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Schlussbericht 

 

Universität Siegen, Physikalische Chemie I 

Vorhabensbezeichnung: Zielgerichtete Bekämpfung pathogener Bakterien in der Lunge durch 
photodynamische Therapie (TARGET-THERAPY) (01KI2136) 

Projektlaufzeit: 1. April 2021 bis 31. März 2024 

 
Sachbericht Teil I - Kurzbericht 

 

Ursprüngliche 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 für ihre Fähigkeit, bei 
Lichtaktivierung reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu erzeugen, was sie für 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, zukünftig adressieren zu können.  
 
Die Hauptziele des Target Therapy Projekts umfassten: 

 Synthese verschiedener aPDT-Ruthenium-Komplexe, 
 Entwicklung von Copolymeren auf Basis von Hydroxyethylacrylamid mit aPDT-Funktionen 

zur Verbesserung der Biokompatibilität und antifouling-Eigenschaften (Ansatz A), 
 Entwicklung von amphiphilen Blockcopolymeren zur Verkapselung von aPDT-Ruthenium-

Komplexen durch Mizell- bzw. Vesikelbildung bei gleichzeitiger Verbesserung der 
Biokompatibilität und antifouling-Eigenschaften (Ansatz B), 

 Untersuchung der aPDT Eigenschaften dieser Trägersysteme mit relevanten 
Bakterienstämmen, 

 Bewertung der synthetisierten Polymere und Trägersysteme hinsichtlich ihrer Effizienz bei 
der ROS-Erzeugung und ihrer antibakteriellen Aktivität. 

 

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 für die Aufnahme in Polymersysteme zu 
bewerten. 

2. Entwicklung von Copolymeren (Ansatz A): Hydroxyethylacrylamid wurde als 
Hauptcomonomer ausgewählt, um Biokompatibilität zu gewährleisten. Die aPDT-
Ruthenium-Komplexe wurden über zwei Synthesestrategien in das Polymergerüst 
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 Fähigkeit zur ROS-Erzeugung und ihre antibakterielle Wirksamkeit zu bewerten. 
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4. Entwicklung von amphiphilen Polylactid (PLA) Blockcopolymeren (Ansatz B): 
Ringöffnende Polymerisation (ROP) von cis-Lactid unter Verwendung eines 
Polyethylenglycol (PEG) Makroinitiators.  

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

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

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

 

Wesentliche Ergebnisse und Zusammenarbeit 

1. Erfolgreiche Synthese von aPDT-Ruthenium-Komplexen: Mehrere Ruthenium-Komplexe 
wurden synthetisiert, die Stabilität und Kompatibilität mit den Polymersystemen zeigten. 

2. Effektive Polymerisationstechniken (Ansatz A): Sowohl durch die direkte 
Copolymerisation als auch durch die Postpolymerisationsmodifikation konnten die aPDT-
Ruthenium-Komplexe erfolgreich an das Polymergerüst gekoppelt werden. 

3. 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 französischen Partnern durchgeführt, 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 zukünftige Forschungsrichtungen zu definieren. 

4. Optimierung der Polymersysteme (Ansatz A): Verschiedene Formulierungen wurden 
synthetisiert und optimiert, was zur Identifizierung des vielversprechendsten 
Polymerkandidaten für weitere Tests führte. 

5. 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. 

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

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

8. Die Trägersysteme aus Ansatz B eignen sich zur Verabreichung in einem Aerosol zur 
zukünftigen 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 
Trägersysteme (Ansatz B) ebnet den Weg für innovative therapeutische Strategien.  
Die nachgewiesene Fähigkeit sowohl der aPDT Komplex enthaltenden Polymere als auch der 
aPDT Komplex-beladenen Trägersysteme, ROS zu erzeugen und relevante antibakterielle 
Eigenschaften aufzuweisen, deutet auf mögliche Anwendungen bei der Behandlung von 
bakteriellen Infektionen und auch Krebs hin.  
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Sachbericht Teil II 

 

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“ durchgeführten Arbeiten ausführlich 

erläutert.  

Die synthetischen Ansätze zur Erzeugung von Polymer-basierten Systeme zur Verabreichung 

von antibakteriellen photodynamisch therapeutischen (aPDT) Agenzien über Aerosole zur 

Bekämpfung 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) führten zu vielversprechenden Resultaten, die in einer 

Patentschrift zur Anmeldung als Patent münden. Die inhaltliche Darstellung der Arbeiten und 

die erzielten Ergebnisse sind daher nicht im vorliegenden Bericht aufgeführt. Meilenstein 1 

und alle dem AP zugehörigen Deliverables wurden erreicht. 

 

 

Arbeitspaket 2 
 

In AP2 (Ansatz B) wurde zunächst die in Aufgabe 2.2 beschriebene Synthese von Block-

Copolymeren bestehend aus Polyethylenglykol (PEG) und Polymilchsäure (PLA) (Abb. 1) 

mit systematisch variierten Blocklängen so optimiert, dass nach Aufreinigung kein Monomer 

im 1H-NMR-Spektrum erkennbar ist und das Verhältnis von PEG und PLA sich nach 

weiteren Aufreinigungszyklen im 1H-NMR-Spektrum und in der thermogravimetrischen 

Analyse nicht verändert. Thermogravimetrische Analyse (TGA) wurde ergänzend zur NMR-
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Das Beladen von Polymervesikeln und- Mizellen mit Photosensibilisatoren gemäß Aufgabe 2-

3 in der Vorhabenbeschreibung erfolgte mit kommerziell verfügbaren Ruthenium-Komplexen 

sowie neuartigen Komplexen, die von Projektpartner 3 aus Reims erhalten wurden. Versuche 

ohne Rutheniumkomplexe zeigten, dass sich über die Solvent-Shift-Methode Mizellen und 

Polymersomen mit einem hydrodynamischen Durchmesser von etwa 30 bis 230 nm herstellen 

lassen. Die hergestellten Trägersysteme 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 abhängig vom verwendeten Block-Copolymer. 

Polymere (nomineller 
Polymerisationsgrad) 

Hydrodynamischer 
Durchmesser [nm] 

 
 (DLS) 

PEG114-b-PLA50 35 (± 12) 
PEG114-b-PLA100 31 (± 9) 
PEG114-b-PLA150 79 (± 22) 
PEG114-b-PLA200 78 (± 24) 
PEG114-b-PLA300 76 (± 27) 
PEG114-b-PLA400 100 (± 27) 
PEG114-b-PLA500 108 (± 35) 
PEG114-b-PLA1000 95 (± 31) 

 

 

Das Einkapseln der hydrophilen Rutheniumkomplexe und des lipophilen Modellfarbstoffs 

Nilrot zeigte zudem, dass die Größenverteilung der hergestellten Nanocontainer stark von den 

eingekapselten Molekülen bzw. Komplexen beeinflusst wurde. Die Dispersionen mit 

eingekapselten Rutheniumkomplexen behielten auch nach Dialyse, Filtration und 

Aufreinigung durch Wechsel des Überstands eine charakteristische Färbung sowie die für den 

Komplex spezifische Absorptions- und Fluoreszenzspektren. Die Konzentration an 

eingekapselten hydrophilen Rutheniumkomplex (z.B. RuPhen3) konnte durch Vergleichen 

der Fluoreszenzspektren von verdünnten Dispersionen mit Lösungen der Komplexe mit 

bekannter Konzentration und mittels ICP-MS/OES abgeschätzt werden. ICP-MS und 

Fluoreszenz Messungen zeigten außerdem, dass die höchsten Konzentrationen an 

eingekapselten Ruthenium-Komplex mit den Polymeren PEG114-b-PLA143 und PEG114-b-

PLA499 erzielt wurden (Tabelle 3).  
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Tabelle 2: Größe und Beladung der hergestellten mit RuPhen3 beladenen Trägersysteme. 

Polymere  Hydrodynamischer 
Durchmesser [nm] 

 

Ru-
Konzentration 

[𝝁M] 

Ru- 
Konzentration 

[𝝁M] 
 (DLS) (ICP-MS/OES) (Fluoreszenz) 

PEG114-b-PLA143 86 ± 34 64.7 ± 1.8 54.0 ± 1.8 
PEG114-b-PLA499 73 ± 22 16.7 ± 0.4 15.5 ± 0.5 

 

 

Eine Erhöhung der Ruthenium-Komplex Konzentration während der Herstellung der 

Nanocontainer (B2) führte nur zu einer geringfügigen Erhöhung der eingekapselten 

Rutheniumkonzentration um 6% für PEG114-b-PLA143 bzw. 14% für PEG114-b-PLA499 im 

Vergleich zur Referenz mit halber Ausgangskonzentration (B1) wie in Abb. 3 dargestellt ist. 

Die Effizienz der Einkapselung konnte durch Erhöhung der Einwaage von 1mg/mL bis 

5mg/mL Ruthenium-Komplex nicht weiter erhöht werden.  

Die Stabilität der mit Ru-Komplexen beladenen Mizellen und Polymersomen wurde durch 

wiederholte Bestimmung der Rutheniumkonzentration in Dispersionen und in Überständen 

nach Zentrifugieren, sowie durch DLS-Messungen zur Bestimmung der Größenverteilung in 

regelmäßigen Abständen untersucht (Aufgabe 2.4). Dabei zeigte sich keine Veränderung der 

Größenverteilung innerhalb von 8 Monaten sowie keine Veränderung der 

Rutheniumkonzentration in Dispersion innerhalb von 8 Monaten für die betrachteten 

Mizellen- und Polymersomen-Dispersionen. Weiterhin wurde untersucht ob eingekapselte 

Rutheniumkomplexe aus den Nanocontainer diffundieren. Dazu wurden die Dispersionen 

über 2 Monate im Abstand von 3 bis 7 Tagen zentrifugiert und die Fluoreszenzintensität bei 

der charakteristischen Wellenlänge des verwendeten Komplexes im Überstand gemessen. 

Dieser zeigte auch nach 2 Monaten keine Erhöhung der Rutheniumkonzentration oberhalb der 

Nachweisgrenze im Überstand. 
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zuvor mit einem Rührstab im Inneren des Kolbens verbunden und wiederholt unter Vakuum 

mit einer Heißluftpistole ausgeheizt und mit Argon evakuiert. 

Die angegebenen Mengen sind exemplarisch für ein PEG114-b-PLA200 Polymer. Der 

Polyethylenglykolmethylether (MeO-PEG114-OH, 5 kDa, 69,4 μmol) wurde zu Zinn(octanoat) 

(Sn(oct)2, katalytische Mengen, 0,1 mL) unter Rühren und Inertgasatmosphäre bei 80 °C 

zugegeben. Nach Erhitzen auf 130 °C wurde cis-Lactid (6,94 mmol) zugegeben und das 

Gemisch 30 Minuten lang unter Argonatmosphäre gerührt. Anschließend wurde das Gemisch 

auf Raumtemperatur abgekühlt (r.t.). Der erhaltene Feststoff wurde im Anschluss in 

Dichlormethan (DCM, ~20 mL) gelöst und in eiskaltem Diethylether (Et2O, mindestens 10 x 

Volumen DCM) umkristallisiert. Der Niederschlag setzte sich ab oder wurde 10 Minuten lang 

bei 5000 U/min zentrifugiert und das Lösungsmittel dekantiert. Der Feststoff wurde erneut in 

DCM gelöst und weitere 4- bis 6-mal umkristallisiert. Anschließend wurde der Feststoff über 

Nacht in einem Vakuumofen bei Raumtemperatur getrocknet. Um PEG114-b-PLAx-Polymere 

mit PLA-Blöcken von mehr als 500 Einheiten zu synthetisieren, wurde die Menge des 

zugesetzten cis-Lactids um ~15% verringert. 

 

Einkapseln von Photosensibilisatoren und Farbstoffen in PEG114-b-PLAx Polymere:  

1 mL der wässrigen Phase (z. B. entionisiertes Wasser oder Farbstofflösung) wurde 

tropfenweise in gleichmäßigen-Schritten bei konstanter Flussrate durch eine Spritzenpumpe 

zu 1 mL BCP-Lösung (30 mg in THF) unter Rühren gegeben. Das trübe Gemisch wurde 

weitere 10-12 Stunden gerührt, bevor 10 mL entionisiertes Wasser zugegeben wurden. Die 

Dispersion wurde gegen entionisiertes Wasser dialysiert, sofern nicht anders beschrieben 

(MWCO = 50 kDa) oder durch Zentrifugieren und Überstandswechsel 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 Überstand mittels Fluoreszenzspektroskopie auf Farbstoff und 

Photosensibilisatoren untersucht. 

 

 

 
 

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

eingehend untersucht. Dabei kam insbesondere der aPDT Komplex RuPhen3 zum Einsatz. 
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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 für 4 klinische S. aureus CF-Isolaten getestet (Tabelle 8), sowie für 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 
 

Phänotyp auf Blutagar Antibiotikaresistenz Abkürzung 
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 für P. aeruginosa benötigten aPDT-Bedingungen für eine gute 

antimikrobielle Wirksamkeit gegenüber S. aureus angepasst werden mussten. Für die aPDT 

Testung an planktonischen S. aureus Kulturen wurde daher die RuPhen3 Konzentration auf 

135 µM erhöht und die Bestrahlungszeit auf 60 min verlängert (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 über die antimikrobielle Aktivität gegenüber S. aureus entsprechend des 

Deliverable D3.1. 

 

Das Potential des PDT Ansatzes wird dadurch unterstrichen, dass alle getesteten S. aureus 

Isolate hoch sensitiv gegenüber 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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sein könnte. Es ist anzunehmen, dass in P. aeruginosa Kulturen deutlich höhere Protease-

Konzentrationen erzielt werden, was die Freisetzung des RuPhens induziert. 

 
 
Tabelle 9: LRF-Werte von RuPhen3 und mit RuPhen3 beladene Vesikel für eine S. aureus 
Laborstamm und CF-Isolate nach 60-minütiger 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 geprüft, ob der aPDT auch in komplexeren Medien, wie dem zähen 

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 durchgeführt. Die in 

Abb. 14 dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass in ASM eine längere Bestrahlungszeit 

nötig ist, um einen antimikrobiellen Effekt >LRF=6 zu erhalten, wie es in einfacher 

Salzlösung möglich ist. Entscheidend für die maximal erreichbare antimikrobielle Wirkung ist 

hierbei, ob das ASM frisch ist oder schon gealtert. Selbst nach 60-minütiger Bestrahlung 

wurde mit frischen ASM nur ein LRF=2 erzielt. Hierfür scheinen Komponenten im ASM 

verantwortlich zu sein, welche die für die antimikrobielle Wirkung verantwortlichen reaktiven 

Sauerstoffspezies abfangen, die durch den Alterungsprozess des Mediums offensichtlich 

entfernt werden oder diese Eigenschaft verlieren.  
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Veröffentlichungen 
 

Im Rahmen des Projekts wurde bislang eine Publikation veröffentlicht:  
 

Kawaljit Kaur, Max Müller, Mareike Müller, Holger Schönherr 

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 präsentiert.  

Antimicrobial photodynamic therapy with Ru(II)-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 Müller, Raphaelle Youf, Tristan Montier, Gilles Lemercier, Holger 

Schönherr, Mareike Müller; Antimicrobial photodynamic therapy with Ru(II)-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. 

 

Außerdem wurde eine Erfindungsmeldung verfasst und an die zuständigen Stellen 

weitergeleitet, um eine potenzielle Patentanmeldung zu evaluieren. Darüber hinaus wird 

derzeit an weiteren wissenschaftlichen Publikationen gearbeitet, welche die Ergebnisse und 

Erkenntnisse des Projekts detailliert darstellen. 


