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Urspriingliche Aufgabenstellung und wissenschaftlicher sowie technischer Stand

Das Ziel des Target Therapy Projekts war es, neuartige Polymersysteme zu entwickeln, die in der
Lage sind, Ruthenium-basierte, antibakteriell photodynamisch therapeutisch (aPDT) wirksame
Agenzien zu transportieren. Ruthenium-Komplexe sind bekannt fiir ihre Féhigkeit, bei
Lichtaktivierung reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu erzeugen, was sie fiir phototherapeutische
Anwendungen geeignet macht. Diese Systeme sollten mit dem Ziel entwickelt werden, die
Behandlung von bakteriellen Infektionen in der Lunge, wie sie z.B. bei Erkrankung an Zystischer
Fibrose vorliegen, zukiinftig adressieren zu kdnnen.

Die Hauptziele des Target Therapy Projekts umfassten:

e Synthese verschiedener aPDT-Ruthenium-Komplexe,

e Entwicklung von Copolymeren auf Basis von Hydroxyethylacrylamid mit aPDT-Funktionen
zur Verbesserung der Biokompatibilitit und antifouling-Eigenschaften (Ansatz A),

e Entwicklung von amphiphilen Blockcopolymeren zur Verkapselung von aPDT-Ruthenium-
Komplexen durch Mizell- bzw. Vesikelbildung bei gleichzeitiger Verbesserung der
Biokompatibilitdt und antifouling-Eigenschaften (Ansatz B),

e Untersuchung der aPDT Eigenschaften dieser Trigersysteme mit relevanten
Bakterienstimmen,

e Bewertung der synthetisierten Polymere und Trédgersysteme hinsichtlich ihrer Effizienz bei
der ROS-Erzeugung und ihrer antibakteriellen Aktivitt.

Ablauf des Vorhabens

Um diese Ziele zu erreichen, wurden folgende Methoden eingesetzt:

1. Synthese von aPDT-Ruthenium-Komplexen: Verschiedene Ruthenium-Komplexe wurden
hergestellt und charakterisiert, um ihre Eignung fiir die Aufnahme in Polymersysteme zu
bewerten.

2. Entwicklung von Copolymeren (Ansatz A): Hydroxyethylacrylamid wurde als
Hauptcomonomer ausgewéhlt, um Biokompatibilitit zu gewéhrleisten. Die aPDT-
Ruthenium-Komplexe wurden iiber zwei Synthesestrategien in das Polymergeriist
integriert:

a. Direkte = Copolymerisation: aPDT-Ruthenium-Komplexe =~ wurden  mit
Hydroxyethylacrylamid und anderen Monomeren copolymerisiert.

b. Postpolymerisationsmodifikation: Aktive Polymere wurden nach der Synthese
modifiziert, um die aPDT-Ruthenium-Komplexe einzubinden.

3. Polymerbewertung (Ansatz A): Diese synthetisierten Polymere wurden in vitro getestet,
um ihre Féahigkeit zur ROS-Erzeugung und ihre antibakterielle Wirksamkeit zu bewerten.
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Entwicklung von amphiphilen Polylactid (PLA) Blockcopolymeren (Ansatz B):
Ringoffnende Polymerisation (ROP) von cis-Lactid unter Verwendung eines
Polyethylenglycol (PEG) Makroinitiators.

Die in Ansatz B erhaltenen Blockcopolymere mit systematisch variierter PLA Blockldnge
wurden durch die sog. Solvent-Shift-Methode in Mizellen und Vesikel assembliert, die
eingehend mikroskopisch und spektroskopisch charakterisiert wurden.

Spektroskopische Bestimmung des Beladungsgrades der Mizellen und Vesikel mit aPDT-
Ruthenium-Komplexen (Ansatz B).

Diese Tragersysteme aus Ansatz B wurden in vitro getestet, um ihre Fahigkeit zur ROS-
Erzeugung und ihre antibakterielle Wirksamkeit zu bewerten. Dabei wurde der Einfluss
der Schliisselfaktoren Konzentration der aPDT-Ruthenium-Komplexe in den
Formulierungen der Trigersysteme, Belichtungsdauer und Medienzusammensetzung
bestimmt.

Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit

1.

2.

Erfolgreiche Synthese von aPDT-Ruthenium-Komplexen: Mehrere Ruthenium-Komplexe
wurden synthetisiert, die Stabilitdt und Kompatibilitit mit den Polymersystemen zeigten.
Effektive Polymerisationstechniken (Ansatz A): Sowohl durch die direkte
Copolymerisation als auch durch die Postpolymerisationsmodifikation konnten die aPDT-
Ruthenium-Komplexe erfolgreich an das Polymergeriist gekoppelt werden.

In vitro-Tests und Zusammenarbeit (Ansatz A): Die Polymere wurden in vitro an
Bakterienkulturen getestet, und es konnte gezeigt werden, dass sie signifikante Effizienz
bei der Erzeugung reaktiver Sauerstoffspezies aufweisen. Diese Tests wurden auch in
enger Zusammenarbeit mit unseren franzosischen Partnern durchgefiihrt, die auch
weiterhin an der biologischen Untersuchung der Polymere arbeiten werden. Diese
Kooperation ist entscheidend, um die Wirksamkeit der Polymersysteme weiter zu
optimieren, zu validieren und zukiinftige Forschungsrichtungen zu definieren.
Optimierung der Polymersysteme (Ansatz A): Verschiedene Formulierungen wurden
synthetisiert und optimiert, was zur Identifizierung des vielversprechendsten
Polymerkandidaten fiir weitere Tests fiihrte.

Blockcopolymer-Bibliothek (Ansatz B): Durch ROP konnte eine Vielzahl amphiphiler
PEG-b-PLA Blockcopolymere synthetisiert werden, die in aPDT-Ruthenium-Komplex
beladene Mizellen und Vesikel assembliert wurden.

Bei Belichtung der Triagersysteme aus Ansatz B wurden daraus ROS Spezies gebildet, die
planktonische Bakterien (P. aeruginosa) sehr effektiv mit log Reduktionsfaktoren bis zu
>7 abtoten. Diese Tests wurden in engem Austausch mit unseren franzosischen Partnern
weiterentwickelt und durchgefiihrt.

Der Nachweis des aPDT Effekts mittels der Trégersysteme aus Ansatz B gelang auch in
komplexeren Medien.

Die Trigersysteme aus Ansatz B eignen sich zur Verabreichung in einem Aerosol zur
zukiinftigen Behandlung von bakteriellen Infektionen in der Lunge.

Die Erkenntnisse aus dem Target Therapy Projekt tragen insgesamt erheblich zum
Forschungsgebiet der photodynamischen Therapie bei. Die erfolgreiche Integration von
Ruthenium-Komplexen in biokompatible Polymersysteme (Ansatz A) sowie in kapselartige
Trigersysteme (Ansatz B) ebnet den Weg fiir innovative therapeutische Strategien.

Die nachgewiesene Fahigkeit sowohl der aPDT Komplex enthaltenden Polymere als auch der
aPDT Komplex-beladenen Tréigersysteme, ROS zu erzeugen und relevante antibakterielle
Eigenschaften aufzuweisen, deutet auf mogliche Anwendungen bei der Behandlung von
bakteriellen Infektionen und auch Krebs hin.
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In diesem Berichtsteil werden die im Rahmen des Forschungsvorhabens ,, Target-Therapy -
Spatially targeted eradication of antimicrobial-resistant bacteria: Novel polymer-based
photodynamic therapy following aerosol lung delivery“ durchgefiihrten Arbeiten ausfiihrlich

erlautert.

Die synthetischen Ansédtze zur Erzeugung von Polymer-basierten Systeme zur Verabreichung
von antibakteriellen photodynamisch therapeutischen (aPDT) Agenzien iiber Aerosole zur
Bekdmpfung von bakteriellen Infektionen in der Lunge, wie sie z.B. bei Erkrankung an

Zystischer Fibrose vorliegen, wurden in zwei unterschiedlichen Strategien verfolgt:

Ansatz A. Kovalent an Polymere angekoppelte aPDT-Ruthenium-Komplexe
(Arbeitspaket 1 (AP1))

Ansatz B. In Blockcopolymermizellen und —vesikel eingekapselte aPDT-Ruthenium-

Komplexe (AP2)

Arbeitspaket 1

Die Arbeiten zu Ansatz A (AP1) fiihrten zu vielversprechenden Resultaten, die in einer
Patentschrift zur Anmeldung als Patent miinden. Die inhaltliche Darstellung der Arbeiten und
die erzielten Ergebnisse sind daher nicht im vorliegenden Bericht aufgefiihrt. Meilenstein 1

und alle dem AP zugehorigen Deliverables wurden erreicht.

Arbeitspaket 2

In AP2 (Ansatz B) wurde zunichst die in Aufgabe 2.2 beschriebene Synthese von Block-
Copolymeren bestehend aus Polyethylenglykol (PEG) und Polymilchsdure (PLA) (Abb. 1)
mit systematisch variierten Blockldngen so optimiert, dass nach Aufreinigung kein Monomer
im '"H-NMR-Spektrum erkennbar ist und das Verhiltnis von PEG und PLA sich nach
weiteren Aufreinigungszyklen im 'H-NMR-Spektrum und in der thermogravimetrischen

Analyse nicht verdndert. Thermogravimetrische Analyse (TGA) wurde ergidnzend zur NMR-
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Spektroskopie zur Bestimmung des Verhiltnisses PEG zu PLA etabliert, basierend auf den
unterschiedlichen Zersetzungstemperaturen von PLA und PEG (Abb. 2). Die Verwendung
von PLA ermoglicht den durch bakterielle Enzyme katalysierten Abbau der hergestellten
Mizellen und Polymersomen und die damit einhergehende Freisetzung von darin
eingeschlossenen Substanzen. Die Tabelle 1 aufgefiihrten Polymere konnten im Malstab von

mehreren Gramm synthetisiert werden (Tabelle 1).
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Abb. 1: Ringoéffnende Polymerisation von cis-Lactid in Gegenwart von Zinn(II)octanoat und
Polyethyleneglykolmethylether als Reaktionsstarter.

Tabelle 1: Angaben zu synthetisierten Blockcopolymeren

Polymere und nomineller Polymerisationsgrad aus Polymerisationsgrad aus
Polymerisationsgrad Zahlenmittel der Molmasse ungefiahrem Gewichtsmittel
der Molmasse
("H-NMR Spektroskopie) (TGA)
PEG;14-b-PLAs 48 47
PEG114-b-PLAq0 112 100
PEG114-b-PLA5 143 139
PEG114-b-PLA2q0 207 202
PEG114-b-PLAzq0 301 306
PEG114-b-PLA4q0 408 400
PEG]_14'b'PLA500 499 491
PEG114'b-PLA1000 1012 '1031
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Abb. 2: Relativer Massenverlust von unterschiedlichen PEG4-b-PLAx Polymeren als Funktion der
Temperatur im TGA-Experiment. Bei einer Temperatur von etwa 200 - 250°C zersetzt sich die
Polymilchsdure. Das zurilickbleibende Polyethylenglykol zersetzt sich dagegen bei einer Temperatur

von ca. 350 - 400°C.



Das Beladen von Polymervesikeln und- Mizellen mit Photosensibilisatoren gemill Aufgabe 2-
3 in der Vorhabenbeschreibung erfolgte mit kommerziell verfiigbaren Ruthenium-Komplexen
sowie neuartigen Komplexen, die von Projektpartner 3 aus Reims erhalten wurden. Versuche
ohne Rutheniumkomplexe zeigten, dass sich iiber die Solvent-Shift-Methode Mizellen und
Polymersomen mit einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 30 bis 230 nm herstellen
lassen. Die hergestellten Tragersysteme wurden mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)
und Mikroskopie (FESEM, TEM), Thermogravimetrischer Analyse (TGA), und im Falle von
beladenen Nanocontainern mittels Fluoreszenzspektroskopie und ICP-OES/MS charakterisiert
und die Konzentration an eingekapselten Rutheniumkomplex bestimmt (Aufgabe 2.4).

(Tabelle 2).

Tabelle 2: Mittlerer hydrodynamischer Durchmesser der hergestellten nicht beladenen Polymersomen
und Mizellen abhédngig vom verwendeten Block-Copolymer.

Polymere (nomineller Hydrodynamischer
Polymerisationsgrad) Durchmesser [nm]
(DLS)
PEG;14-b-PLAs 35(=12)
PEG114-b-PLA 00 31(=9)
PEG14-b-PLA;50 79 (£22)
PEG114-b-PLA 78 (£24)
PEG114-b-PLA3n 76 (£ 27)
PEG114-b-PLA400 100 (£ 27)
PEG14-b-PLAsy 108 (£ 35)
PEG114-b-PLA;1000 95 (+ 31)

Das Einkapseln der hydrophilen Rutheniumkomplexe und des lipophilen Modellfarbstoffs
Nilrot zeigte zudem, dass die GroBenverteilung der hergestellten Nanocontainer stark von den
eingekapselten Molekiilen bzw. Komplexen beeinflusst wurde. Die Dispersionen mit
eingekapselten Rutheniumkomplexen behielten auch nach Dialyse, Filtration und
Aufreinigung durch Wechsel des Uberstands eine charakteristische Firbung sowie die fiir den
Komplex spezifische Absorptions- und Fluoreszenzspektren. Die Konzentration an
eingekapselten hydrophilen Rutheniumkomplex (z.B. RuPhen3) konnte durch Vergleichen
der Fluoreszenzspektren von verdiinnten Dispersionen mit Losungen der Komplexe mit
bekannter Konzentration und mittels ICP-MS/OES abgeschitzt werden. ICP-MS und
Fluoreszenz Messungen zeigten aullerdem, dass die hochsten Konzentrationen an
eingekapselten Ruthenium-Komplex mit den Polymeren PEGj4-b-PLA 43 und PEG 4-b-
PLA4y erzielt wurden (Tabelle 3).



Tabelle 2: Grof3e und Beladung der hergestellten mit RuPhen3 beladenen Triagersysteme.

Polymere Hydrodynamischer Ru- Ru-
Durchmesser [nm] | Konzentration | Konzentration
[uM] [uM]
(DLS) (ICP-MS/OES) | (Fluoreszenz)
PEGll4'b-PLA143 86 £ 34 64.7+ 1.8 540+ 1.8
PEG114-b-PLAg9 73 £22 16.7+£04 155+£0.5

Eine Erhohung der Ruthenium-Komplex Konzentration wihrend der Herstellung der
Nanocontainer (B2) fithrte nur zu einer geringfiigigen Erhoéhung der eingekapselten
Rutheniumkonzentration um 6% fiir PEG;4-b-PLA 143 bzw. 14% fir PEG14-b-PLA499 im
Vergleich zur Referenz mit halber Ausgangskonzentration (B1) wie in Abb. 3 dargestellt ist.
Die Effizienz der Einkapselung konnte durch Erhohung der Einwaage von Img/mL bis
Smg/mL Ruthenium-Komplex nicht weiter erhoht werden.

Die Stabilitit der mit Ru-Komplexen beladenen Mizellen und Polymersomen wurde durch
wiederholte Bestimmung der Rutheniumkonzentration in Dispersionen und in Uberstinden
nach Zentrifugieren, sowie durch DLS-Messungen zur Bestimmung der Grof3enverteilung in
regelméfigen Abstinden untersucht (Aufgabe 2.4). Dabei zeigte sich keine Verdnderung der
GroBenverteilung  innerhalb von 8 Monaten sowie keine Verdnderung der
Rutheniumkonzentration in Dispersion innerhalb von 8 Monaten fiir die betrachteten
Mizellen- und Polymersomen-Dispersionen. Weiterhin wurde untersucht ob eingekapselte
Rutheniumkomplexe aus den Nanocontainer diffundieren. Dazu wurden die Dispersionen
iber 2 Monate im Abstand von 3 bis 7 Tagen zentrifugiert und die Fluoreszenzintensitit bei
der charakteristischen Wellenlinge des verwendeten Komplexes im Uberstand gemessen.
Dieser zeigte auch nach 2 Monaten keine Erh6hung der Rutheniumkonzentration oberhalb der

Nachweisgrenze im Uberstand.
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Abb. 3: Fluoreszenzemissionsspektren von, mit Rutheniumkomplex (RuPhen3) beladenen, PEG;4-b-
PLA 4 und PEGy4-b-PL A4 Nanocontainerdispersionen, hergestellt mit 2.5 (B1) and 5.0 (B2) mg/mL
(angeregt bei einer Wellenldnge von 450 nm).

Das Einkapseln von lipophilen Rutheniumkomplexen, die von Partner 3 (Reims) synthetisiert
wurden (Strukturen sind aus IPR Griinden vertraulich), in Polymersome und Mizellen war
ebenfalls erfolgreich. Die erhaltenen Dispersionen behielten auch nach mehr als 2 Monaten
Lagerdauer eine fiir die Komplexe charakteristische Farbung und Fluoreszenzspektren. Sie
konnten selbst nach Sedimentation oder Zentrifugieren problemlos redispergiert werden,
wohingegen die nicht eingekapselten Komplexe in wissrigem Medium aufgrund schlechter
Loslichkeit sofort als rotlicher Feststoff ausfielen und binnen weniger Stunden ihre optischen
Eigenschaften (charakteristische Fluoreszenzemission und Absorptionsbanden) verédnderten.
Die eingekapselten Komplexe zeigten eine Stabilitdit von mehreren Monaten. Die
Dispersionen zeigten auch nach mehr als 5 Monaten und mehrfachem Redispergieren keine
signifikante Verdnderung der Grofenverteilung und Morphologie.

Das Beladen der Polymersomen und Mizellen mit Rutheniumkomplexen, die sich in der
Anzahl hydrophober Fluorenyl-Liganden unterscheiden, resultierte in Dispersionen von
Polymersomen und Mizellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an eingekapseltem
Ruthenium. Die Rutheniumkonzentration, die GréBenverteilung und die Massenkonzentration
der Mizellen und Polymersomen in Dispersion waren maBgeblich von dem gewéhlten

Komplex und Polymer abhédngig wie in Tabelle 3 dargestellt.



Tabelle 3: Mittlerer hydrodynamischer Durchmesser der hergestellten mit diversen Ru-Komplexen
beladenen Polymersomen und Mizellen abhingig vom verwendeten Block-Copolymer und bestimmte
Konzentration des eingekapselten Rutheniums in der Nanocontainerdispersion.

Hydrodynamischer Ru-
Polymere Ru-Komplex Durchmesser [nm] Konzentration
[uM]
(DLS) (ICP-MS)
PEG114'b-PLA143 RuPhen3 139+ 32 64.7+1.8
PEG114-b-PLA499 RuPhen3 92 +£37 23.7+0.5
PEG14-b-PLA 143 MF111 181 117 16.4+0.8
PEG114-b-PLAg9 MFI111 142 + 58 36.7+1.2
PEG114-b-PLA143 GLO073 135+ 45 7.8+0.8
PEG114-b-PLA4gg GLO073 147 £ 38 353+1.2
PEG14-b-PLA 143 MF38 143 £ 50 19.9 +£3.7
PEG114-b-PLAg9 MF38 128 + 43 18.0£0.8
PEG114-b-PLA 43 GC280 125+ 52 1247+ 11.9
PEG114-b-PLAgg GC280 102 £22 453 +2.4

Die Morphologie der Nanocontainer wurde mittels TEM und FESEM fiir ausgewéhlte
Nanocontainerdispersionen charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass Polymere mit kiirzeren
PLA-Blocken (DP von 48 - 301) eher zur Bildung von Mizellen tendieren, wéhrend Polymere
mit ldngeren PLA Blocken eher zur Bildung von Polymersomen oder Gemischen von

Polymersomen und Mizellen neigen.

A
AR
LR

Abb.4: Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahme (TEM-Aufnahme) einer mit dem
Rutheniumkomplex MF38 beladenen PEG;4-b-PLA 5 Mizelle.

Fiir die mikrobiologischen Experimente in AP3 wurde die gewlinschte Konzentration an
Photosensibilisatoren oder Massenkonzentration an Nanocontainern in Dispersion {iber

Verdiinnung oder Entfernen von Uberstand nach Zentrifugieren eingestellt.



Das Herstellen von groferen Ansdtzen (hohere Volumina bei gleichen Verhiltnissen der
Edukte) fiihrte in der Regel zu einer reduzierten Einkapselungseffizienz des jeweiligen Ru-
Komplexes. Die Konzentration konnte ohne Beeinflussung der GroBenverteilung und
Morphologie durch Zentrifugieren, Entfernen des Uberstandes und Redispergieren in

reduziertem Volumen an Medium um den Faktor 10 erhéht werden (Tabelle 4).

Tabelle 4: Mittlerer hydrodynamischer Durchmesser der hergestellten mit RuPhen3 beladenen
Polymersomen und Mizellen und bestimmte Konzentration des eingekapselten Rutheniums in der
Nanocontainerdispersion sowie Massenkonzentration vor und nach Konzentrationsédnderung.

Hyd.ro- vorher nachher:
dynamischer .
Polymer me]:slg.c(hl;m) RuPhen3 Konz. RuPhen3 Konz.
(nM) (mg/mL) (nM) (mg/mL)
PEGuab-PLAw: 99,44 | 160402 1.7+01 1651+154  17.3+10
micelles
PEGuab-PLAw 2,09 | 18374+10 1.8+0.1 186.9+131  17.9+06
vesicles

Die Morphologie der Tréigersysteme wurde durch Elektronenmikroskopie bestimmt.
Insbesondere in TEM-Aufnahmen konnte ein Unterschied zwischen Mizellen und

Polymersomen festgestellt werden (Abb. 5). Damit ist Meilenstein 2 erfiillt.

Abb. 5: a) TEM Aufnahme und b) FESEM Aufnahme von PEG4-b-PLA 43 Mizellen beladen mit
RuPhen3 und ¢) TEM Aufnahme und d) FESEM Aufnahme von PEGy4-b-PLA 490.




Die kontrollierte Freisetzung der eingekapselten Rutheniumkomplexe gemill Aufgabe 2.4
wurde durch Zugabe von bakteriellen Enzymen (Proteinase K) bewirkt. Die Anderung der
Fluoreszenzintensitit des in Mizellen eingeschlossenen Ruthenium-Komplexes RuPhen3
wurde in Gegenwart von Proteinase K und Phosphatpuffer ohne aktives Enzym (Kontrolle)
iiber 10 bis 14 Stunden beobachtet. Zusétzlich wurde in regelmiBigen Abstinden ein Aliquot
entnommen, zentrifugiert und die Rutheniumkonzentration im Uberstand durch
Fluoreszenzspektroskopie und ICP-MS abgeschitzt, wobei die Ergebnisse der beiden
Methoden mit einer Abweichung von maximal 15% iibereinstimmten. Die
Fluoreszenzspektren der Mizellendispersion zeigte einen Anstieg der Fluoreszenzintensitdt im
charakteristischen Wellenldngenbereich des Rutheniumkomplexes RuPhen3 innerhalb der
ersten 3 Stunden (Abb. 6). Dieser kann durch ein De-Quenchen nach der Freisetzung des
Rutheniumkomplexes erkldart werden, wéhrend der Abfall der Fluoreszenz ab einer
Reaktionszeit von 3-4 Stunden durch das Ausfallen von Polymer mit anhaftenden
Rutheniumkomplexen erkldrbar ist. Da die RuPhen3 Konzentration im Uberstand der
zentrifugierten Mizellendispersion nach Zugabe von Proteinase K konstant anstieg, ist davon

auszugehen, dass der Rutheniumkomplex aus den Mizellen freigesetzt wurde.
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Abb. 6. Normalisierte Fluoreszenzintensitiat von mit RuPhen3 beladenen PEG 4-b-PLA 43 Mizellen
in Gegenwart von Proteinase K (blau) und PBS-Puffer (blank; schwarz) (links) und (rechts) die
bestimmte RuPhen3 Konzentration im Uberstand wihrend der Reaktion von mit RuPhen3
beladenen PEG;4-b-PLA 43 Mizellen in Gegenwart von Proteinase K. Der Uberstand wurde nach
dem Zentrifugieren und Entfernen von Mizellen und Polymer mittels Fluoreszenzspektroskopie
untersucht.

Zusitzlich wurde die GroBenverteilung (Abb. 7) der Mizellen vor und nach der Reaktion
mit Proteinase bestimmt, wobei sich eine deutliche Verdnderung zeigte. Nach der Reaktion
mit Proteinase lieBen sich nur kleinere Aggregate (<10 nm) nachweisen, was ebenfalls auf

eine Zersetzung der Vesikelstrukur oder Mizellen hindeutet. Weiterhin konnten in
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Elektronenmikroskopieaufnahmen nach der Reaktion mit Proteinase K keine Mizellen

gefunden werden, was ebenfalls auf die Zersetzung der Mizellen hindeutet.

RuPhen3 loaded PEG, ,-b-PLA, , micelles before (gray)

and after reaction with proteinase K (blue)
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Abb.7: GroBenverteilung (hydrodynamischer Durchmesser) von PEGy4-b-PLA 43 Mizellen vor (grau)
und nach 24 h in Gegenwart von Proteinase K (blau).

Das Aerosolisieren von mit Photosensibilisatoren beladenen Polymervesikeln und- Mizellen
(Aufgabe 2.5) wurde durch Verwendung eines Zerstdubers und anschlieBende
Charakterisierung der aufgefangenen Dispersionen und bespriihten Oberflichen demonstriert.
Die aus 5-10 cm Entfernung besprithten Glassubstrate wurden mittels konfokaler
Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie untersucht. Diese zeigten Fluoreszenzemission
ausgehend von Mizellen oder Vesikel sowie groBBeren Agglomeraten und in der
Elektronenmikroskopie Mizellen und Polymersomen, welche homogen auf der Oberfldche
verteilt zu finden waren.

Die GroBenverteilung von Mizellen und Polymervesikeldispersionen zeigt nach dem
Aerosolisieren und Sprithen auf gereinigte Glassubstrate keine signifikante Verdnderung,
wihrend die Massenkonzentration abnahm. Messungen zur Quantifizierung des
Massenverlustes zeigten einen Masseverlust von 20-40%. Die in Abbildung 8 und 9 gezeigten
zerstdubten Mizellen und Polymersomen zeigten auf den Glassubstraten eine homogene
Verteilung mit wenigen Agglomeraten und konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert

werden.
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Abb. 8: Fluoreszenzmikroskopie- (20 um x 20 um, links) und
Rasterelektronenmikroskopieaufnahme (rechts) von zerstaubten und mit Nil Rot beladenen PEG ;-

b-PLA301 Vesikeln.

Fhucrescance Inkensiy [Crts)

Hﬂs
[

Fluorescence [rtensity [Cris]
B

o

Abb. 9: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen (40 pm % 40 pm links und 20 um x 20 pm rechts) von
mit RuPhen3 beladenen PEG;4-b-PLA 43 Mizellen und PEGy4-b-PLA499 Polymersomen, die durch
Zerstduben auf Glassubstrate aufgebracht wurden.

SOP

Synthese von PEG4-b-PLA, Polymeren (Deliverable 2.1): SOP of established synthesis

and purification routes for block copolymers):
Vor der Synthese wurden der Polyethlyenglykolmonomethylether und das cis-Lactid iiber

Nacht im Vakuumofen (5 mbar, Raumtemperatur) und alle Glasgerdte iiber Nacht im

Trockenofen bei 80 °C getrocknet. Die Schlenk-Apparatur und die Schlenkkolben wurden
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zuvor mit einem Riihrstab im Inneren des Kolbens verbunden und wiederholt unter Vakuum
mit einer HeiBluftpistole ausgeheizt und mit Argon evakuiert.

Die angegebenen Mengen sind exemplarisch fiir ein PEGj4-b-PLA,o Polymer. Der
Polyethylenglykolmethylether (MeO-PEG;4-OH, 5 kDa, 69,4 pumol) wurde zu Zinn(octanoat)
(Sn(oct),, katalytische Mengen, 0,1 mL) unter Rithren und Inertgasatmosphire bei 80 °C
zugegeben. Nach Erhitzen auf 130 °C wurde cis-Lactid (6,94 mmol) zugegeben und das
Gemisch 30 Minuten lang unter Argonatmosphére geriihrt. Anschlieend wurde das Gemisch
auf Raumtemperatur abgekiihlt (r.t.). Der erhaltene Feststoff wurde im Anschluss in
Dichlormethan (DCM, ~20 mL) gelost und in eiskaltem Diethylether (Et,O, mindestens 10 x
Volumen DCM) umkristallisiert. Der Niederschlag setzte sich ab oder wurde 10 Minuten lang
bei 5000 U/min zentrifugiert und das Losungsmittel dekantiert. Der Feststoff wurde erneut in
DCM geldst und weitere 4- bis 6-mal umkristallisiert. AnschlieBend wurde der Feststoff {iber
Nacht in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Um PEGj4-b-PLA-Polymere
mit PLA-Blocken von mehr als 500 Einheiten zu synthetisieren, wurde die Menge des

zugesetzten cis-Lactids um ~15% verringert.

Einkapseln von Photosensibilisatoren und Farbstoffen in PEG;14-b-PLA, Polymere:

I mL der wissrigen Phase (z. B. entionisiertes Wasser oder Farbstofflosung) wurde
tropfenweise in gleichméfBigen-Schritten bei konstanter Flussrate durch eine Spritzenpumpe
zu 1 mL BCP-Losung (30 mg in THF) unter Riihren gegeben. Das triibe Gemisch wurde
weitere 10-12 Stunden geriihrt, bevor 10 mL entionisiertes Wasser zugegeben wurden. Die
Dispersion wurde gegen entionisiertes Wasser dialysiert, sofern nicht anders beschrieben
(MWCO = 50kDa) oder durch Zentrifugieren und Uberstandswechsel von nicht
eingekapselten Photosensibilisatoren oder Farbstoffen befreit. Die Dialysezeit betrug
mindestens 3 Tage in Abwesenheit eines Farbstoffs und > 5 Tage, wenn ein Farbstoff
eingekapselt wurde. Das umgebende Wasser wurde 3 bis 4-mal pro Tag gewechselt und das
umgebende Wasser oder der Uberstand mittels Fluoreszenzspektroskopie auf Farbstoff und

Photosensibilisatoren untersucht.

Die durch Ansatz B erhaltenen Trégersysteme wurden in AP3 in mikrobiologischen Tests

eingehend untersucht. Dabei kam insbesondere der aPDT Komplex RuPhen3 zum Einsatz.
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Die aPDT-Wirkung von reinem RuPhen3 und mit RuPhen3 beladenen Vesikeln und Mizellen
wurde mit einer bekannten Fluoreszenzsonde (SOSG) fiir das gebildete reaktive
Sauerstoffspezies Singulett-Sauerstoff untersucht (s. Abb. 10). Die antibakterielle Aktivitit
gegeniiber planktonischen Kulturen von Pseudomonas aeruginosa (PA) und Staphylococcus
aureus (SA) Laborstimmen und CF-Isolaten wurde entsprechend Aufgabe 3.1 sowohl in
Anwesenheit von mit RuPhen3 beladenen Vesikeln als auch mit reinem RuPhen3 gepriift (s.

Tabelle 5, Abb. 11).

a. b.
OFF ON OFF ON
40000 - 1] unloaded micelles 40000 | unloaded vesicles
| RuPhen3 loaded micelles = RuPhen3 loaded vesicles
S 30000 S 30000
58, 5,
g E
& 20000+ l & 20000 : I
o o
wn [Te]
® 10000 - = ® 10000 -
- u
= = - = 3 =
ol M o mm B oaw ol NN " piw NN min NN mm
no PA PA no PA PA
bacteria ATCC CH2678 bacteria ATCC CH2678

Abb. 10: SOSG-Sonden-Signal zum Nachweis der Singulett-Sauerstoff-Produktion durch a.
unbeladene und RuPhen3-beladene Mizellen in PEG,4-b-PLA 43 (finale [RuPhen3] = 82,55 + 7,70
uM) b. unbeladene und RuPhen3-beladene Vesikel in PEGy4-b-PLA4g9 (finale [RuPhen3] =93,45 +
6,55 uM) ohne Bakterien und in Gegenwart von der Pseudomonas aeruginosa Stimmen PA
ATCC19660 und PA CH2678 in 0,9% NaCl Losung. Die Inkubationszeit der Proben mit den
Bakteriensuspensionen betrug 15 min vor der Zugabe der SOSG-Losung. Die Proben wurden 30 min
lang bei A= 455 nm bestrahlt (ON) oder 30 min lang im Dunkeln inkubiert (OFF).

Die Ergebnisse weisen auf einen essentiellen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies —
insbesondere des hoch bioreaktiven Singulett-Sauerstoffs — durch den beladenen
Photosensbilisator hin, welcher iiber Bestrahlung kontrolliert induziert werden kann. Dies ist
eine wichtige Voraussetzung fiir eine hohe antimikrobielle Wirksamkeit des aPDT-Ansatzes.

In einem nichsten Schritt wurde die antimikrobielle Wirksamkeit der RuPhen3 beladenen
Mizellen und Vesikel auf zwei klinische P. aeruginosa CF-Isolate gepriift. Das Maf fiir die
mikrobielle Wirksamkeit wird im Folgenden als logarithmischer Reduktionsfaktor (LRF)
dargestellt. Bei einer planktonischen Bakterientestkultur mit einer standardisierten
Ausgangskonzentration von 1 x 10° KbE (Kolonie bildenden Einheiten)/ mL bedeutet ein
LRF=3, dass 99,9% der Bakterien abgetitet wurden, also hochstens 1000 lebende Bakterien

verbleiben, was man bereits als effiziente bakterizide Wirkung bezeichnen kann.
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Tabelle 5 zeigt nun, dass die mit RuPhen3 beladenen Mizellen als auch Vesikel nach
Bestrahlung in ihrer antimikrobiellen Wirksamkeit sogar iiber diese bakterizide Wirkung
hinausgehen. Hierbei zeigten Vesikel eine fast 100fach hohere Effizienz als Mizellen
(LRF=5), was bei einer Ausgangskonzentration von 1 x 10° KbE/ mL auf eine fast
vollstindige Abtotung im Rahmen der Nachweisgrenze hindeutet. Mit diesem Ergebnis
konnten wir die antimikrobielle Effizienz des Ansatz B erfolgreich demonstrieren und damit

den Meilenstein 3 erreichen.

Tabelle 5: LRF-Werte der nicht bestrahlten (OFF) und bestrahlten (ON) RuPhen3-beladenen Mizellen
und Vesikel von P. aeruginosa (Laborstamm und CF-Isolat) in 0,9% NaCl im Vergleich zu den nicht
behandelten und nicht bestrahlten Bakterienkontrollkulturen (n=3).

RuPhen3-Loaded
Micelles Vesicles
OFF ON OFF ON
PA ATCC —0.01 4+ 0.03 3154+ 0.23 0.65 4+ 0.22 4.75 +0.23
PA CH2678 0.07 + 0.02 3.40 + 0.51 0.81 £ 0.17 490 +0.17

Um die antimikrobielle Kapazitit und den maximal erreichbaren LRF des aPDT-Ansatzes zu
priifen und so die tatsdchlichen Unterschiede von Mizellen und Vesikeln in Bezug auf ihre
antimikrobielle Wirksamkeit herauszustellen, wurde die Anfangskonzentration der
Bakteriensuspension in der Priiflosung um den Faktor 100 erhoht und erneut der LRF im
Vergleich zur unbehandelten, nicht bestrahlten Bakteriensuspension bestimmt (Abb. 11).

Es hat sich gezeigt, dass wir mit in Vesikeln eingekapseltem RuPhen3 einen LRF>6 erreichen
(Abb. 11). Damit erzielen wir sogar eine antimikrobielle Effizienz, welche die Kriterien einer

Sterilisation erreicht. Entsprechend der urspriinglichen Zielsetzung kann diese schnelle und

effiziente Abtdtung der Bakterien hoch kontrolliert durch gezielte Bestrahlung induziert
werden.

Da die RuPhen3 beladenen Vesikel als Tragermaterial um GréBenordnungen wirksamer
waren als Mizellen, wurden diese fiir alle weiteren Screeningtest mit einer Reihe von CF-PA
Isolate ausgewéhlt. Anhand dieser CF-Isolate (Tabelle 6) wurde dann diejenige RuPhen3
Konzentration ermittelt, die ausreichte, um eine effiziente aPDT Wirkung zu erzielen. Dieser
Schritt war notig, da aufgrund der Diversitdt klinischer Isolate eine hohe Varianz in der aPDT

Effizienz nicht auszuschlieBen war.
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Abb. 11: LRF von a. PA ATCC19669 und b. PA CH2678 (Isolat 5) behandelt mit freiem RuPhen3,
unbeladenen Mizellen, unbeladenen Vesikeln, mit RuPhen3 beladenen Mizellen (PEG4-b-PLA 43,
durchschnittlicher Durchmesser 89 + 44 nm, Massenkonzentration in der Suspension 17.3 = 1,0
mg/mL, [RuPhen3] in der Losung 82.55 = 7.70 uM) und mit RuPhen3 beladenen Vesikeln (PEGy4-b-
PLAg9, durchschnittlicher Durchmesser 74 + 29 nm, Massenkonzentration in der Suspension 17.9 +
0.6 mg/mL, [RuPhen3] in der Losung 93.45 + 6.55 uM) ohne und mit Bestrahlung. Die Proben
wurden 30 min lang bei A= 455 nm bestrahlt (ON) oder 30 min lang im Dunkeln inkubiert (OFF).

Tabelle 6: Liste der gescreenten Pseudomonas aeruginosa CF Isolate.

Isolat Abkiirzung

1 CF592 Iso 1

2 CH2678 Iso 5

3 M70565254 Iso 28
4 MHHO0426 Iso 31
5 MHHO0927 Iso 32
6 MHH15204 Iso 36
7 MHH16530 Iso 38
8 MHH17546 Iso 43
9 MHH17783 Iso 45
10 MHH1883 Iso 46
11 MHH2419 Iso 47
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Fir die getesteten CF-Isolate wurde 25 uM RuPhen3 als Zielkonzentration, die eine
bakterizide Wirkung hat, fiir weitere Tests mit RuPhen3 beladene Vesikel festgelegt. Von den
11 getesteten Isolaten zeigte die aPDT Behandlung nur bei Isolat 43 eine sehr schwache
antimikrobielle Wirksamkeit (Abb. 12, Tabelle 7), fiir 9 der 11 Isolate war die Wirkung von
freiem RuPhen3 bakterizid, darunter 4 Isolate mit LRF>6. Fir RuPhen3 beladene Vesikel
wurden bei 9 von 11 Isolaten liber 99% der Bakterien abgetdtet, zwei Isolate wiesen einen

LRF>4 auf.
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Abb. 12: LRF nach Behandlung mit 25 uM RuPhen3 beladenen Vesikeln und freiem RuPhen3 fiir den
P. aeruginosa Laborstamm ATCC 1996 und 11 weiteren CF-Isolaten in 0.9% NaCl. Die Proben
wurden 30 Minuten lang bei A= 455 nm bestrahlt.

Tabelle 7 berichtet {iber die antimikrobielle Aktivitdt gegeniiber P. aeruginosa entsprechend
des Deliverable D3.1.

Tabelle 7: LRF-Werte von RuPhen3 und mit RuPhen3 beladene Vesikel fiir Pseudomonas aeruginosa
CF-Isolate nach 30-miniitiger Bestrahlung.

PA Isolat LRF nach 30 min Bestrahlung
RuPhen RuPhen3 beladene Vesikel

ATCC1996 6.84 2.43
Iso 1 2.92 0.87
Iso 5 6.92 4.51
Iso 28 4.94 2.84
Iso 31 2.52 3.03
Iso 32 7.07 291
Iso 36 5.10 2.77
Iso 38 4.42 2.07
Iso 43 1.63 -0.06
Iso 45 6.76 5.20
Iso 46 5.84 2.76
Iso 47 5.34 2.12
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Da abgesehen von P. aeruginosa auch Staphylococcus aureus ein klinisch relevantes
Pathogen bei CF ist, wurden die mit RuPhen3 beladenen Vesikel in ihrer aPDT-Effizienz
auch flir 4 klinische S. aureus CF-Isolaten getestet (Tabelle 8), sowie fiir den Laborstamm
RN4220.

Tabelle 8: Liste der getesteten Staphylococcus aureus CF Isolate; n.b.: nicht bekannt; MRSA:
Methicillin resistenter S.aureus, MSSA: Methicillin sensitiver S. aureus

Phénotyp auf Blutagar Antibiotikaresistenz Abkiirzung
nicht-mukoid n. b. Isolat 1
mukoid n. b. Isolat 2
nicht-mukoid MSSA Isolat 208
nicht-mukoid MRSA Isolat 225

Es stellte sich heraus, dass die fiir P. aeruginosa benétigten aPDT-Bedingungen fiir eine gute
antimikrobielle Wirksamkeit gegeniiber S. aureus angepasst werden mussten. Fiir die aPDT
Testung an planktonischen S. aureus Kulturen wurde daher die RuPhen3 Konzentration auf
135 uM erhoht und die Bestrahlungszeit auf 60 min verldngert (Abb. 13). Die antimikrobielle
Effizienz des freien RuPhens war mit diesen Bedingungen vergleichbar zu den
vorangegangenen Tests mit P. aeruginosa, die RuPhen3 beladenen Vesikel erzielten
allerdings nur einen LRF von 1,38-2,36 (Abb.13).

Tabelle 9 berichtet iiber die antimikrobielle Aktivitdt gegeniiber S. aureus entsprechend des
Deliverable D3.1.

Das Potential des PDT Ansatzes wird dadurch unterstrichen, dass alle getesteten S. aureus
Isolate hoch sensitiv gegeniiber dem aPDT-Verfahren sind, selbst wenn es sich um virulentere
mukoide Varianten handelt. Diese sind insbesondere bei chronischen CF-Lungeninfektionen
ein Problem. Auch der Resistenzstatus scheint hier keinen Einfluss auf die antimikrobielle

Wirksamkeit zu haben.
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Abb. 13: LRF nach Behandlung mit 135 pM RuPhen3 beladenen Vesikeln und 135 pL freiem
RuPhen3 fiir S. aureus a. Laborstamm RN4220, b. CF Isolat 1, c. CF Isolat 2, d. CF Isolat 225, und e.
CF Isolat 208. Die Kulturen wurden bei A = 455 nm fiir 30 und 60 min bestrahlt.

Da multiresistente S. aureus also entsprechend dieser Daten keine erhohte Toleranz
gegeniiber den entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies aufweisen, stellt der aPDT Ansatz
eine vielversprechende Alternative bei schwierig behandelbaren MRSA Infektionen dar.

Die antimikrobielle Wirksamkeit fiir RuPhen3 beladene Vesikel fiir S. aureus war allerdings

deutlich herabgesetzt, was mit den enzymresponsiven Eigenschaften der Vesikel erklarbar
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sein konnte. Es ist anzunchmen, dass in P. aeruginosa Kulturen deutlich hohere Protease-

Konzentrationen erzielt werden, was die Freisetzung des RuPhens induziert.

Tabelle 9: LRF-Werte von RuPhen3 und mit RuPhen3 beladene Vesikel fiir eine S. aureus
Laborstamm und CF-Isolate nach 60-miniitiger Bestrahlung.

SA Isolate LRF Werte nach 60 min Bestrahlung
RuPhen RuPhen3 beladene
Vesikel
RN4220 6,48 -0.13
Isolat 1 6.6 1.38
Isolat 2 6.9 1.73
Isolat 225 6.72 1.69
Isolat 208 6.84 2.38

In Aufgabe 3.2 wurde gepriift, ob der aPDT auch in komplexeren Medien, wie dem zdhen
Mukus in der Lunge oder in Biofilmen wirksam ist. In einem ersten Schritt wurde hierzu
artifizielles Sputum-Medium (ASM) hergestellt und das aPDT-Experiment unter Variation
der Bestrahlungszeit mit dem P. aeruginosa Laborstamm ATCC19669 durchgefiihrt. Die in
Abb. 14 dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass in ASM eine lidngere Bestrahlungszeit
ndtig ist, um einen antimikrobiellen Effekt >LRF=6 zu erhalten, wie es in einfacher
Salzlosung moglich ist. Entscheidend fiir die maximal erreichbare antimikrobielle Wirkung ist
hierbei, ob das ASM frisch ist oder schon gealtert. Selbst nach 60-miniitiger Bestrahlung
wurde mit frischen ASM nur ein LRF=2 erzielt. Hierfiir scheinen Komponenten im ASM
verantwortlich zu sein, welche die fiir die antimikrobielle Wirkung verantwortlichen reaktiven
Sauerstoffspezies abfangen, die durch den Alterungsprozess des Mediums offensichtlich

entfernt werden oder diese Eigenschaft verlieren.

20



OFF ON 1 oFf on
= Control = Control
=i 50uM RuPhen 612 s == 50uM RuPhen
6 | ' 6
[T L
@ 4 4 X 4-
| -
257
21 2
1.51
0.95
042 0.51
04 Al = - 0 0.28 R 247 043
0 B .
08 -0.56

3I0 4|5 60 30 45 60
Accumulated irradiation time (min) Accumulated irradiation time (min)

Abb. 14: LRF von mit 50 uM freiem RuPhen3 behandelten P. aeruginosa ATCC 19669 Kulturen in
artefiziellem Sputum-Medium (ASM). a. gealterte ASM Charge Nr. 1 b. frische ASM Charge Nr 2.
Die Kulturen wurden bei A = 455 nm fiir 30, 45 und 60 min bestrahlt.

Das Umgebungsmedium hat also einen entscheidenden Einfluss auf die Wirksamkeit des
iiberpriiften aPDT-Ansatzes.

Auch eine Biofilmkultur stellt gegeniiber der planktonischen Testkultur ein abweichendes
Umgebungsmedium dar, da die Bakterien in Biofilmen nicht vereinzelt, sondern in
Aggregaten vorliegen und zusétzlich eine extrazelluldre polymere Matrix produzieren, welche
die Bakterien vom umgebenden Medium abschirmen.

Die Uberpriifung der aPDT-Effizienz des im Projekt entwickelten Biofilmmodells (Aufgabe
3.2) machte deutlich, dass selbst eine Anpassung der Parameter, wie der Erhohung der
RuPhen3 Konzentration auf 150 pM, zu keiner vergleichbaren antimikrobielle Wirkung fiihrt,
wie sie mit entsprechenden planktonischen Kulturen erreicht wird. Es konnte maximal ein
LRF=1 erreicht werden, was der Abtotung von 90% der Bakterien im Biofilm entspricht
(Abb. 15).

Dies zeigt, dass der aPDT-Ansatz, der alleine auf der Freisetzung des Photosensibilisators
RuPhen3 basiert, unter bestimmten Voraussetzungen, wie sie in vivo vorkommen konnen, ggf.
in seiner Effizienz limitiert sein kann und hier mit Antibiofilm-Funktionalitdten (z. b. Ansatz
A) oder mit Substanzen, die eine Auflésung komplexer Medien wie Sputum oder Biofilm

bewirken, zu kombinieren ist.
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Abb. 15: LRF von 150 pM freiem RuPhen3 fiir P. aeruginosa ATCC 19669 und Isolat 5 Biofilme
nach 30-miniitiger Bestrahlung.

Die hohe antimikrobielle Effizienz der RuPhen3 beladenen Vesikel im planktonischen System
kann dennoch in der Praxis im Anfangsstadium einer Lungeninfektion mit resistenten
Erregern klinisch relevant sein.

Daher wurde gepriift, ob das auf Basis der in vitro antimikrobiellen Tests ausgewéhlte
Material die Voraussetzungen fiir weiterfithrende in vivo Testungen beim franzdsischen
Kooperationspartner erfiillt. Der durchgefiihrte Zytotoxizititstest ergab, dass die RuPhen3
beladenen Vesikel die Zahl der vitalen Zellen nicht reduziert, diese also nicht zytotoxisch
wirken. Es zeichnete sich sogar eine Tendenz ab, dass die Einkapselung von RuPhen3 in
Vesikel den minimal zytotoxischen Effekt von freiem RuPhen3 zusdtzlich reduziert, was

einen wichtigen Vorteil der polymerbasierten Tragersysteme fiir RuPhen3 demonstriert (Abb.

16).
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Abb. 16: Quantifizierung der vitalen NIH 3T3 Fibroblasten mit Hilfe einer Zellzdhlkammer unter
Ausschluss von toten (Trypanblau-positiven) Zellen nach der 48 h langer Behandlung mit unbeladene
und RuPhen3-beladenen  Vesikel (PEG)4-b-PLA4), freiem RuPhen3 und DMSO-
Losungsmittelkontrolle.

Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Die Ergebnisse des Projekts zeigen signifikantes Potenzial fiir konkrete Anwendungen in der
medizinischen Therapie. Es ist jedoch wichtig, dass die Polymere weiteren biologischen
Untersuchungen unterzogen werden. In Zusammenarbeit mit Partnern aus Frankreich sind
bereits Pldne fiir in vivo Tests in Vorbereitung, um die Wirksamkeit und Sicherheit der
Polymersysteme weiter zu validieren. Diese Schritte sind entscheidend fiir die zukiinftige

Verwertung der Ergebnisse und deren Integration in klinische Anwendungen.

Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wiéhrend der Durchfiihrung des Projekts wurden keine Informationen {iber &hnliche
Fortschritte oder Entwicklungen bei anderen Forschungseinrichtungen oder Unternehmen
bekannt. Dies konnte darauf hindeuten, dass das Target Therapy Projekt in diesem

spezifischen Bereich eine Vorreiterrolle einnimmt.
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Veroffentlichungen
Im Rahmen des Projekts wurde bislang eine Publikation veroffentlicht:

Kawaljit Kaur, Max Miiller, Mareike Miiller, Holger Schonherr

Pharmaceutics 2023, 15, 2683.

“Photodynamic Eradication of Pseudomonas aeruginosa with Ru-Photosensitizers
Encapsulated in Enzyme Degradable Nanocarriers”

DOI: 10.3390/pharmaceutics15122683

Weiterhin wurden die Projektergebnisse im Jahr 2023 auf der internationalen Zystische
Fibrose Konferenz im Rahmen eines ePostervotrags préasentiert.

Antimicrobial photodynamic therapy with Ru(ll)-loaded polymer nanocarriers towards
treatment of bacterial lung infections: Proof-of-concept using cystic fibrosis Pseudomonas
aeruginosa isolates, 46th European Cystic Fibrosis Conference (ECSF), Vienna, Austria

(June 2023) oral presentation, ePoster Sessions. EPS9.08

Das ePoster Abstract wurde zudem im renommierten Fachjournal ,,Journal of Cystic Fibrosis*
publiziert.

Kawaljit Kaur, Max Mller, Raphaelle Youf, Tristan Montier, Gilles Lemercier, Holger
Schonherr, Mareike Miller; Antimicrobial photodynamic therapy with Ru(l1)-loaded polymer
nanocarriers towards treatment of bacterial lung infections: Proof-of-concept using cystic

fibrosis Pseudomonas aeruginosa isolates; Journal of Cystic Fibrosis, Volume 22, S. 63.

AuBlerdem wurde eine Erfindungsmeldung verfasst und an die zustindigen Stellen
weitergeleitet, um eine potenzielle Patentanmeldung zu evaluieren. Dariiber hinaus wird
derzeit an weiteren wissenschaftlichen Publikationen gearbeitet, welche die Ergebnisse und

Erkenntnisse des Projekts detailliert darstellen.
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