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Photoaktive hybride Nanomaterialien fiir gezieltes Anbinden,
Markieren und Toten von Antibiotika-resistenten Bakterien™*
Cristian A. Strassert,* Matthias Otter, Rodrigo Q. Albuquerque, Andrea Hone, Yolanda Vida,

Berenike Maier und Luisa De Cola*

Phototherapeutika bieten sich fiir die wirksame Behandlung
von Krebs und Infektionskrankheiten an,'™ wihrend die
Nanotechnologie multifunktionelle Strukturen mit gezielter
Zytotoxizitdt und Markierungsfahigkeit (,,Targeting“) be-
reitstellt.*®! Diese Strukturen miissen sowohl robust und gut
charakterisiert als auch industriell produzierbar sein.! Im
Folgenden beschreiben wir ein multifunktionelles, auf Zeo-
lith L basierendes, hybrides Nanomaterial, das iiber Amino-
gruppen an pathogene und Antibiotika-resistente Bakterien
gezielt bindet, sie mithilfe eines in die Zeolithkanile einge-
lagerten hochfluoreszenten griinen Farbstoffs sichtbar macht
und mithilfe eines auf die Nanopartikeloberfliche aufge-
brachten Photosensibilisator bei Bestrahlung inaktiviert. Die
Wirksamkeit wurde an Antibiotika-resistenten Escherichia-
coli- und Neisseria-gonorrhoeae-Zellen belegt. Hieraus erge-
ben sich faszinierende Moglichkeiten fiir die Entwicklung
einer neuen Generation von Photosensibilisatoren fiir die
Phototherapie.

Zu den Herausforderungen der modernen Pharmokolo-
gie gehoren die Resistenz von Bakterien gegen mehrere
Antibiotika und die Resistenz von neoplastischen Zellen
gegen Chemotherapeutika, die zudem unerwiinschte Neben-
effekte haben. Die photodynamische Therapie (PDT) ist eine
etablierte Methode, um Krebs und die Makuladegeneration
zu behandeln,"? und bietet eine Alternative bei der Be-
handlung Antibiotika-resistenter Bakterien.’! Bei der PDT
erzeugt ein Photosensibilisator bei Bestrahlung mit Licht
zytotoxisches 'O,. Optimal wire es, wenn eine einzige
Struktur entwickelt werden konnte, die gezielte therapeuti-
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sche Wirkung, ausreichende 'O,-Photoproduktion und bild-
gebende Fihigkeiten vereinte.['™

Die Oberflichen von Nanopartikeln wurden mit bio-
kompatiblen Einheiten so modifiziert, dass das Ergebnis
therapeutische, analytische oder bildgebende Materialien
sein sollten.® ¥ Es ist auBerdem bekannt, dass aminomodi-
fizierte Zeolith-L-Mikrokristalle an die Oberfliche von E.-
coli-Zellen binden." Zeolith L ist ein Aluminosilicat, in
dessen Kanile eine Vielzahl an Farbstoffen eingelagert
werden kann.'™! Es ist ein ungiftiger Triiger, der an seiner
Oberfliche und, orthogonal dazu, an den Kanaleingéingen
modifiziert werden kann." Allerdings wurden bislang keine
Versuche unternommen, diese Moglichkeiten fiir therapeu-
tische Zwecke zu nutzen. Phthalocyanine eignen sich ausge-
zeichnet fiir die Entwicklung von Phototherapeutika, da sie
wenig giftig und sehr stabil sind, eine hohe 'O,-Produktion
gewdhrleisten und Licht im ,,therapeutischen Fenster” ab-
sorbieren."*'" Insbesondere wurden Zn"- und Si"*-Phthalo-
cyanine als vielversprechende Photosensibilisatoren unter-
sucht.!”¥1 Auch hier sind Aminogruppen wichtig, um die
biologische Aktivitit der Farbstoffe zu modulieren,'*!! die
mit einer Vielzahl an Strukturen mit interessanten photo-
physikalischen und photobiologischen Eigenschaften ver-
kniipft werden konnen.” ¥ Das Aggregieren dieser Verbin-
dungen ist jedoch ein Nachteil, den es zu vermeiden gilt, um
die photosensibilisierenden Eigenschaften der Makrocyclen
zu nutzen.['”)

Wir haben eine Nanoarchitektur konzipiert, die Fluores-
zenzbildgebung, photosensibilisierende Eigenschaften und
Anhaftung an Zellen vereint (Abbildung 1). Hierzu wurden
Zeolith L-Nanokristalle mit 50 nm in Léange und Durchmes-
ser mit griin emittierendem DXP (N,N'-Bis(2,6-dimethyl-
phenyl)perylen-3,4,9,10-tetracarbodiimid) durch Gasphasen-
austausch beladen." Anschliefend wurden sie mit Tetra-tert-
butyl-substituiertem  Si'*-Phthalocyanindihydroxid  (PC)
durch axiale Verkniipfung des zentralen Si"-Atoms mit OH-
Gruppen der Kristalloberfldche funktionalisiert. Diese An-
bindung und die sterische AbstoBung der fert-Butylgruppen
verhindern die Aggregation der Makrocyclen. Schlielich
wurde die Oberfliche des Zeolithen mit Aminogruppen
eingehiillt, um eine Anbindung an Bakterien zu ermogli-
chen.™

Die Beladung mit DXP wurde unter einem Prozent ge-
halten, um die Bildung von J-Aggregaten in den Zeolithka-
nilen zu vermeiden, da diese die Quantenausbeute der Pho-
tolumineszenz vermindern und eine bathochrome Verschie-
bung der emittierten Wellenlinge verursachen.” Bei einer
solchen Beladung erhélt man eine einheitliche griine Fluo-
reszenz. Wir haben den Bedeckungsgrad der Oberfliche
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Abbildung 1. Aufbau des multifunktionellen Nanomaterials, das genutzt wurde, um Antibiotika-resistente Bakterien gezielt zu markieren und zu
photoinaktivieren. Der Zeolith-L-Nanokristall ist mit dem Emitter DXP (griine Ellipsoide) beladen und seine Oberfliche ist mit dem Phthalocyan-
inderivat PC (rote Ellipsoide) und Aminogruppen (blaue Ellipsoide) funktionalisiert, wobei letztere die Anbindung an Bakterien erméglichen.
Rechts ist die Anbindung der funktionellen Gruppen an das Zeolith-L-Netzwerk verdeutlicht.

unter der Annahme, dass die Zeolithe eine zylindrische Form
mit 50 nm Hohe und 50 nm Durchmesser haben, durch fluo-
reszenzspektroskopische Untersuchungen auf 17 x 10* PC-
Molekiile pro Kristall geschétzt. Allerdings wird hierbei die
effektive Kristalloberfliche unterschitzt, da diese Uneben-
heiten und Terrassen aufweist. Die Fliche eines einzelnen
PC-Molekiils betrigt 2 nm? sodass auf einem idealisierten,
zylindrischen Zeolith-L-Nanokristall (dessen Oberflédche ca.
12000 nm? betrigt) 6x 10° Molekiile gebunden werden
konnen. Dieser Wert ist kleiner als der experimentell erhal-
tene Wert, liegt aber in der gleichen Groéenordnung und
deutet darauf hin, dass die tatsdchliche Oberfliche des Na-
nokristalls groBer ist. In jedem Fall ist der groBte Teil der
Oberfldche mit PC bedeckt, was zur photobiologischen Effi-
zienz beitrigt (siche unten).

Die photophysikalischen Eigenschaften sind in Abbil-
dung 2 dargestellt, welche die Anregungs- und Emissions-
spektren der hybriden Systeme sowie fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahmen zeigt. In Abbildung2a ist neben den
charakteristischen Emissions- und Anregungsspektren von
DXPP auch die griine Fluoreszenz der Probe, die nach der
DXP-Anregung erhalten wird, zu sehen. Abbildung 2b zeigt
die markanten Anregungs- und Emissionsspektren von
PC?*2!l zusammen mit einem Mikroskopiebild seiner roten
Fluoreszenz, was beweist, dass die Zeolith-L-Oberfldche die
Bildung von PC-Aggregaten verhindert. Ein zusitzliches
Experiment mit 4 um langen Zeolithkristallen ergab, dass
nach der PC-Anregung nur an den mit PC funktionalisierten
Kristallen eine helle rote Lumineszenz beobachtet werden
konnte. Ungebundenes PC verblieb in seiner Form als
nichtfluoreszierende griine Kristalle (Abbildung S1).
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Beim Aufzeichnen der PC-Emission (Abbildung 2b) sind
im Anregungsspektrum lediglich die Soret- und die Q-Bande
des Makrocyclus zu sehen (es wird keine DXP-Absorption
detektiert). Es findet also kein Elektronenenergietransfer
von DXP zu PC statt, eine Konsequenz der elektronischen
Entkopplung zwischen dem Choromophor im Zeolith-L-
Kanal und dem Chromophor, das auf der Oberfliche ge-
bunden ist.'>*) Beide Farbstoffe stellen unabhingige photo-
physikalische Markierungen dar, die einzeln detektiert und
adressiert werden konnen, was die Verwendung von DXP als
internen Standard zur Beobachtung der Bakterien moglich
macht.

Abbildung 2 ¢ demonstriert, dass nach der PC-Anregung
bei 670 nm eine intensive Emission mit einem Maximum bei
1275 nm erhalten wird, die mit der charakteristischen Phos-
phoreszenz von 'O, iibereinstimmt.?*?! Das zugehorige An-
regungsspektrum wurde durch Analyse der Emission bei
1275 nm erhalten, und es reproduziert die Soret- und die Q-
Bande des Makrocyclus (vgl. Abbildung 2b), womit bewiesen
ist, dass nur PC fiir die Erzeugung von 'O, verantwortlich ist.
Durch Zugabe des 'O,-Fingers DABCO (1,4-Diazabicyclo-
[2.2.2]octan) wurde die Emission bei 1275 nm komplett un-
terdriickt. AuBerdem konnte keine 'O,-Photoproduktion
beobachtet werden, wenn die Nanokristalle nicht mit PC
funktionalisiert waren.

Ein Stamm E. coli, der Resistenz gegen Chloramphenicol
zeigt, wurde als biologisches Modell genutzt. Die Photoin-
aktivierung Gram-negativer Bakterien ist schwieriger, da eine
zusitzliche duBere Membran vorhanden ist, die Lipopoly-
saccharide enthélt und die die Bakterien resistenter gegen
herkémmliche photosensibilisierende Medikamente macht.”!
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Abbildung 2. Anregungs- (gepunktete Linien) und Emissionsspektren
(durchgezogene Linien) von DXP (a; A, =620, 4,,, =480 nm), von PC
(b; Aem=750, A,,,=630 nm) sowie von PC und 'O, (c; e = 1275,
Aanr =670 nm), jeweils in einer Suspension des Nanomaterials in
CH,Cl,. Die Fluoreszenzmikroskopiebilder wurden mit einer Anre-
gungswellenlinge von 420-490 nm (a) oder 575-630 nm (b) aufge-

nommen.

Mit aminofunktionalisiertem Nanomaterial konnten die FE.-
coli-Zellen markiert werden, wie auf den Mikroskopiebildern
zu erkennen ist (Abbildung 3a,b und Abbildung S2). Die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von markier-
ten E.-coli-Bakterien beweisen das Anbinden des hybriden
Nanomaterials. Hierbei stellen die Aminogruppen eine ef-
fektive Verankerung mit der Bakterienoberflache durch ihre
Fahigkeit, Wasserstoffbriickenbindungen sowie elektrostati-
sche Bindungen aufzubauen, sicher. Die Messung des Zeta-
Potentials (Tabelle S1) beweist, dass die aminofunktionali-
sierten Zeolithkristalle positiv geladen sind, was die Anbin-
dung an die negativ geladenen Membranen der Bakterien
begiinstigt. Zeolithkristalle ohne Aminogruppen dagegen
haben ein negatives Zeta-Potential, weshalb bei ihnen keine
Anheftung an die negativ geladenen Oberfldchen der Bak-
terien auftritt. Dies wurde durch Fluoreszenzmikroskopie
und REM-Analyse bestitigt (Abbildung 3e,f).

Um die photobiologische Aktivitidt zu untersuchen, wurde
eine photodynamische Behandlung durchgefiihrt. Dazu
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Abbildung 3. Wechselwirkung zwischen dem hybriden Nanomaterial
und E.-coli-Zellen in PBS (=isotone, mit Phosphat gepufferte Kochsalz-
18sung). WeiRlichtmikroskopie-, Fluoreszenzmikroskopie- (1,, =470
490 nm) und Rasterelektronenmikroskopie (REM)-Bilder der Bakterien,
die mit aminofunktionalisiertem Nanomaterial (a,b,c) bzw. nichtami-
nofunktionalisiertem Nanomaterial (d,e,f) behandelt wurden. Der ver-
groRerte Einschub in (c) zeigt an einem Ausschnitt des Bakteriums,
wie das Nanomaterial anhaftet. Ein Vergleich der linken und rechten
Bilder belegt den Targeting-Effekt der Aminogruppen (fiir Details siehe
Text).

wurde eine Suspension von E.-coli-Zellen mit dem hybriden
Nanomaterial 2.5 h lang mit Licht zwischen 570 und 900 nm
bestrahlt (Bestrahlungsdichte 3 mWcm™2). In diesem Spek-
tralbereich wird nur PC angeregt, um 'O, zu produzieren,
wodurch verhindert wird, dass DXP in den Kanilen durch
Photobleichen zerstort wird. In Abstédnden von 30 min wurde
eine Probe mit Propidiumiodid (PT) versetzt. Dieser Farbstoff
durchdringt selektiv die Membranen von toten Zellen, die
wegen ihres gednderten Membranpotentials fiir ihn permea-
bel werden, und emittiert wegen seiner Interkalation mit
DNA stark rot.’”) Abbildung 4a zeigt Fluoreszenzmikrosko-
piebilder der E.-coli-Zellen, die mit dem hybriden Nanoma-
terial markiert wurden, wéhrend der photodynamischen Be-
handlung. Der fortschreitende Zelltod wird am Farbwechsel
deutlich: Die lebenden Zellen zeigen die griine Fluoreszenz
der DXP-Markierung, die inaktivierten Zellen die rote
Fluoreszenz von PI.

Fine Quantifizierung der toten Bakterien als Funktion
der Bestrahlungszeit bietet Abbildung 4b; sie wurde durch
Analyse der WeiBlicht- und Fluoreszenzmikroskopiebilder
wihrend der photodynamischen Behandlung erhalten. Nur
das Zusammenspiel von Bestrahlung und PC-Funktionali-
sierung fiithrte zu einer erfolgreichen Photoinaktivierung der
Zellen, was den photodynamischen Effekt beweist. Ohne PC
oder ohne Bestrahlung trat kein signifikanter Zelltod ein. Die
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Abbildung 4. a) Zeitraffer-Fluoreszenzmikroskopiebilder der Chloram-
phenicol-resistenten E.-coli-Zellen wihrend einer photodynamischen
Behandlung in PBS, aufgenommen mit einer Anregungswellenlinge
von 470-490 nm. Die griine Emission stammt vom DXP-gefiillten Na-
nomaterial, die rote vom PI-DNA-Komplex, der nur in den toten Bakte-
rien entsteht. Anteil an b) inaktivierten E.-coli- und c) inaktivierten N.-

gonorrhoeae-Zellen als Funktion der Zeit und der Versuchsbedingun-
gen.

photodynamische Inaktivierung war nach 2 h vollstindig
(95%), was einer Lichtdosis von 27 Jcm™ entspricht. Dies ist
weniger als in der Literatur beschrieben.”® Vergleichbare
Ergebnisse wurden an einem Stamm pathogener und Tetra-
cyclin-resistenter N.-gonorroeae-Zellen erhalten, bei dem die
Inaktivierungseffizienz ebenfalls bei 95% lag (Abbil-
dung 4c¢).

Zusammenfassend betrachtet haben wir ein innovatives
Werkzeug zur Anwendung in der Phototherapie entwickelt.
Es nutzt eine multifunktionelle Nanoarchitektur, die auf der
Zeolith-L-Plattform basiert. Ihr robuster Aufbau ist durch die
Verwendung von industriellen Standardchromophoren und
einem gut definierten festen Substrat leicht herzustellen. Wir
konnten beweisen, dass das hybride Nanomaterial effizient
!0, produziert und an bakteriellen Oberflichen anhaftet, was
zu gezielter Markierung und Photoinaktivierung von Anti-
biotika-resistenten Bakterien fithrt. Diese Ergebnisse eroff-
nen faszinierende Moglichkeiten fiir die photodynamische
Behandlung infektioser und neoplastischer Erkrankungen
und lésst auf die Entwicklung einer dritten Generation von
Photosensibilisatoren fiir die PDT hoffen.
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