Entwicklung modularer Tragersysteme zur selektiven
Thermoablation und Immuntherapie von Tumoren
und Metastasen
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Primartumore werden nach ihrer Diagnose chirurgisch entfernt. Danach folgen Chemo-
therapie, Strahlentherapie oder kombinierte Radio-Chemotherapie, um eventuelle Meta-
stasen zu beseitigen. Alle diese adjuvanten Therapien sind jedoch mit Nebenwirkungen
verbunden, da sie gesunde Zellen schadigen. AulRerdem sind nicht alle Tumorzellen fur
eine adjuvante Tumortherapie empfanglich. Daher kommt es in den meisten Fallen zu
einem Wiederauftreten des Tumors. Fur eine effektive gezielte Therapie von Tumoren
und Metastasen wurde deshalb ein Tragersystem entwickelt, das eine selektive Lokalisie-

rung von Metastasen und eine Zerstérung durch thermische Ablation ermdglicht.

Krebserkrankungen stellen die zweithaufigste
Todesursache in Deutschland dar, mit mehr als
220.000 Todesfallen im Jahr. Jeder zweite Ein-
wohner Deutschlands muss damit rechnen,
mindestens einmal in seinem Leben an einem
bosartigen Tumor zu erkranken. 2018 wurden
rund 260.000 Manner und 234.000 Frauen mit
der Diagnose Krebs konfrontiert. Sie waren
zum Zeitpunkt der Diagnose im Mittel 70 Jahre
alt. Aufgrund der demographischen Entwick-
lung in Deutschland wird die Zahl der jahrlich
neu diagnostizierten Krebserkrankungen bis
2025 um 52.000 Falle auf ca. 523.000 zuneh-
men. Die 10-Jahres-Pravalenz von Krebserkran-
kungen steigt bis 2025 rechnerisch um 243.000
Falle auf knapp 2,9 Millionen Personen an . Im
Laufe einer Krebserkrankung kdénnen bereits
0,5cm groBe primdre Tumoren Krebszellen
freisetzen, die abhangig von der Tumorart Uber
die LymphgefalRe oder das vaskuldre System

streuen und sekundare Tumoren (Metastasen)
in weit entfernten Organen bilden, wie Lunge,
Leber oder Gehirn 2. In den allermeisten Fallen
werden primare solide Tumoren erst spat diag-
nostiziert und kénnen bei guter Zuganglichkeit
operativ entfernt werden. Eine chirurgische
Entfernung ist bei groRen Metastasen maglich,
falls sie gut lokalisierbar und zuganglich sind.
Schwer lokalisierbare und unzugangliche Meta-
stasen kénnen dagegen weiter wachsen oder
sich im Koérper ausbreiten und so zu einem
Ruckfall der Krebserkrankung (Rezidiv) fuhren.
Deshalb folgt nach chirurgischer Entfernung
eine adjuvante Therapie, um im Korper verblie-
bene Zellen des Primartumors, aber auch be-
reits vorhandene Metastasen zu eliminieren. In
fast allen Fallen handelt sich hierbei um kon-
ventionelle Verfahren, wie Chemotherapie, Ra-
diotherapie oder eine kombinierte Radio-Che-
motherapie. Alle adjuvanten Therapieformen



sind jedoch aufgrund der Schadigung gesunder
Zellen mit Nebenwirkungen verbunden. Aul3er-
dem sind nicht alle Tumorzellen sensibel fir die
adjuvante Tumortherapie. Durch die Heteroge-
nitat des Tumors bzw. der Metastasen und
durch die genotoxische Wirkung der Therapien
kdénnen resistente Tumorzellen entstehen, die
zu einem Rezidiv fihren und letztendlich das
Schicksal des Patienten bestimmen B,

Einen weiteren Ansatz zur Tumorbekampfung
stellt die Hyperthermie-Therapie oder Thermo-
ablation dar. Hyperthermie ist ein Verfahren,
bei dem die starke Erhitzung des Kérpergewe-
bes Tumorzellen abtétet oder ihre Versorgung
mit lebensnotwendigen Substanzen verhin-
dern soll. Dabei wird der Tumor durch eine inji-
zierte Sonde oder durch lokal in den Tumor in-
jizierte Ferrofluide durch Anlegen eines alter-
nierenden Magnetfelds erwarmt. Die Wirksam-
keit der Hyperthermie wird zurzeit in Kombina-
tion mit der Strahlen- oder Chemotherapie in
klinischen Studien untersucht -1,

Trotz vieler Fortschritte in der Krebsmedizin
gibt es bisher keine kostenglinstige und effek-
tive adjuvante Therapie fur Krebserkrankun-
gen, die zu einer Heilung fuhrt. Erste immun-
therapeutische Ansatze beschranken sich le-
diglich auf einige wenige Tumorarten bzw. sind
durch individuelle Herstellungsverfahren mit
hohen Kosten belastet und somit nicht breit
einsetzbar. Daraus leitet sich aus medizinischer
und aus wirtschaftlicher Sicht die Notwendig-
keit ab, eine neuartige, breit anwendbare kos-
tenglnstigere Therapie zur selektiven und
wirksamen Zerstdrung von Tumorzellen bzw.
Metastasen zu entwickeln, die letztendlich zu
einer langfristigen Heilung fihrt.

Im Rahmen der hier prasentierten Arbeiten
wurde deshalb ein biokompatibles und modu-
lares Tragersystem entwickelt, um selektiv eine
kombinierte Thermoablation und Immunin-
duktion in Tumorzellen bzw. Metastasen zu er-
reichen. Konzeptionell sollte die Thermoabla-
tion zur Zerstérung der Tumorzelle mit

Freisetzung von Tumor-Antigenen fihren, wah-
rend die simultane Wirkung eines Gefahrsig-
nals in einer Freisetzung von Entziindungsme-
diatoren und der Aktivierung des Immunsys-
tems gegen Tumor-Antigene resultiert (Abb. 1).
Damit unerwinschte Nebeneffekte auf ge-
sunde Zellen und Organe des Patienten ausge-
schlossen werden und zur gezielten Wirkstoff-
anreicherung in den Tumorzellen bzw. Meta-
stasen, wurden molekulare Zielsuchkopfe inte-
griert. Als Tragersystem zur selektiven Behand-
lung von Tumorzellen wurden nanoskalige Tra-
ger entwickelt, die aus einem Kern aus Eisen-
oxidpartikeln (superparamagentic iron oxide na-
noparticles, SPION) und einem Mantel aus Sei-
denprotein bestanden. Die Proteinummante-
lung ermoglicht die chemische Ankopplung von
Wirkstoffen bzw. den Zielsuchképfen. Als
exemplarische molekulare Zielstruktur fur die
Zielsuchkopfe wurden die Tumormarker ,Pros-
tata Stammzell-Antigen (PSCA) und ,Prostata-
spezifische Membran-Antigen (PSMA) ausge-
wahlt, da diese beiden Tumormarker Primartu-
moren und Metastasen des Nierenzellkarzi-
noms, des Prostatakarzinoms, des Harnbla-
senkarzinoms und von Bauchspeicheldrtsen-
krebs abdecken, an denen nach Angaben des
Robert Koch-Institutes alleine in Deutschland
ca. 87.000 Patienten pro Jahr erkranken. Welt-
weit erkrankten im Jahr 2017/18 etwa 2,5 Milli-
onen Menschen neu an diesen Tumoren. Die
Inzidenz an diesen Tumoren zu erkranken, ist
in den Industrienationen signifikant héher. Dies
kann u. a. an einer hohen Dunkelziffer in der
Anzahl nicht-diagnostizierter Tumorpatienten
in Drittweltstaaten liegen 19,

Derzeitige Therapiekonzepte fur das metasta-
sierte Nierenzellkarzinom konzentrieren sich
auf die zielgerichtete Hemmung der Tumoran-
giogenese, der GefalRneubildung zur Versor-
gung der Tumoren mit Sauerstoff und Nahr-
stoffen. Da die meisten Patienten jedoch eine
Resistenz entwickeln, bleibt die Prognose wei-
terhin ungunstig 112,



Abb. 1: Schematische Darstellung der Wirkungsweise der neuartigen modularen Tragersysteme. Zunachst werden
die Nanopartikel aus Seide und einem Kern aus SPION (superparamagentic iron oxide nanoparticles) (1) mit den ent-
sprechenden Suchkdpfen funktionalisiert (2). Nach der Bindung der Suchkdpfe an die entsprechenden Tumoran-
tigene (3) werden die Tragersysteme in die Zelle transportiert (4). AnschlieRend erfolgt die Thermoablation bzw. die
selektive Zerstorung der Tumorzellen im elektromagnetisches Wechselfeld (5).

Der modulare Aufbau des infusionsfahigen
Tragersystems ermdglicht (i) eine gezielte Be-
handlung der Tumorzellen durch die Verwen-
dung molekularer Tumor-selektiver Zielsuch-
kopfe (Einzelkettenantikdrper, Peptid-Ligan-
den), (ii) die Induktion einer Anti-Tumor-Im-
munantwort des Patienten durch Anlieferung
von therapeutischen Mustererkennung-Rezep-
tor-Agonisten wie TLR 3-Agonisten und (iii) eine
interstitielle Thermoablation der Krebszellen
nach Anlegen eines Magnetwechselfeldes er-
moglichen. Mit Hilfe der Elektrosprihtechno-
logie wurden Seidenprotein und Fes04-Nano-
partikel in der benétigten Konzentration und
Form zu Tragersystemen verspruht werden
(Abb.2).

Tragersysteme aus Seide und SPION.

Hierbei war wichtig, dass der geforderte ma-
ximale Durchmesser von 400 nm nicht Uber-
schritten werden durfte, damit die Zellen die
Tragersysteme noch aufnehmen kénnen.

Dies wurde mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 272 + 50 nm bis
291 + 59 nm erfolgreich umgesetzt.

Gleichzeitig wurden molekulare Zielsuch-
kopfe (tumorspezifische Targeting-Sonden)
gegen das PSCA- und das PSMA-Antigen ent-
wickelt, die fUr die tumorspezifische Wirkung
der Tragersysteme verantwortlich sein soll-
ten. Die tumorspezifische Targeting-Sonden
gegen das PSCA- und PSMA-Antigen detektie-
ren spezifisch PSCA bzw. PSMA exprimie-
rende Tumorzellen. Die durch die Targeting-
Sonden kreuzvernetzen PSCA- bzw. PSMA-
Rezeptoren konnten auferdem erfolgreich
die Endozytose von Nanopartikeln induzie-
ren. DarUber hinaus wurden fur die Untersu-
chung der Wirkung der Tragersystem, deren
spezifische Bindung an Tumorzellen, die In-
duktion einer Immunantwort und die Auswir-
kung der Behandlung mit elektromagneti-
scher Strahlung zur Thermoablation erfolg-
reich geeignete Zellkulturmodellen entwi-
ckelt. In diesen Zelllinien zeigte sich, dass die
produzierten Zielsuchkdépfe und der fur die
Induktion einer Immunantwort notwendige
doppelstrangige TLR3-Agonist voll funktions-
fahig waren. So konnte gezeigt werden, dass
sich sowohl der Zielsuchkopf als Kompo-
nente des modularen Tragersystems zum
L1argeting” von PSCA-positiven Tumorzellen
eignet, als auch der TLR-Agonist die Freiset-
zung pro-inflammatorischer Molekule indu-
ziert, was in einer Typ |-Interferon-Antwort re-
sultierte.



Im nachsten Schritt erfolgte die Untersu-
chung der Warmetransferkapazitat der
FesOs-funktionalisierten Tragersysteme mit
drei unterschiedlichen Strahlungsintensita-
ten (191 Gauss, 307 Gauss und 450 Gaus, alle
bei 303 kHz) (Abb. 3). Eine Fes04-Ausgangs-
konzentration von 30 mg/ml ergab eine Tem-
peraturinduktion von maximal 29,8°C (Abb.
3). Dies entspricht einem Temperaturunter-
schied zur Ausgangstemperatur von 9,8°C
und zeigt deutlich die Eignung der elektro-
gesprihten Tragersysteme aus Seide mit in-
tegrierten FesOs-Nanopartikeln eine Tempe-
raturinduktion im elektromagnetischen Feld
zu vermitteln.
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Abb. 3: Analyse des Einflusses der Warmeinduk-
tion in elektrogespriuhten Tragersystemen in Ab-
hangigkeit der Bestrahlungszeit und der Strah-
lungsenergie.

Was bedeutet dies fur die Wirkung im Tumor?
Die spezifische Absorptionsrate (SAR) ist ein
Mal fUr die Leistung pro Masse einer Sub-
stanz, die Energie aufnimmt und wird in Watt
pro Kilogramm Gewebe (W/kg) angegeben.
Sie 1asst sich zusammen mit den spezifischen
Eigenschaften des Mediums und der Mag-
netitkonzentration (Fes04) berechnen, wenn
die Temperaturerhéhung (AT) einer Losung
bekannt ist:

Gleichung (1) SAR = C x205ung_ A7

mMagnetit At

Hierbei ist C die spezifische Warmekapazitat
der Losung (fur Wasser typischerweise C =
4,18 J/(gK), Mussung die Masse der Losung (in
g, 1 ml Wasser hat 1 g Masse), Mmagnetit die
Masse des Magnetits in der Lésung (in g), hier

0,000439 g. AT beschreibt hier die Tempera-
turerhéhung (in K oder °C) hier 8,8 K und At
die Zeit, Uber die die Temperaturerhéhung
auftrat (in Sekunden), hier 600.

FUr die in Abb. 2 gezeigten Tragersysteme
ergibt sich nach Einsetzen der Werte in die
Gleichung 1 eine SAR von 139,65 W/kg.

Fur die Beurteilung der mdglichen biologi-
schen Auswirkung dieser Temperaturinduk-
tion auf Tumorgewebe, muss der Zusam-
menhang zwischen Temperaturerhéhung,
SAR und der Perfusion w (in ml/100 g/min)
betrachtet werden. Unter Gleichgewichtsbe-
dingungen in einem Gebiet mit geringen
Temperaturgradienten steht die Tempera-
turerhéhung AT (in °C) im Gewebe mit einem
Leistungseintrag SAR und der Perfusion in ei-
nem einfachen Zusammenhang:

Gleichung (2) AT =1,5 x% (3]
Der Koeffizient 1,5 ergibt sich aus den physi-
kalischen Konstanten (thermische Leitfahig-
keit, Dichte, Warmekapazitat) in der sog.
Bioheat-Transfer-Gleichung, die den Zusam-
menhang zwischen Temperatur, SAR und

Perfusion in einem Organismus beschreibt
14

Bei einer Temperaturinduktion im Gewebe
wird Uber 40°C die Aufrechterhaltung der
Zellhomdostase unterbrochen. Schon ein An-
stieg der Temperatur im Gewebe auf 42°C bis
45°C (Hyperthermie) lasst die Zellen sensibler
auf zerstérende Einwirkungen wie zum Bei-
spiel Chemotherapeutika oder Bestrahlung
reagieren, fuhrt aber auch bei langerer An-
wendung (< 60 Minuten) nicht zwangslaufig
zur Zerstorung aller Zellen. Erst eine Tempe-
ratureinwirkung von 45°C Uber einen Zeit-
raum von 60 Minuten fuhrt zu einem irrever-
siblen Zellschaden. Temperaturen zwischen
50°C und 60°C Uber einen kurzen Zeitraum
appliziert (< 3 Minuten) fuhren zur Koagula-
tion und somit zu vollstandigem Zelltod. Zwi-
schen 60°C und 100°C kommt es sofort zu ei-
ner irreversiblen Proteindenaturierung ['°1.

Flr eine Abschatzung der moglichen Wirkung
der entwickelten Tragersysteme wurde die



induzierte Warmeentwicklung im Tumor an-
hand Gl.2 berechnet. GemaR Gl. 2 kann bei
einem SAR von 139,65 W/kg Gewebe, die mit
der entwickelten Elektrospriuhtechnologie er-
reicht wird, ein Tumor mit einer typischen
Perfusion von 10 ml/100 g/min (unter Hyper-
thermie) um 20,95°C aufgeheizt werden.
Nach Addition diese 20,95°C zur systemi-
schen Temperatur von 37,5°C ergibt sich eine

Tumortemperatur von insgesamt 58,45°C.
Ubertragt man diese Berechnung auf unter-
schiedliche Tumorarten, so zeigt sich der Nut-
zen solcher Tragersysteme bei der Bekamp-
fung von Zellen dieser Tumoren (Tab. 1).

Tab.: 1. Berechnete, durch Tragersysteme im Tumorgewebe induzierte Temperaturerhéhung wahrend der
Behandlung mit elektromagnetischer Strahlung (450 Gauss, 303 KHz).

Tumorarten Perfusionsrate Errechnete Temperaturerhéhung

AT (°C) im Tumorgewebe

(ml/100g/min)

Mamakarzinom 15 - 30016171 51,5-44,5
Prostatakarzinom 16 - 2908l 50,5 - 44,5
Adenokarzinom des Bauchspeicheldriisenganges 20 - 320191 48,0 - 44,0
Kolonkarzinom (Grad 4) 16 - 320201 50,5-44,0
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