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NanoKon — im Uberblick

Nanoskalige Duale Abbildung des Gastro-Intestinaltraktes mittels

Kontrastmittel Rontgen / CT und Magnetresonanztomographie

Benefit Computertomographie

Gute Ortsauflosung Gute Kontrastauflosung

nephrogene systemische Fibrose

u-BaSO4 Kontrasterh6hung

Kontrastmittel T1-Effekt: Gd3*-Komplexe

I Kontrasterniedrigun
Size W llmmobilisation oder T2:SPIONs(d<25nm)g 8

n-BaSO, Fe,O,

Risikobewertung ,
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NanoKon — Arbeitspakete KN

m in vitro

Analyse biologischer NP-Auswirkungen
auf Zellen des Magen-Darm Traktes

@ Materialsynthese,-eigenschaften

Nanopartikel — Herstellung, Modifikation und
physikochemische Charakterisierung

STAUMA CHIR

SARASTRO
NANOGATE PharmBio INM
INM PATHOMA

m in vitro m in silico
Transportprozesse und Analyse biologischer Nanopartikel- Modelli
subzelluldre Lokalisation Auswirkungen im Mausmodell oeeTieTine

STAUMA CHIR PATHOMA PHYS
PharmBio  PATHOMA RADIO

INM

Bewertung und Kommunikation

Risikobewertung, Datenweitergabe, SOPs
3

ALLE PARTNER



NanoKon — AP1: Nanopartikel-Herstellung, Modifikation und

physikochemische Charakterisierung KEIN
@ Materialsynthese,-eigenschaften Si0,/Gd3*
3 nm 19 nm

Herstellung von Referenzpartikeln
Herstellung von Kern-Schale Partikeln

silika-Hille {

\4

Syntheseoptimierung ) S i
Stabilitdtsverbesserung ;

‘a

Dual abbildbare Nanopartikelsuspensionen
4




NanoKon — AP1: Nanopartikel-Herstellung, Modifikation und
physikochemische Charakterisierung KGEIN

Jeow/

<) 21/

Stabilitatsverbesserung

Keine ausreichende

Langzeitstabilitat in...

CER{ (o
intestinal- [l Wasser  JCUEERSA:
gt (GI)-trakt
NI e m oH = 6.5-7.2
pH=1.2-4.0
pH=5.0-8.3

Weitere Informationen:
Poster Nanogate 5



NanoKon — AP1: Nanopartikel-Herstellung, Modifikation und
physikochemische Charakterisierung K|

)22

Stabilitatsverbesserung

BasO, Erhaltene Partikel stabil

Herstellung von Nanoteilchen aus Bariumsulfat
mit Phosphonatmodifizierung

Wassriger Suspension: > 60 Tage

in:

DTPMPA o PBTC
_P-CH
Cu? [ (IjH 1l
HO_E_ﬂxN/NE/N\J/HNrr_E_OH
OH |\(|2|J LC.’ OH
P-0OH P-0OH
éH OH

Kochsalzlosung (200mM): 24h

Natriumsulfatlosung (50mM): 2-4 h

Diethylenetriaminpentakis- 2-Phosphonobutan-
methylphosphonsaure 1,2,4-tricarbonséure

1003— ............. H
{a Co-Fillung mit Gd/Eu3*
ot TR Zur dualen Abbildung des
oy
3 EEANH G Magen-Darm-Traktes mittels
03 1 10 100

Size(llanometere) . I ' Size (lanometer s . MRT / CT

Weitere Informationen:
Poster Nanogate




NanoKon — AP1: Nanopartikel-Herstellung, Modifikation und ¥
physikochemische Charakterisierung KN

Co-Fillung mit Gd/Eu3* Aber: Frflsetzung von lonen
in kiinstl. Magensaft
504 I i N
80 40
] . 20 T T T T T
el »1 Gd3* - Dotierung e
504 ceenb £ . ege o ] ]
] 1» ¢ Citrat - stabilisiert 16 i
304
e e T 14 Magensaft i
o : i ) . o i §
LR B TG R e E P
Size(flanometei s} = 104 N
100 % 8 1 E
S g T % Ba* -
70 i i F 3+ _ H = 4] i
P N At Wt et | Ew™ - Dotlerung 5, MilliQ-W ]
§ ol iTE Lo 3 Citrat - stabilisiert ] iQ-Wasser
2 g ; : 0 5 0 o— _ _ e
30 <) H - @ @ a
fg? """"""" : e 0 2000 4000 6000 8000 10000
W e T Zeit [min]
Size{llanometersy T T T T T
0,304 4
—
L : , i Magensaft
ot QG I — 0251 1
 Jt N oo Rl . l.i Gd**-Dotierung =
R SRR ORI i Leenaiiil ] . ege ® 4 4
0] * Biphosphat- stabilisiert g OB
2 Gd>*
204 e
107 o : S 0,101 E
YR A TR " maia +) £ i
Size{llanometer s) -(% 0,05+ M|”|Q'WaSSEr N
o e *
. . 0,00 -
Weitergabe an Radiologen (MRT-Kontrast)
Weitere Informationen: 0 2000 4000 6000 8000 10000 7

und Chirurgie (in vivo — Toxizitat)

Poster Nanogate/INM Zeit [min]



NanoKon — AP1: Nanopartikel-Herstellung, Modifikation und R
physikochemische Charakterisierung KEIN

Kovalente Immobilisierung von Gd3*in o Gd¥
Silica-Partikelmatrix —_— @® sio,Gd*

‘@ ’
. Zentrifugation A
. - . " . ° prarsssararannane
S I 02/G d d Ot I e rt _| St68-A-Gd/EDTA-Silan_03 . : ®
g 4 > \\ A _| Verdiinnung: 1:100 L g0 . H
] O - :
; 1702 +- 42.6 nm le =
25 % Dispersitat O: & 3
3 : i
Lao Z - .
2 105 . T T T
| v : |
20 100 g E
170 nm S : -
= 95 i -
. . 0 5 g = 5.
10 Hydrodynaffischer Durchmes$®%nm] % % 1 : p H 5 6 1
o -1 n -
= ] i ]
< n
@ 851 : i
®© L » e
T T 100 = - _T v =
St68-B-Gd/EDTA-Silan_03 g ] 170 nm )
Verdiinnung: 1:100 L 8o g 20 N
S | |
15 -
547.8 +/- 76.7 nm _ g ]
14 % Dispersitat 60 O] 10 4 .
z ] 550 nm
k40 E J e @ °
& 0 T T T T T T T
0z 1.Z 27 3.z
20
Reinigungsschritte
550 nm
T T T 0
10 100 1000 - .
Hydrodynamischer Durchmesser [nm] Weitergabe an Radiologen (MRT-Kontrast)

Si0,/Gd3* dotiert

_ _ und Chirurgie (in vivo-Toxizitat)
Weitere Informationen: 8

Poster INM



NanoKon — AP1: Nanopartikel-Herstellung, Modifikation und
physikochemische Charakterisierung K[EEN

Priufung auf mikrobiologische

AP 1

Kontamination/Sterilitat

Bakterienwachstum (KBE-Test)

_ J ‘
F Horseshoe crab
_ S

Endotoxine (LAL-Gel Clot / rFC-Assay)

©Kucki, INM

>  Endotoxine beeinflussen Ergebnisse von in vitro und in vivo Assays und deshalb die
Risikobewertung sowie die Zulassung von Nanomaterialien fiir biomedizinische
Anwendungen

>  Basis: Verldsslichkeit der Endotoxin-Testsysteme in Bezug auf NP-Suspensionen

> Systematische Studie mit Fokus auf Interferenz von Silica- und Fe, O, @SiO,-
Nanopartikeln mit dem LAL Gel Clot Assay

> Kucki et.al, submitted 2012
> Vergleichsstudie mit alternativem Endotoxin-Testsystem (laufend)
> Bisherige Ergebnisse:
> Nicht-optische Assay-Interferenz durch Protein-Partikel-Interaktionen

Weitere Informationen: NanoKon SOP 2.2.2,
http://www.nanopartikel.info/cms/Wissensbasis/Standardarbeitsanweisungen



NanoKon — AP2: In vitro-Analyse der NP-Auswirkungen,
Identifizierung molekularer Wirkmechanismen KEEN

)z

Untersuchung der Protein-Corona von Silica-Partikeln

mittels zeitaufgeloster quantitativer LC-MS

> In biologischen Medien sehr schnelle Bildung einer Protein-Corona (< 30 sec)
> Corona beeinflusst die Aufnahme, Toxizitat und biologischen Effekte der NP.

> Komplexe Wechselwirkung mit einer Vielzahl von

Proteinen (ca. 300 verschiedene Plasmaproteine) o UnCtional Groups

> Zusammensetzung der Protein-Corona abhangig von " HE R
;Z:: | . . h .i‘:t:i:iase

physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel

50% . L OGomplement

% of total protein

> Profil-Erstellung

40% - R B

> erlaubt bioinformatische Vorhersage (patho-) 20% 1 ..

- .
10% Lipoproteins

biologischer Reaktionen sowie ursachlicher Proteine ¥ - SNp1z5 SN0 SRS \'p.asma
> Berucksichtigung beim Design von Nanomaterialien
> Tenzer et al. ACS Nano 2011

Weitere Informationen:
Poster Stauber (STAUMA) 10



NanoKon — AP2: In vitro-Analyse der NP-Auswirkungen,

Identifizierung molekularer Wirkmechanismen KEIN
Analyse biologischer NP-Auswirkungen auf
Zellen des Magen-Darm Traktes
coculture monoculture
Caco-2/ISO-HAS-1 Caco-2

CEEEEE) uh (EEEEEE

5004

i 450]

. gl 4 400_‘ I I
Entziindete Ko-Kultur ] <50
(TNF-a stimuliert) g, 250] :gg
] 200
: = ] 150.]
Vaia 1 100
] 50
0l

control TNF-a control TNF-o
stimulant stimulant

El control Bl Fe-D [ Sicastar

Keine signifikante Anderung des TER nach Partikelzugabe
= Barrierefunktion bleibt erhalten

Weitere Informationen zur Ko-Kultur:
Poster Kasper (PathoMA)




NanoKon — AP2: In vitro-Analyse der NP-Auswirkungen,
Identifizierung molekularer Wirkmechanismen KEEN

e )

#\z7

Toxizitats-Assays, Impedanz-Messung

> bisher kein Hinweis auf eine hohe Toxizitat der Fe,O, @SiO,-Partikel sowie der
getesteten Primarreferenzen (z.B. Endorem®, Micropaque®)

> NP-Zugabe in hohen Konzentrationen fihrt jedoch nach 24h zu einem deutlichen
Abfall der Impedanz von HMEC-1 Zellen

120
MTT-Test HMEC-1 l
100 I + I T T T T
N lmim L u P .
g0t —f —1 —f 1 B b B P
© =
S £ ‘
ettt B
2 S TR l‘mfﬂ \
> o4 — —t - ——— - S b N
Q 14 ,, \
(<% - }7«1‘ ‘_\
ol L P Bl B B B B B B P E Jf}"‘E/} I%\E
f }\x@{,‘zif}}g 2mM NP
0 \‘HIIIIIIIIT{IIIIII}IIIIImediUm
2mM0.2mM0.02mM 2mM 0.2mM0.2mM 2mM 0.2mMO0.2mM Cntr

x
Time (hours)

24 h 4+20h 4h

Weitere Informationen:
Poster Astanina (PharmBio)




NanoKon — AP3: Transportprozesse und
Subzelluldre Lokalisation KN

@ Mikroskopische Untersuchungen

> Untersuchung auf pathologische Veranderungen der Zellmorphologie

> Primarreferenzen:
> bisher keine morphologischen Veranderungen festgestellt;
weitere Versuche mit hohen Partikelkonzentrationen laufen
> Sekundarreferenzen:
> nach 24h morphologische Veranderungen des HT-29
Zellverbandes bei hohen Konzentrationen (100 pg/ml)
der Fe,0,@SiO, und Fe, 0, @SiO, -Atto647N Partikel,
(kein Farbstoff-Effekt)

> Untersuchung der subzellularen NP-Lokalisation
> durch Einsatz fluoreszenz-markierter NP (Fe, O, @SiO,-Atto647N)
> NP-Detektion mittels Fluoreszenzmikroskopie, CLSM, STED-Mikroskopie

Weitere Informationen:
Poster Astanina (PharmBio), Kasper (PathoMa), Kucki (INM) 13
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NanoKon — AP3: Transportprozesse und
Subzelluldre Lokalisation KGN

@ Subzelluldre NP-Lokalisation

> Ergebnisse:
> Aufnahme der Partikel < 2 h (HT-29, Caco-2)
> Akkumulation der Fe,O, @SiO, -Atto647N Nanopartikel in der Nahe des Zellkerns
> HMEC-1-Zellen: Nanopartikel akkumulieren in spaten Endosomen (LE),
keine Ko-Lokalisation mit frithen Endosomen (EE) oder dem Golgi-Apparat

24h LE

24h
Golgi

Weitere Informationen:
Poster Astanina (PharmBio), Kucki (INM)




NanoKon — AP3: Transportprozesse und
Subzellulare Lokalisation

)23

m Partikelaufnahme und Transport: Rolle des Zytoskeletts

> Untersuchung an HMEC-1 Zellen durch Einsatz von Inhibitoren

Aktin-Stabilisierung
Jasplakinolid

Hemmung der Aktin Polymerisation
Cytochalasin D

Tubulin-Stabilisierung
Paclitaxel (Taxol)

Hemmung des Mikrotubuli Aufbaus
Nocodazol

Weitere Informationen:
Poster Astanina (PharmBio)

Inhibition der
Partikelaufnahme

NP-Akkumulation
am MTOC

Uberlagerung NP

Rot = NP (Fe,O,@SiO,-Atto647N)
Grun = Tubulin/Aktin
Blau = Zellkern 15



NanoKon — AP4: NP-Auswirkungen im Mausmodell
- in vitro Analyse der Aufnahme, Verteilung und Toxizitat K

Bildgebung

Relaxometrie

A T1-gewichtete Bildgebung, FLASH
B T2-gewichtete Bildgebung, TSE

C Signalintensitatsmessung aus b

D Messung der Relaxationszeit T1
a,b Beschriftungen entsprechen der
Gd-DTPA-Konzentration in mmol/|

Weitere Informationen:
Poster A. Miller (RADIO)

20000007

Signalintensitat
[Willkiirliche Einheiten]

500000

e Gd-Citrat-BaSO,
= Gd-DTPA0.05mM
* . O Gd-DTPA0.15mM

1500000 .

1000000+ o

0

30007

20004

10004

Relaxationszeit T1
[ms]

0 2 4 6 8
Partikelkonzentration
[% Feststoffgehalt]

e Gd-Citrat-BaSO,
= Gd-DTPA0.05 mM
0 Gd-DTPA0.15mM

Partikelkonzentration
[% Feststoffgehalt]

|

Orale Einzeldosen einer

Konzentration von 0,5% bis 2% fir die

in

vivo-Testung ausreichend

16



NanoKon — AP5: in silico-Analyse: stochastische Analyse der NP-Transports l%l

m Tracking von NP in Live-Cell Imaging Daten

Standardverfahren zur Bildanalyse sind effizient, wenn es
sich um gut differenzierbare einzelne Objekte handelt.
Probleme:

Unscharfe Rander, variable scheinbare TeilchengroRe
und —zahl, verschiedene Helligkeiten

Methode 1 PIV (Particle Imaging Velocimetry):

Im Prinzip anwendbar, aber bei Auswertung
von Videodaten zeigte sich wenig Struktur

Besser: Analyse des Korrelationsfeldes
zwischen den Verschiebungsvektoren

Methode 2

Position der Partikel ist durch die Amplitude
der Korrelationsfunktion deutlich erkennbar.

m 3D-Simulationen zum NP-Transport

Weitere Informationen:
L. Santen (Phys)

17



NanoKon — AP6: Bewertung und Kommunikation

m Bewertung und Kommunikation
Methoden-Standardisierung

Erstellung von Standard Operation Procedures

NanoKon-SOP 2.2.2 Da

Entwicklung eines Referenzsystems zur
Evaluierung von NP-Effekten

Selektion biologischer Parameter zur

Bewertung der Materialien

Weiterentwicklung in Plattform fiir

Risikobewertung

Weitergabe relevanter Erkenntnisse Da 37|

18



NanoKon — Partner

Dipl.-Chem.
H. Schirra

sarastro

future technologies

| Prof. R. Stauber
Molekulare u.
Zellulare

| Onkologie

GUTENRRRG -

Prof. C. J.
Kirkpatrick

Pathologie

GUTENRRRG -

Dr. A. Kraegeloh

INM@

Leibniz-Institut fiir
Neue Materialien

Prof. A. K. Kiemer Prof. L. Santen

Pharmazeutische Theoretische

Biologie Physik
UNIVERSITAT UNIVERSITAT
DES DES
SAARLANDES SAARLANDES

Prof. A. Blicker

Diagnostische u.
Interventionelle

Prof. M. Menger
Klinisch-
Experimentelle

Chirurgie Radiologie
2P UNIVERSITAT 2P UNIVERSITAT
DES DES
SAARLANDES SAARLANDES
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