Konzentrationen von 0,025 % bis 2,5 % sind zwiscB2®0 und 89 % der Zellen viabil. Der
Anteil an toten Zellen andert sich mit steigendere@ 80 Konzentrationen kaum, sodass

sich in allen gemessenen Konzentrationen 3-9 %Zelen in gate B befinden.

Nach einstindiger Inkubation bei 37°C ist die Viluteg der analysierten Einzelzellen,
dargestellt in Tabelle 4 und Abbildung 8, &hnlichiewbei 4°C. Bei Twe€h80
Konzentrationen von 0,00025 % bis 1,0 % sind zwascB1 % und 95 % der Zellen viabil
wahrend 4,4-8% der Zellen tot sind und in gate aBkumulieren. Bei einer
Tensidkonzentration von 2,5 % sinkt der Anteil alléh in gate A auf 74,5 % und jener der

toten Zellen steigt auf 15,2 %.
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Tabelle 4: Anteil viabiler und toter Zellen sowie zellgebundemanopartikulére Fluoreszenzintensitat
von Caco-2 Einzelzellen nach 60-miniitiger Inkubatisit Tweelf 80-héltigen

Nanopartikel-Suspensionen bei 37°C

Tweer® 80 Viabile Zellen Tote Zellen Fluoreszenzintensitat
Konzentration (%, gate A) (%, gate B) der viabilen Zellen
(%) (RFU)
0,00025 90,83+ 1,91 6,68+ 0,76 0,15+ 0,078
0,000® 92,46+ 0,51 6,00+ 0,76 0,41+ 0,044
0,002% 94,05+ 0,85 5,41+ 0,41 0,56+ 0,097
0,00%0 94,93+ 2,28 4,37+1,16 1,55+ 0,036
0,02%0 92,33 1,01 6,33+ 0,43 1,63+ 0,071
0,0900 92,26+ 0,80 5,77+ 0,54 1,87+ 0,022
0,100 90,1Gt 0,92 5,79+ 0,11 0,96+ 0,039
0,2900 84,3% 0,71 6,82+ 0,34 0,09+ 0,022
0,50000 81,56 0,17 8,07+ 0,54 -0,46+ 0,021
1,00000 84,31 1,07 7,57+ 2,65 -0,78+ 0,001
2,50000 74,48& 3,14 15,18+ 1,58 -0,89+ 0,004
Leerwert 93,00+ 0,69 4,75+ 0,14 0,00+ 0,000
Abbildung 8:  Anteil viabiler (gate A) und toter Zellen (gate B8)n Caco-2 Einzelzellen nach

Anteil an Zellen im gate (%)

60-minitiger Inkubation mit Twe&rB0-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 37°C
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Abbildung 9:  Fluoreszenzintensitét von viabilen Caco-2 Einzé&rehach 60-minltiger Inkubation
mit Tweerf 80-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 4°Cdferigsweise 37°C
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In Abbildung 9 sind die, in Tabelle 3 und 4 angeféh, Fluoreszenzintensitaten der Caco-2
Einzelzellen dargestellt, die eine einstiindige b#iwon bei 4°C bzw. 37°C mit
Tweer? 80-haltigen Nanopartikel-Suspensionen ergibt. \Wé& den Untersuchungen mit
Tweerf 20 ist auch bei Twe&B80 die Tendenz der Nanopartikel-Zell Interaktionen
unabhangig von der Inkubationstemperatur. Bei eifiereerf 80 Konzentration von
0,00025 % ist die Wechselwirkung zwischen Nanokelti und Caco-2 Einzelzellen
vergleichbar mit dem Leerwert. Bei Inkubation mid@5 % und 0,0025 % TweeB0 steigt
die relative zellgebundene Fluoreszenzintensit&tOzh bzw. 1,0. Bei weiter zunehmender
Tensidkonzentration steigt die Nanopartikelassamatin die Caco-2 Zelle steil an und
erreicht in Gegenwart von 0,05 % Tw&e0 ihr Maximum mit der 2,3-fachen (Referenz bei
4°C) bzw. der 1,9-fachen (Referenz bei 37°C) IntéhBei hoheren Konzentrationen nimmt
die Nanopartikel-Zell Interaktion wieder ab, wobdie Fluoreszenzintensitat ab 0,5 %

geringer ist als jene der Leerwerte.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass smimgg Tweefi80 Konzentrationen
(0,00025 %) die Nanopartikel-Zell Interaktion nichbeeiflussen. Bei steigender
Tensidkonzentration bis 0,5 % wird die Wechselwixuizwischen Polystyrolnanopartikeln

und Caco-2 Zellen begtinstigt und erreicht die bi®B-fache Intensitat der Referenzprobe.
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Bei weiterer Erhdhung der Twe®B0 Konzentrationen nimmt die an die Zelle gebueden
Nanopartikelmenge wieder ab und ist ab einer Tengabe von 0,25 % geringer als jene der
Referenzprobe. Die Zellviabilitat wird in Gegenwadn 0,00025- bis 1,0 %iger TweeB0

Lésung nicht beeinflusstt und bei Zusatz von 2,6egeringfiigig beeintrachtigt.
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4.1.3. Interaktionsstudien von Tensid-haltigen Nanpartikel-Suspensionen
mit Caco-2 Einzelzellen in Gegenwart von 0,0005 %2.,5 % Pluronic® F-68

Ziel des Versuches ist es festzustellen, ob dierdktion von Nanopartikeln mit Caco-2
Zellen durch Zusatz einer Poloxamer 188 Losung nbesist werden kann und die
Zellviabilitat dabei erhalten bleibt.

Durchfihrung

Der Zellsuspension werden Plurchie-68-haltige Nanopartikel-Suspensionen (0,318 mg
Nanopartikel/ml), deren Herstellung in Kaptiel 3.2beschrieben ist, in den Konzentrationen
0,001 %; 0,01 %; 0,1 %; 0,2 %; 0,5 %; 1 %, 2 % & zugesetzt. Dies entspricht den

absoluten PluronftKonzentrationen von 0,0005 % bis 2,5 %.

Inkubiert wird 60 Minuten bei 4°C oder 37°C.

Ergebnisse:

Tabelle 5: Anteil viabiler und toter Zellen sowie zellgebundemanopartikulare Fluoreszenzintensitat

von Caco-2 Einzelzellen nach 60-minitiger Inkubatiait Pluroni€ F-68-haltigen
Nanopartikel-Suspensionen bei 4°C

Pluronic® F-68 viabile Zellen tote Zellen Fluoreszenzintensitat
Konzentration (%, gate A) (%, gate B) der viabilen Zellen
(%) (RFU)
0,000% 92,82+ 1,48 6,55+ 0,34 0,00+ 0,001
0,00%0 93,15+ 1,45 5,76+ 0,96 0,03+ 0,044
0,0500 93,34+ 0,72 2,11+ 0,24 0,11+ 0,072
0,10000 93,84+ 0,56 1,49+ 0,09 0,23+ 0,036
0,25%00 93,39 0,53 2,17+ 0,19 0,31+ 0,001
0,50000 93,34: 0,36 2,78+ 0,26 0,50+ 0,058
1,00000 92,88 0,81 3,26+ 0,20 0,59+ 0,050
2,50000 92,85 0,56 3,26+ 0,18 1,26+ 0,035
Leerwert 93,00+ 0,48 2,78+ 0,03 0,00+ 0,000

Die in Abbildung 10 dargestellten Werte aus Tabglleeigen den prozentuellen Anteil an
lebenden Zellen in gate A und toten Zellen in gBtem Vergleich zum Leerwert nach

einstiindiger Inkubation bei 4°C mit Plurofiie-68-haltigen Nanopartikel-Suspensionen.
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Bei den analysierten Konzentrationen von 0,000582t5 % betragt der Anteil an viabilen
Zellen vergleichbar mit dem Leerwert etwa 93 %. Beteil an toten Zellen in gate B variiert

zwischen 1,5 % und 6,5 % und liegt ebenso im Bberéer Tensid-freien Referenzproben.

Abbildung 10: Anteil viabiler (gate A) und toter Zellen (gate 8)n Caco-2 Einzelzellen nach
60-minitiger Inkubation mit Plurorfic=-68-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 4°C
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Tabelle 6: Anteil viabiler und toter Zellen sowie zellgebundemanopartikuléare Fluoreszenzintensitat

von Caco-2 Einzelzellen nach 60-miniitiger Inkubatiait Pluroni€ F-68-haltigen
Nanopartikel-Suspensionen bei 37°C

Pluronic® F-68 viabile Zellen tote Zellen Fluoreszenzintensitat
Konzentration (%, gate A) (%, gate B) der viabilen Zellen
(%) (RFU)
0,000® 92,54+ 0,90 4,79+ 0,77 0,01+ 0,041
0,00%0 92,19+ 1,24 4,50+ 0,15 0,00+ 0,034
0,000 94,98t 0,54 0,86+ 0,04 0,02+ 0,033
0,1000 94,90t 0,85 2,81+ 0,21 0,08+ 0,066
0,2500 94,02+ 0,27 1,03+ 0,29 0,10+ 0,019
0,50000 94,4% 2,03 2,14+ 0,50 0,26+ 0,037
1,00000 93,8} 0,66 2,27+ 0,13 0,30+0,119
2,50000 91,0k 1,44 2,20+ 0,08 0,69+ 0,131
Leerwert 93,00+ 1,13 3,97+ 0,39 0,00+ 0,000
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Abbildung 11: Anteil viabiler (gate A) und toter Zellen (gate B)n Caco-2 Einzelzellen nach
60-miniitiger Inkubation mit PlurorficF-68-héltiger Nanopartikel-Suspensionen bei 37°C
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Tabelle 6 und Abbildung 11 zeigen, dass Plufdfi€8 in Konzentrationen von 0,0005 -
2,5 % auch nach 60-minutiger Inkubation bei 37°@hée Einfluss auf die Viabilitat der
Caco-2 Zellen ausibt.

In Abbildung 12 sind die in Tabelle 5 und 6 angemyen Fluoreszenzintensitaten nach
Inkubation bei 4°C bzw. 37°C dargestellt. Die Megsbnisse zeigen, dass bis zu einer
Pluroni® F-68 Konzentration von 0,25 % die Nanopartikell Zieferaktion im Vergleich zur
Referenz nicht beeinflusst wird. In Gegenwart v % und 1,0 % Tensid steigt die relative
Fluoreszenzintensitat auf 0,3 bzw. 0,6 an. Der Zusan 2,5 % Pluronft F-68 wird in dieser
Messreihe das Maximum der Nanopartikel-Zell Intdoak erreichen. Im Vergleich zur
jeweiligen Referenzldsung ist die zellassoziiertkioFeszenzintensitat und damit die
zellassoziierte Nanopartikelmenge nach Inkubatiend3C deutlich hoher als bei 37°C. Die
Absolutwerte - die gemessenen Fluoreszenzinteesitasind hingegen nach Inkubation bei
37°C hoher als bei 4°C.

Insgesamt bewirkt die Co-Inkubation mit 0,00055 @ Pluroni€ F-68 eine kontinuierliche
Steigerung der Assoziation von Nanopartikeln mic&2 Einzelzellen. Die Zellviabilitat

bleibt dabei erhalten. Pluroffi¢-68 (bt somit nach einstiindiger Inkubation in
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Konzentrationen bis zu 2,5 % keinen schadlicherkEfauf die Lebensfahigkeit der Zellen
aus, beguinstigt aber die Interaktion mit Nanopahtik

Abbildung 12: Fluoreszenzintensitat von viabilen Caco-2 Einzé&rehach 60-minltiger Inkubation
mit Pluroni€ F-68-haltigen Nanopartikel-Suspensionen bei 4°Gdheingsweise 37°C
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4.1.4. Interaktionsstudien von Tensid-haltigen Nanmartikel-Suspensionen mit
Caco-2 Einzelzellen bei Nanopartikel-Konzentratione
von 0,159 mg/ml bis 0,318 mag/ml

Es sollte untersucht werden, ob auch bei geringderopartikelkonzentration (kleiner als
0,318 mg/ml) der eingesetzten Tensidlosungen dierEszenzintensitat der analysierten
Caco-2 Einzelzellen hoher ist als bei der Refefswig und somit die Assoziation von
Nanopartikeln mit den Zellen beglnstigt wird. Edtesadurch den Versuch ausgeschlossen
werden, dass die gemessene erhdhte zellasso&lageszenzintensitat nach Inkubation mit
den Tensidldsungen nur auf eine zu konzentrierteopartikel-Suspension zurtickzufihren

ist.

Dazu werden jene Tensidkonzentrationen eingesdtet,in den Kapiteln 4.1.1. - 4.1.3.
beschriebenen Studien, die Nanopartikel-Zell Ikigoa am gunstigsten beeinflusst haben.
Dies ist bei 0,05 %iger Twe820, 0,05 %iger Tweéh80 Losung und 2,5 %iger
Pluroni® F-68 Losung der Fall. Inkubiert werden die CacBifizelzellen 60 Minuten bei
4°C bzw. 37°C.

Durchfihrung

Die Nanopartikel-Suspensionen werden in den Komagahen 0,318 mg/ml, 0,254 mg/ml,
0,212 mg/ml und 0,159 mg/ml eingesetzt. Die Sudpaes werden mit einer 0,1 %igen
Tweerf 20, 0,1 %igen Tweéh80 und einer 5 %igen PluroffiE-68 Losung sowie mit
20 mM isotonem HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4 als Refdfmsung, wie im Kapitel 3.2.3.
beschrieben, hergestellt.

Nach Zugabe der Tensidldsungen zur Zellsuspensigaben sich die absoluten Tw&en
Konzentrationen von 0,05% und die PlurShiKonzentration von 2,5 %. Nach einer
Inkuabationszeit von 60 Minuten bei 4°C bzw. 37°@dwdurchflusszytometrisch analysiert.
Um zu gewahrleisten, dass die Nanopartikel-Suspeasi der vier Verdinnungen aller
Tenside vergleichbare Fluoreszenzintensitdten aséne wird deren Absorption
photometrisch mit dem Mikrotiterplattenfluorimetastimmit.

Da die Fluoreszenzintensitaten (Tabelle 7) der iflelmdltigen Nanopartikel-Suspensionen in

den jeweiligen Konzentrationen untereinander véhkear sind, kann ein Einfluss der

Tenside auf die Fluoreszenzausbeute der Nanopar@gkesgeschlossen werden. Somit wird
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beim folgenden Versuch in Gegenwart von Caco-2 edelhur die Nanopartikel-Zell

Interaktion erfasst.

Tabelle 7: Fluoreszenzintensitaten der Tensid-haltigen Narie&Suspensionen
mit 0,318 - 0,159 mg Nanopartikel/ml
Nanopartikel- | Nanopartikel- | Nanopartikel- | Nanopartikel-
Tenside konzentration | konzentration | konzentration | konzentration
0,318 mg/ml 0,254 mg/mli 0,212 mg/ml 0,159 mg/ml
Leerwert 27115+ 241 21323+ 710 17956+ 270 13691+ 125
0,1% Tweer! 20 28216+ 358 23308+ 45 19281+ 15 14079+ 125
0,1% Tweer! 80 27421+ 460 22755+ 170 18398+ 355 14079+ 71
5% Pluronic® F-68| 27025+ 136 22390+ 457 18295+ 36 13883+ 12

Ergebnisse:

Der Anteil an viabilen Zellen in gate A betragt hagnstindiger Inkubation sowohl bei 4°C

als auch bei

37°C etwa 92 %.

In den Tabellen8 uhdsind die gemessenen

Fluoreszenzintensitaten angefihrt, die in den Alinigen 13 und 14 dargestellt werden.

Tabelle 8: Zellgebundene nanopartikulére Fluoreszenzintengadiler Caco-2 Einzelzellen
nach 60-minutiger Inkubation bei 4°C mit Tensidtigin Nanopartikel-Suspensionen
in unterschiedlichen Nanopartikel-Konzentrationsiaren
Nanopartikel- | Nanopartikel- | Nanopartikel- | Nanopartikel-
Tenside konzentration | konzentration | konzentration | konzentration
0,318 mg/ml 0,254 mg/mli 0,212 mg/mli 0,159 mg/ml
Leerwert 1,43+ 0,058 1,00+ 0,100 0,87+ 0,058 0,60+ 0,001
0,1% Tweer! 20 3,83+ 0,058 3,13+ 0,153 2,47+0,153 1,80+ 0,002
0,1% Tweer? 80 3,77+ 0,058 2,80+ 0,001 2,33+ 0,058 1,70+ 0,001
5% Pluronic® F-68| 3,20+ 0,265 2,40+ 0,100 2,00+ 0,100 1,43+ 0,100
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Abbildung 13: Zellgebundene nanopartikulare Fluoreszenzintenggfiiler Caco-2 Einzelzellen
nach 60-minutiger Inkubation bei 4°C mit Tensidtigiin Nanopartikel-Suspensionen in
unterschiedlichen Nanopartikel-Konzentrationsbéveic
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In Gegenwart der Tenside sind unabhangig von denopktikelkonzentraton nach
einstindger Inkubation, sowohl bei 4°C als auch 3¥iC die Fluoreszenzintensitaten der
Caco-2 Zellen deutlich héher als jene der Refemze Tensidzusatz. Auch bei einer sehr
geringen Konzentration der Nanospharen (0,159 mg/sileigt die zellassoziierte
Nanopartikel-Menge. Somit beglnstigen diese Tendtlee Wechselwirkung zwischen
Dunndarmzellen und Nanopartikeln, da immer ein ibester Anteil der Nanopartikel
zusatzlich an die Zelle bindet als bei der Refepenize.

Werden die Referenzwerte von den Probewerten abgezoso ergeben sich nach
einstindiger Inkubation bei 37°C hdhere Fluorszgenisitaten als bei 4°C.
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Tabelle 9:

Zellgebundene nanopartikuléare Fluoreszenzintengadiler Caco-2 Einzelzellen

nach 60-minutiger Inkubation bei 37°C mit Tensidtiggdn Nanopartikel-Suspensionen
in unterschiedlichen Nanopartikel-Konzentationslodren

Nanopartikel-

Nanopartikel-

Nanopartikel-

Nanopartikel-

Tenside konzentration | konzentration | konzentration | konzentration
0,318 mg/ml | 0,254 mg/mi 0,212 mg/ml 0,159 mg/ml
Leerwert 2,70+ 0,100 1,87+ 0,058 1,57+ 0,116 1,23+ 0,116
0,1% Tweer! 20 6,67+ 0,153 4,93+ 0,306 3,93+ 0,153 2,97+ 0,306
0,1% Tweer 80 | 5,47+0,058 | 4,15:0,071 | 3,25£0,071 | 2,57+0,153
5% Pluronic® F-68| 4,33+ 0,252 3,20+ 0,325 2,25+ 0,212 1,73+ 0,208

Abbildung 14: Zellgebundene nanopartikulare Fluoreszenzintengdfiiler Caco-2 Einzelzellen
nach 60-minutiger Inkubation bei 37°C mit Tensidtip@n Nanopartikel-Suspensionen
in unterschiedlichen Nanopartikel-Konzentrationsieren
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4.2. Bestimmung der Zytotoxizitat der Tensidlosunge mittels
Propidiumiodid-Farbung von Caco-2 Einzelzellen

Die Farbung mit Propidiumiodid (PI) ist eine sewsitMethode, um zwischen lebenden und
toten Zellen einer Population zu unterscheiderdri?igt in Zellen mit perforierter Membran
ein und farbt diese durch Interkalation mit der DN#e DNA im Zellkern viabiler Zellen
mit intakter Zellmembran ist fir PI jedoch nichigamglich [35].

Mit Hilfe dieses Farbstoffes soll verifiziert werdedass bei der durchflusszytometrischen

Bestimmung die in gate A befindlichen Caco-2 Zetlgisachlich lebensfahig sind.

Im Versuch werden jene Tensidkonzentrationen egtges die bei den durchfluss-
zytometrischen Analysen die gréf3te Zunahme der pemi&elinteraktion mit Caco-2 Zellen
hervorrufen. Somit werden 0,05 %ige Twe&® und Tweefi80 sowie 2,5 %ige
Pluroni® F-68 Losungen verwendet. Die Versuche werden n@nhsilosungen ohne
Nanopartikel-Zusatz durchgefihrt, um zu vermeid#ass die Fluoreszenz der Partikel den
durch Propidiumiodid hervorgerufenen Farbshift (dmgern.

Die Versuche werden mit Caco-2 DSMZ Zellen der Bgs$3 und 63 durchgefiihrt.

Durchfihrung

In ein 2 ml EppendorfgefaR? werden 50 pl Zellsusipeng5*1®° Zellen/ml) und 50 pl der
jeweiligen auf 4°C gekuhlten Tensidlésung in 20 nsligtonem HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4
eingebracht, einige Sekunden lang am Vortex gernisct die Proben 60 Minuten bei 4°C
bzw. 37°C inkubiert. Um die Uberschissige Tensidigsnach der Inkubation zu entfernen,
wird zwei Mal mit auf 4°C gekuhltem PBS-Puffer pkR2+7,3 mit Calcium und Magnesium
gewaschen. Zunéachst werden je Eppendorfgefald 1®BS zugesetzt, kurz am Vortex
gemischt und bei 1000 UpM funf Minuten lang bei 42€ntrifugiert. Danach wird der
Uberstand (150 pl) vorsichtig mit einer Mikropigetibgehoben. AnschlieBend werden pro
EppendorfgefalR 150 ul PBS zugesetzt, resuspendientyifugiert und 150 pl Uberstand
abgehoben. Zu den verbleibenden 50 ul der Probdenet50 ul des PBS-Puffers zugesetzt,
resuspendiert und anschliel3end, wie in KapitelLl3@schrieben, durchflusszytometrisch bei
einer Anregungswellenlange von 488 nm und einer sBimmswellenlange von 575 nm
analysiert. Die Probe mit 100% toten Zellen wirdewin Kapitel 3.3.1. beschrieben

hergestellt.
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Ergebnisse

Die Untersuchungen zeigen, dass alle in gate Anbkeéhen Zellen tatséchlich viabil sind und
die toten Zellen in gate B akkumulieren. Die gereassFluoreszenzintensitat in gate A liegt
bei allen Proben bei 0,1 und entspricht somit dgeifluoreszenz der Zellen. Die in gate B
befindlichen Zellen weisen hingegen eine Fluorezrensitat im Bereich zwischen 6,5 und
10 auf. Dieser Wert wurde auch von der Probe nft%Qtoten Zellen erreicht.

Da die gemessenen Proben des Versuches sehr kghlkdirgebnisse aufweisen, werden die

Daten nicht in einer Tabelle angegeben.
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4.3. Bestimmung der Viabilitdt von Caco-2 Zellen
in Gegenwart von Tensdldsungen mittels EZ4Test

Das Ziel des folgenden Versuches besteht darin, Haerfluss von Tensidlésungen
unterschiedlicher Konzentration auf die Viabilitéan Caco-2 Zellen zu untersuchen. Im
Unterschied zum Toxizitatstest mit Propidiumiodist ibeim EZ4U Viabilitatstest die
Funktionalitat der Mitochondrien die Grundlage éiie Beurteilung der Viabilitat. Zusatzlich
werden nicht Caco-2 Einzelzellen 60 Minuten langaen Tensidlésungen inkubiert, sondern
es wird ein artifizieles Dunndarmepithel in Fornmes Caco-2 monolayers in einer 96-well
Mikrotiterplatte eingesetzt. Diese Zellen werderGegenwart der Tensidldsungen drei Tage
kultiviert, wodurch deren Einfluss sowohl auf dieagtistumsrate als auch auf die Viabilitat
untersucht werden kann. Die Zellzahl wird indirekirch Analyse der Farbintensitat des
gebildeten Reaktionsproduktes der zugesetzten i@tlbsuing ermittelt. Untersucht werden
Tensidldsungen von Twe®20, Tweeff 80 und Pluroni® F-68.

Durchfihrung

Caco-2 DSMZ Zellen der Passagezahl 56 werden ier &6-well Mikrotiterplatte (lwaki,
Bertoni, Wien, Osterreich) angesetzt. Pro well vear8000 Zellen in 180 pul RPMI-Medium
ausgesat und pro well 20 pl der Tensidlésungenubieizigt. Tweefi 20 und Tweefi 80
werden in den Konzentrationen 0,05 %, 0,1 % und® 2ugesetzt; dies entspricht aufgrund
der 1:10 Verdinnung mit der Zellsuspension in RRMHium den absoluten
Konzentrationen von 0,025 %, 0,05 % und 0,1 %. Bligonic® F-68 Zugabe erfolgt in den
Konzentrationen 2 %, 4 %, 6 %, 8 % und 10 % undspmitht daher den absoluten
Konzentrationen von 0,2 % bis 1 %.

Nach dreitagiger Inkubation bei 37°C im Brutschramkd der EZ4U-Test, wie in Kapizel
3.3.2.1. beschrieben, durchgefiihrt. Das gebildeten&zanderivat, dessen Farbintensitat mit
der Anzahl an viabilen Zellen korreliert, wird pbotetrisch im Mikrotiterplattenfluorimeter

bestimmt.

Ergebnisse

In Tabelle 10 und Abbildung 15 sind die Absorptieeste der Proben dargestellt, wobei die

Farbintensitat des Mediums von den Messwerten alggewist.
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Der Leerwert spiegelt die Zellviabilitdt ohne Tetmisatz wieder. Im Vergleich dazu ist die
Farbintensitat des gebildeten Reaktionsproduktdas Ifdaibation mit 0,2 bis 1,0 %iger
Pluroni® F-68 Losungen um 42 -62 % groRer. Bei den beifiaeer? Arten ist die
Viabilitat der Caco-2 Zellen abhangig von der Tdkenzentration. Wie bereits in den
Interaktionsstudien (siehe Kapitel 4.1.1.) gezeigtden konnte, bewirken hohere TW8&0
Konzentrationen eine erhebliche Beeintrachtigung ldebensfahigkeit der Caco-2 Zellen.
Wahrend bei 0,025 % TweBr20 die Farbintensitat um 28 % hoher ist als jegreRkferenz,
nimmt bei steigender Twe®20 Konzentration die Anzahl an viabilen Zellengeld deutlich
ab. In Gegenwart einer 0,1 %igen TWe&0 Losung ist die Farbintensitat des Substrates un
damit die Zellviabilitdt um 18,5 % geringer als gedes Leerewertes. In &hnlicher Weise,
jedoch nicht so deutlich ausgepragt wie bei TWe2y bewirkt der Zusatz von 0,025 %
Tweerf 80 eine Steigerung der Zellviabilitst um 40 %, dieei zunehmender
Tensidkonzentration wieder abnimmt und bei 0,1 %@t 80 im Bereich des Leerewertes
liegt.

Bei der dreitagigen Kultivierung mit Pluroffli&-68 steigt die Zellviabilitat im Vergleich zur
Referenzprobe. In Gegenwart von 0,2 - 0,8 % Plafdri68 ist die gemessene Absorption
um 57 -62 % hoher als jene des Leerwertes. BeiatZugson 1,0 % Tensid ist dieser
Viabilitats-stigernde Effekt mit 42 % etwas geringesgepragt.

Tabelle 10: Viabilitdt von Caco-2 Zellen nach dreitagiger Inktibn mit
Tweerf 20, Tweefi 80 und Pluroni® F-68 Losungen (EZ4U-Test)

Tensid-
Konzentration Tweer® 20 Tweer® 80 Pluronic® F-68 Leerwert

(%)

0,025 1,377+ 0,055 1,504+ 0,024

0,09 1,295+ 0,033 1,227+ 0,040

0,100 0,877+ 0,070 1,094+ 0,046

0,200 1,744 0,047

0,400 1,686 0,067

0,600 1,687% 0,051

0,800 1,711 0,094

1,000 1,533 0,023

1,076- 0,016
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Abbildung 15: Viabilitat von Caco-2 Zellen nach dreitéagiger Inktibn
mit Tweerf 20, Tweefi 80 und Pluroni® F-68 Losungen (E4U-Test)
hellgrau: Leerwert; griin: Twe®20; blau: Tweef 80, orange: Pluronid--68
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Absorption bei 450 nm

Tensidkonzentration

Somit bewirkt die Gegenwart von 0,2 - 1,0 % PlucBri-68 eine Erhhung der Zellviabilitat
um das etwa 1,5-fache des Leerwertes. Bei Zugabe Vweeff 20 in geringen
Konzentrationen (0,025 % und 0,05 %) wird die Vigdti ebenfalls positive beeinflusst. Bei
0,1 % Tweefi 20 ist jedoch ein geringer zellschadigender Effelt beobachten, da die
Zellviabilitdt nur noch 82 % der Referenzprobe #egtr Werden Caco-2 Zellen mit
Tweerf 80 drei Tage lang kultiviert, so kommt es in Gegen von 0,025 % zu einer
1 4-fachenSteigerung der Viabilitat im Vergleich zur Refezein Konzentrationen bis 0,1 %
Tweer? 80 ist kein zytotoxischer Effekt zu beobachten.
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4.4, Bestimmung der Proliferationsrate von Caco-Zellen in Gegenwart
von Tensidlésungen mittels Cell Proliferation ELISA BrdU-Test

Mit dem Cell Proliferation ELISA, BrdU-Test stehhe Methode zu Verfiigung, welche die
guantitative Bestimmung der Proliferationsrate vofellen durch Einbau von
5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) in die DNA wéhrend d8&ynthesephase ermdglicht. Die
Quantifizierung der Zellproliferation erfolgt inékt Uber die Bindungsrate eines Enzym-
markierten BrdU-Antikérpers durch Bestimmung der roi@ensitdt des gebildeten
Oxidationsproduktes von 3,3°,5,5 -Tetramethylbeimzi MB), welche mit der Menge an
proliferierenden Zellen korreliert (siehe KapiteB2.2.). Es soll Uberprift werden, ob die
Gegenwart von Tensidldsungen die Proliferation @Gato-2 Zellen beeinflusst. Untersucht
werden die Tenside TweB20 und 80 im Konzentrationsbereich von 0,001 %95 @6 sowie
0,2 % - 1,0 %.PluronftF-68.

Fur diese Versuche werden Caco-2 Zellen in einewé6 Mikrotiterplatte angesetzt und fur
zwei und drei Tage in Gegenwart der Tensidlosunigdtiviert, wie in Kapitel 3.3.2.2.
beschrieben. Als Zellmaterial dienen einerseitscfri subkultivierte Zellen, andererseits
aufgetaute Caco-2 Zellen, die zuvor in flissigemekStoff (-196°C) gelagert wurden. Das
Einfrieren und Auftauen bedeutet Stress fir didefelFolglich missen die Zellen einige
Male passagiert werden, bis sie ihren Ublichen bwitsmus bzw. ihre gewohnte
Wachstumsrate erreicht haben.

Die Durchfihrung des BrdU-Tests erfolgt wie unter3.3.2. beschrieben. Die im
Mikrotiterplattenfluorimeter bei 450 nm bestimmteMB-Farbintensitat korreliert mit der
DNA-Synthese-Rate und daher mit der Zellprolifenasrate in der Probe.

4.4.1. Bestimmung der Proliferationsrate von Caco-Zellen in Gegenwart
der Tenside Tweef 20, Tweeff 80 und Pluronic® F-68

Pro well einer 96-well Mikrotiterplatte (Iwaki, B@mni, Wien, Osterreich) werden 180 pl
Zellsuspension, die 17.000 frisch subkultiviertdlete in RPMI-Medium und 20 pl der zu
untersuchenden Tensidlosung enthélt 48 bzw. 72 d8turunter Zellkulturbedingungen
inkubiert. Danach wird der Cell Proliferation ELISAler BrdU-Test, durchgefihrt. Als
Leerwert dient ein Ansatz, der an Stelle von Tdisithng 20 pl ein 20 mM isotoner
HEPES/NaOH-Puffer pH 7,4 zugesetzt wurde.
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4.4.1.1. Bestimmung der Proliferationsrate von Cac@ Zellen
in Gegenwart von Tweefi 20 und Tweelf 80 Losungen

In diesem Versuch soll geklart werden, ob und idchem Ausmal’ die Gegenwart von

Tweer? 20 und Tweefi 80 Lésungen die Proliferationsrate von Caco-2efelieeinflusst.

Zunachst sollen Twe&r20 und 80 Lésungen in den Konzentrationen von 00,02 % und
0,05 % untersucht werden. Da die zugesetzten Tiéssitgen in den wells 1:10 mit der
Zellsuspension verdinnt werden, werden sie zehnfamtzentriert eingesetzt. Fur den
Versuch werden Caco-2 DSMZ Zellen der PassagegatBvendet.

Ergebnisse

Tabelle 11 und Abbildung 16 zeigen die Farbintétteit des gebildeten Reaktionsproduktes,
das zur Anzahl an proliferierenden Zellen korreliaach einer Inkubationszeit von zwei und
drei Tagen. Nach 48 Stunden entspricht bei Zusatn 0,01 % Tweeh20 die
Proliferationsrate der Zellen in etwa jener dereRefizprobe. Bei 0,02 % Tweeg0 ist die
gemessene Absorption etwas geringer als jene dasvedes. Die Inkubation mit 0,05 %iger
Tweerf 20 Losung filhrt zu einer starken Abnahme der Pabliferierender Zellen, die nur
mehr 38 % des Leerwertes betragt. Nach 72-stiindtggebation ist ein ahnlicher Effekt wie
nach 48 Stunden erkennbar, der jedoch starker priggeist. Der zytotoxische Effekt der
0,5 %igen Tweeh 20 Losung verursacht nach 72 Stunden eine AbnalemBNA-Synthese-
Rate der Zellen auf 14,7 % der Referenzprobe.

Die zwei- und dreitagige Inkubation mit 0,01 %igéweerf 80 Losung fiihrt zu einer
geringfugigen Erhoéhung der Farbintensitdt im Veadjlezum Leerwert und hat somit
positiven Einfluss auf die Caco-2 ZellproliferatioBei Tensidzusatz von 0,02 % ist die
Absorption nach 48 Stunden gleich bleibend, naclsfithden hingegen nimmt sie etwas ab
und erreicht 97% der Referenz. Bei der héchsteregeamen Konzentration von 0,05 % sinkt
die Anzahl proliferierender Zellen auf 87 % bei magiger und auf 83 % bei dreitagiger
Inkubation Somit ist die Zytotoxizitdt von Twe&80 Losungen bei kurzer Inkubation
wesentlich geringer als jene von Tw&&0 Losungen. Eine Verlangerung der

Expositionsdauer kdnnte jedoch eine vergleichbatetdxizitat ergeben.
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Tabelle 11: Relative Proliferationsrate von Caco-2 Zellen nd8hund 72 stiindiger Inkubation
mit Tweerf 20 und Tweefi 80 Losungen (BrdU-Test)

Tensidkonzentration

Inkubation 48 Stunden
(Absorption bei 450 nm)

Inkubation 72 Stunden
(Absorption bei 450 nm)

Leerwert 0,3320+ 0,028 0,7239+ 0,030
Tweer® 20 0,01% 0,3228+ 0,016 0,7399+ 0,005
Tweer® 20 0,02% 0,3209+ 0,030 0,6749+ 0,021

Tweer® 20 0,05%

0,1264+ 0,014

0,1064+ 0,036

Tweer® 80 0,01%

0,3529+ 0,001

0,7848+ 0,017

Tweer® 80 0,02%

0,3434+ 0,033

0,7043+ 0,023

Tween®80 0,05%

0,2894+ 0,042

0,6008+ 0,036

Abbildung 16: Relative Proliferationsrate von Caco-2 Zellen nd8hund 72-stiindiger Inkubation
mit Tweerf 20 und Tweefi 80 Losungen (BrdU-Test)
Helle Farben stellen die 48 Stunden, dunkle Fadde 72 Stunden-Werte dar.
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Diese Messergebnisse machen deutlich, dass detzZusa 0,01 % Tweéh20 sowie von
0,01 % und 0,02 % Twe&®0 bei zwei- und dreitagiger Inkubation keinen Eis$ auf die
Zellproliferation ausiibt. In Gegenwart von 0,02 ésigweeff 20 Lésung und 0,05 %iger
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Tweerf 80 Lésung kommt es zu einer geringfiilgigen ReduktienZellzahl, die Inkubation
mit 0,05% Tweefi20 fiihrt hingegen zu einer deutlichen Abnahme Aezahl an

proliferierenden Zellen. Mdglicherweise kommt es behen Tensidkonzentrationen zur
Stabilisierung von Membranproteinen und dadurch ¥erdnderung der Struktur der

Zellmembran, die sekundéar die ProliferationsrateZd#ien einschrankt [41].
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Um festzustellen, ob die Tenside Tw8@0 und 80 in geringeren Konzentrationen die
Zellproliferation moglicherweise positiv beeinfless werden Versuche mit Caco-2 DSMZ
Zellen der Passagezahl 78 in Gegenwart von 0,000&®,005 % Tweéhdurchgefiihrt. Um
diese Tweefi Konzentrationen zu erreichen werden 0,01- bzw. &%@e Tensidldsungen

zugefugt.

Ergebnisse

Wie die in Tabelle 12 und Abbildung 17 dargestalltdesswerte zeigen, Uben geringste
Tensidkonzentrationen von 0,001 % und 0,005Mgeer? 20 oder Tweeh80 keinen
negativen Einfluss auf die Zellproliferation ausndern scheinen diese eher zu begtinstigen
Bei 0,001 % Tensidzusatz ist die Farbintensitatbmilen Tweeh Arten hoher als bei der
Referenzprobe. In Gegenwart von Tw8@09 und 48-stiindiger Inkubation steigt die
Zellproliferation um 12 %, nach 72 Stunden um 8#/b Vergleich zum Leerwert. Bei
Tweerf 80 ist der wachstumsférdernde Effekt noch ausgépragnd resultiert in einer
23 %igen Steigerung nach 2 Tagen bzw. einer 16 Rongeh 3 Tagen. In Gegenwart von

0,05 % Tensid ist das Ausmal’ der FarbintensitatderiReferenz zu vergleichen.

Tabelle 12: Relative Proliferationsrate von Caco-2 Zellen né8hund 72-stiindiger Inkubaton
mit Tweerf 20 und Tweefi 80 Lésungen (BrdU-Test)

Tensidkonzentration | {(NUbaton 48 Sunden | njubaton 72 stinder
Leerwert 0,2465+ 0,010 0,2740+ 0,014
Tweenr® 20 0,001% 0,2758+ 0,016 0,2960Q+ 0,017
Tweenr® 20 0,005% 0,2551+ 0,012 0,2856+ 0,016
Tween® 80 0,001% 0,3035+ 0,010 0,3201+ 0,031
Tween® 80 0,005% 0,2503+ 0,012 0,2616 0,004
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Abbildung 17: Relative Proliferationsrate von Caco-2 Zellen nd8hund 72-stindiger Inkubaton
mit Tweerf 20 und Tweefi 80 Losungen (BrdU-Test)
Helle Farben stellen die 48 Stunden, dunkle Fadie 72 Stunden-Werte dar
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Tensidkonzentration

Insgesamt bewirkt eine zwei- und dreitdgige Kudrung von Caco-2 Zellen mit 0,001 %iger
Tweerf 20 oder Tweeh80 Loésung eine Steigerung der Proliferationsraten |
Konzentrationsbereich von 0,005 % bis 0,02 % Tengidl die Wachstumsfahigkeit der
Zellen nicht beeinflusst. Eine weitere Steigerures dZusatzes von 0,05 % Twé&ezD
reduziert die Anzahl proliferierender Zellen. Wi dnteraktionsstudien (Kapitel 4.1.1. und
4.1.2.) und die Untersuchung der Zellviabilitat fital 4.3.) zeigen auch die Ergebnisse des
BrdU-Tests, dass die Zytotoxizitat von Tw&&0 konzentrationsabhangig ist. TWE&0 ist
fur Caco-2 Zellen besser vertraglich; ab einer Kammtion von 0,05 % wird die
Zellproliferation im Vergleich zum Leerwert nur gegfligig beeintrachtigt. Bis zu einer
Konzentration von 0,02 % ist eine gute Vertragligihkler Caco-2 Zellen mit Twe8r20 und
Tweerf 80 gegeben.
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4.4.1.2. Bestimmung der Proliferationsrate von Cac@ Zellen
in Gegenwart von Pluroni® F-68 Losungen

Da Pluroni€ F-68 in allen eingesetzten Konzentrationen bei derchflusszytometrischen
Untersuchungen die Zellviabilitat am wenigsten biasst hat, sollte in den folgenden
Versuchen geklart werden, ob die Proliferationsvate Caco-2 Zellen durch Plurofii&-68

Lésungen gesteigert werden kann.

Durchfihrung

Fur den Versuch werden Caco-2 DSMZ Zellen der Rgzsdnl 78 eingesetzt. Diesen werden
Pluroni® F-68 Losungen in den Konzentrationen 2 %, 4 %,, 8% und 10 % zugesetzt.
Auf Grund der 1:10 Verdunnung mit der Zellsuspensio RPMI-Medium entspricht dies
absoluten Tensidkonzentrationen von 0,2 % - 1,0 %.

Ergebnisse

Wie aus Tabelle 13 und Abbildung 18 ersichtlich kwirkt der Zusatz von Pluroffi¢-68

im Konzentrationsbereich von 0,2 % - 1,0 % einedBtng der Farbintensitat des gebildeten
Reaktionsproduktes und somit eine Steigerung delfifémationsrate von Caco-2 DSMZ
Zellen sowohl nach 48- als auch nach 72-stindiggtubdation. Nach zweitagiger
Zellkultivierung ist die gemessene FarbintensitaGiegenwart von 0,2 % Plurofii€-68 um

25 % hdoher als jene der Referenzprobe, wobei miélzonender Tensidkonzentration auch die
Anzahl an proliferierenden Zellen steigt. Dieseeiefit bei 0,6 % und 0,8 % Plurofiiéhr
Maximum mit der etwa 1,5-fachen Farbintensitat desrwertes. Bei Zugabe von 1,0 %
Tensid nimmt die Proliferationsrate der Caco-2 efelWwieder geringfligig ab und entspricht
etwa der Absorption in Gegenwart von 0,2 % Plurdifess.

Nach einer Inkubationsdauer von 72 Stunden ist Eféekt, den Pluronit F-68 auf die
Proliferation von Caco-2 Zellen ausubt, &hnlich wiach 48 Stunden. Jedoch wird die
hochste Absorption bereits bei einem Tensidzusatz 4 % erreicht. Diese ist um 45 %

hoher als jene der Referenzprobe.
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Tabelle 13:

mit Pluroni® F-68 Lésungen (BrdU-Test)

Relative Proliferationsrate von Caco-2 Zellen nd8hund 72-stiindiger Inkubation

Pluronic® F-68 Inkubation 48 Stunden Inkubation 72 Stunden

Konzentration (Absorption bei 450 nm) (Absorption bei 450 nm)
Leerwert 0,2456+ 0,010 0,2740+ 0,014
0,20% 0,3075+£ 0,010 0,3458+ 0,035
0,40% 0,3182+ 0,016 0,3983+ 0,027
0,60% 0,3674+ 0,042 0,3758+ 0,003
0,80% 0,3581+ 0,018 0,3402+ 0,028
1,00% 0,3044+ 0,047 0,3247+ 0,025

Abbildung 18: Relative Proliferationsrate von Caco-2 Zellen né8hund 72-stiindiger Inkubation
mit Pluroni® F-68 Losungen (BrdU-Test)
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Pluronic® F-68 - Konzentration

Zusammenfassend resultiert aus diesem Versuch, stasshl nach zwei- als auch nach
dreitagiger Kultivierung der Caco-2 Zellen in Gegent von Pluroni€ F-68 Lésungen die
Proliferation gesteigert wird. Der grof3te Effektrdvim Konzentrationsbereich von 0,4 % -
0,6 % erzielt. Dies bedeutet, dass nicht nur eitotayischer Effekt von PluronfcF-68
ausgeschlossen werden kann, sondern dass diessisl $egar einen positiven Einfluss auf

das Zellwachstum ausuibt.
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4.4.2. Bestimmung der Proliferationsrate von Caco-Zellen
nach dem Auftauen in Gegenwart von Pluroni® F-68 Losungen

Das fur die Langzeitlagerung von Zellen notwendagemalige Einfrieren und Auftauen
bedeutet Stress fur die Zellen und bedingt, dassedhach dem Auftauen einige Passagen
bendtigen, um ihre Ubliche Wachstumsrate zu eregictDa in den vorangegangenen
Versuchen ein wachstumsfoérdernder Effekt von Pliafoauf Caco-2 Zellen gezeigt werden
konnte (siehe Kapitel 4.4.3 und 4.4.1.2.), soltieder folgenden Versuchsreihe untersucht
werden, ob die Erholung der Caco-2 Zellen durchaZusion Pluroni® F-68 schneller

voranschreitet als ohne Tensidzusatz.

Durchfihrung

Caco-2 DSMZ Zellen der Passagezahl 33, die zur zgitiggerung in flissigem Stickstoff
aufbewahrt sind, werden aufgetaut. Das Kryorohrchevelches die eingefrorene
Zellsuspension enthalt, wird im Wasserbad bei 37tglichst rasch aufgetaut. Danach wird
die Zellsuspension in ein Steriline Rohrchen traneft, das bereits 10 ml auf 37°C
temperiertes RPMI-Medium enthalt, und resuspendfarschlieend wird funf Minuten bei
1000 UpM zentrifugiert. Nach Absaugen des Mediumsdwdas Pellet in 2 ml RPMI
resuspendiert und die Zellzahl bestimmit.

In einer 96-well Mikrotiterplatte (Iwaki, BertoniVien, Osterreich) werden pro well 180 pl
RPMI-Medium mit 17.000 Zellen und 20 ul der zu ustehenden PlurorficLésungen fiir
zwei und drei Tage inkubiert. Plurofii€-68 wird in den Konzentrationen 2 %, 4 %, 6 %,
8 % und 10 % zugegeben, was aufgrund der 1:10 Vierdig mit der Zellsuspension eine
absolute PluronftKonzentrationen von 0,2 % bis 1,0 % ergibt.

Der BrdU-Test wird nach einer Inkubationsdauer ¥8rund 72 Stunden durchgefuhrt.

Ergebnisse

In Tabelle 14 und Abbildung 19 sind die gemesseAlsorptionswerte dargestellt. Sowohl
nach zwei- als auch nach dreitagiger InkubatiordistProliferationsrate der Caco-2 Zellen
mit Pluroni® Lésungen hoher als ohne Tensidzusatz. Bereits usatZ von 0,2 % Plurorfic
erhoht die Proliferationsrate um 20 - 25 % und ntmmit steigender Tensidkonzentration
weiter zu. Nach 48-stiindiger Inkubation in Gegenwamn 1,0 % Pluroni® F-68 ist die

Proliferationsrate um 110 % hoher als jene der IRaefgrobe. Bei 72-stiindiger
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Inkubationszeit ist der Unterschied zum Leerwemdeutlicher und erreicht bei Zusatz von
1,0 % Pluroni® F-68 die 2,5-fache Zellzahl der Referenzprobe.

Tabelle 14: relative Proliferationsrate von frisch aufgetau@aco-2 Zellen

nach 48- und 72-stiindiger Inkubation mit Plur8rfie68 Lésungen (BrdU-Test)

Pluronic® F-68
Konzentration

Inkubation 48 Stunden
(Absorption bei 450 nm)

Inkubation 72 Stunden
(Absorption bei 450 nm)

Leerwert 0,1092+ 0,007 0,1712+ 0,019
0,20% 0,1368+ 0,004 0,2065+ 0,033
0,40% 0,1803+ 0,03 0,2484+ 0,032
0,60% 0,2065+ 0,028 0,3592+ 0,012
0,80% 0,2154+ 0,018 0,3797+ 0,004
1,00% 0,2303+ 0,024 0,4292+ 0,005

Abbildung 19: relative Proliferationsrate von frisch aufgetau@aco-2 Zellen
nach 48- und 72-stiindiger Inkubation mit Plur8rfie68 Losungen (BrdU-Test)
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Pluorinic® F-68 - Konzentration

Die Erhéhung der Zellproliferation durch Plurchie-68 ist bei frisch aufgetauten Zellen
deutlicher ausgepréagt als bei Zellen, die durchrmaliges Passagieren bereits equilibriert
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sind. Eine mégliche Erklarung dafiir kénnte in dgioprotektiven Eigenschaft von Plurofiic
liegen, die zu einer beschleunigten Stabilisierwran durch das Auftauen etwas in
Mitleidenschaft gezogenen Zellen filhrt. Der zytdektve Effekt von Pluroni®F-68 wurde

in diversen Studien nachgewisen. So schitzt Pldfaéllen vor mechanisch und chemisch
bedingtem Stress und verlangert deren Uberleben Néhrstoffmangel, hohen
lonenkonzentrationen oder Hyperthermie [19]. Wesitgird das Tensid eingesetzt, um Zellen
vor Scherkraften zu schitzen, die beispielsweise Simspensionskulturen in grol3en
Bioreaktoren auftreten [20, 21]. Zellen welche naen Subkultivierung angesetzt werden,
sind in ihrer Funktion kaum beeintrachtigt, sodassh der zytotoxischer Effekt von
Pluroni®® F-68 nicht so deutlich auswirkt wie bei jenen el die nach dem Auftauen mit

dem Tensid kultiviert wurden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Oft wird die Verarbeitung von Arzneistoffen zu @al Formulierungen durch mehrere
Faktoren erschwert: zu geringe Loslichkeit, voigeit Inaktivierung, zu geringe
Resorbierbarkeit und damit ungeniigende Bioverfughades Wirkstoffes erfordern fiir den
Patienten unangenehme und teurere Applikationsgigat. Dennoch kénnte ein derartiger
~Problem-Wirkstoff* fir eine orale Verabreichungdiach verfigbar gemacht werden, dass
er in ein Kkolloidales Tragersystem inkorporiert dvirZur Ldslichkeitsverbesserung und
Stabilitatserh6hung von Arzneimitteln werden Teasa@ihgesetzt. Diese sind aber nicht nur
fur die Herstellung und Lagerung vieler Arzneinlition Bedeutung; einige von ihnen
konnen, beispielsweise durch Blockierung von P-Gykteinen, zu Erhéhung der
Resorption und damit zu einer langeren Verweildales Wirkstoffes in der Zelle beitragen,
wodurch eine hoherer Effizienz des Arzneistoffe®ient wird. Dies gilt vor allem fir die
weniger toxischen nichtionogenen Tenside [1, 253,

Aber auch bei der Herstellung von Nanopartikelnchti nur nach der (W/O)/\W-
Doppelemulsionstechnik, werden Tensidlésungen of3gr Menge zugesetzt. Hierfur wird
unter anderem Plurofidc-68 verwendet, welches im Endprodukt zu etwa %.,6
verbleibt [4]. Somit besteht die Mdglichkeit, dadiese verbleibende Tensidmenge einen

Einfluss auf die Interaktion zwischen Nanopartikeihd Zellen austbt.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde untersucht,cleh Einfluss die nichtionischen
Tenside Tweeh20, Tweefi 80 und Pluroni® F-68 auf die Interaktion von Nanopartikeln
mit Caco-2 DSMZ Einzelzellen austben. Weiters wanrdeese Tenside hinsichtlich ihres
zytotoxischen Effekts bzw. ihrer Auswirkung auf deellviabilitat und Zellproliferation
untersucht. Zur Simulierung des humanen Dunndatimepi diente das Caco-2 Zellmodell
welches in der pharmazeutischen Forschung und tinelues ex-vivo in-vitro Testsystem

anerkannt ist.

Die Interaktionsstudien zeigten, dass bereits reestiindiger Inkubation in Gegenwart von
Tensiden deutlich unterschiedliche Assoziationsdemgen zwischen Nanopartikeln und
Dunndarmzellen vorherrschen, als ohne TensidzuBstZTenside die Eigenschaft besitzen,
sich in die Zellmembran einzulagern und dadurcimndlifizieren, liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass Tenside zu einer Anderung der Oberfiaeisehaffenheit der Zelle fiilhren und

diese somit fur die Bindung der Nanopartikel attikede machen.
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Im Vergleich zu Tensid-freien Medien bewirkt ein Ha# von 0,05 %iger Tweé&rR0,
Tweer? 80 oder 2,5 %iger Plurorfic-68 eine maximale Steigerung der Assoziation von
Nanopartikeln mit Caco-2 Zellen. Ab 0,0025 % konastin Gegenwart beider TwéeArten

zu einer gesteigerten Nanopartikelbindung an dikoEerflache, wobei das Maximum bei
0,05% mit der 2,8-3,5-fachen Intensitat der Rafe erreicht wird. In hoheren
Konzentrationsbereichen wird der positive Effekt dgie Nanopartikel-Zell Interaktion wieder
geringer. Ab einem Tensidgehalt von > 0,5 % kelatt der Effekt sogar um und resultiert in
einer Abnahme der Nanopartikelbindung an die Zeflesatzlich bewirkt ein Tweéh20
Gehalt > 0,25 % eine deutliche Reduktion des Astait viabilen Zellen. Bei Twe&r80
hingegen konnte nach einsttindiger Inkubation inensnichten Konzentrationensbereich von
0,00025 - 2,5 % kein nachteiliger Effekt auf didhdabilitat festgestellt werden.

Pluroni® F-68 ist ebenfalls im untersuchten Konzentratiensich von 0,005 - 2,5 % fiir
Caco-2 Zellen gut vertraglich. Die Versuche habaregpgt, dass die Interaktion von
Nanopartikeln mit Diinndarmzellen bei Plurdhie-68 Zugabe bis 0,25 % nicht beeinflusst
wird. Steigende Konzentrationen im Bereich von -®% % Pluroni® F-68 erhdhen die

Nanopartikelassoziation mit der Zelle um das big Bifache der Referenzprobe.

Obwohl bereits durch die Versuchsanordnung bei Henittlung der Nanopartikel-Zell
Interaktion nur viabile Zellen erfasst wurden, solhit Hilfe weiterer Tests (EZ4U und Cell
Proliferation ELISA) untersucht werden, ob eine tghge Einschrankung der Viabilitat und
Proliferation der Zellen durch die Tenside erfobgiw. ob die eingesetzten Detergentien
maoglicherweise einen positiven Effekt auf die Viat und Proliferationsrate von Caco-2

Zellen ausuben kdnnen.

Im Rahmen der Versuche konnte festgestellt werdass Tweeh20 bis zu einem Gehalt
von 0,05 % die Viabilitdt von Caco-2 Zellen geriiagig erhoht, ab einer Konzentration von
0,1 % nimmt sie jedoch ab. Wahrend Tw®&0 in Konzentrationsbereichen bis 0,02 %
keinen Einfluss auf die Zellproliferation ausubirkiein Gehalt von 0,05 % Tensid jedoch
zellschadigend, was sich in einer Reduktion dell gedliferierender Zellen auf3ert.

Im untersuchten Konzentrationsbereich von 0,0005 @ beeinflusst Twe&B0 die
Proliferation der Caco-2 Zellen kaum. Die Zellviiit wird in Gegenwart von Twe&r80
bis 0,05 % positiv beeinflusst, wahrend in hohekamzentrationen (0,1 %) kein Einfluss

feststellbar ist.
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Im Gegensatz dazu bewirkt die Zugabe von PlufoRi68 (0,2 - 1,0 %) sowohl eine
Steigerung der Viabiliat als auch der Proliferasi@te von Caco-2 Zellen. Besonders deutlich
zeigte sich der proliferationsfordernde Effekt béellen, die nach dem Auftauen in
0,2-1,0% Pluronft F-68-haltigem Zellkulturmedium kultiviert wurdenDie Zell-
proliferation stieg dabei um das bis zu 2,5-faché/iergleich zu jenen Zellen, die in Tensid-

freiem Medium kultiviert wurden.

Insgesamt verdeutlichen die Ergebnisse der in dibggdomarbeit durchgefihrten Studien
folgendes: Sind in einer Nanopartikel-Suspensiotspgachende Tenside vorhanden, so
beeinflussen diese die Zelleigenschaften und dauuh die Nanopartikelassoziation mit der
Zelle. Somit sollte in Studien Uber die Interaktioon Nanopartikeln mit Zellen ein aul3erst
wahrscheinlicher, durch Tenside hervorgerufenerel&ffauf die Assoziationsrate und
Viabilitdt bzw. Proliferationsrate bertcksichtigemwen. Zusatzlich stellt die Steigerung der
Nanopartikelassoziation an die Zellen in GegenwartTenside Tweénh20, Tweeff 80 und
Pluroni® F-68 einen interessanten Ausgangspunkt dar, um lichégveise die
Resorptionsrate von Nanopartikeln zu erhéhen.

Somit konnte - aufgrund der im Zuge der Versucmeitezlten Ergebnisse - die Prasenz von
nichttoxischen Tensiden in Nanopartikeln bei pdesr&abe einen Ansatzpunkt darstellen,
die Resorptionsrate von ,Prolbem-Arzneistoffen‘Horm von Nanopartikeln zu steigern und

damit deren Wirksamkeit zu erh6hen.
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