Untersuchungen zur Einzelzellerwirmung durch Nanopartikel hoher Wirmeleistung im
alternierenden Magnetfeld

Die Behandlung von Tumorerkrankungen ist ein weites Forschungsfeld. Neben etablierten
Methoden werden im zunehmenden Malle alternative Verfahren erprobt, unter ihnen die
Behandlung mit iiberhohten Temperaturen. Das Ziel der therapeutischen Hyperthermie ist,
gezielt maligne Gewebe zu zerstdren und umliegende gesunde Strukturen zu schonen. Ein
besonderes Interesse gilt kleinen, disseminierten Metastasen, die mit géngigen Methoden
kaum therapierbar sind. Aufgrund von Wirmeleitung ist es gerade bei kleinen Arealen
schwer, eine selektive Temperaturerhohung gegeniiber der Umgebung zu erzielen.

Das Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, experimentell zu kldren, ob eine einzelne Zelle
gegeniiber ihrer Umgebung von innen selektiv erwirmt werden kann. Fiir die Erwdrmung
wurden magnetische Nanopartikel verwendet, die vermittelt durch alternierende Magnetfelder
Wirme erzeugen. Die Partikel sollten in Tumorzellen geschleust werden und die Wérme im
Innern der Zellen bereitstellen. Unter diesen Bedingungen war die kontrovers diskutierte
Frage zu kliren, ob sich einzelne Zellen von innen effektiver erwidrmen lassen als von auf3en.
Zu diesem Zweck sollten magnetische Nanopartikel, die eine intrazelluldare Erwéarmung
vermitteln konnen, in Zellen geschleust werden. Die Wirmeerzeugung wiirde anschliefend
durch Wechselwirkung mit hochfrequenten alternierenden Magnetfeldern erfolgen. Sowohl
fiir die eingesetzten Nanopartikel als auch fiir das Magnetfeld waren Parameter zu ermitteln,
die eine effektive, aber fiir gesundes Gewebe ertrigliche Behandlung ermoglichen.

Fiir die Arbeit wurde ein kommerzielles und biokompatibles Ferrofluid aus Eisenoxid
verwendet, welches durch magnetische Separation in vier Fraktionen aufgeteilt wurde. Die
GroBenverteilung der Partikel in den einzelnen Fraktionen wurde mittels
Atomkraftmikroskopie eingehend untersucht. Die in den Fraktionen auftretenden Partikel
unterscheiden sich deutlich in ihren physischen Eigenschaften und ermoglichten daher die
Untersuchungen der Relaxationsprozesse, die fiir die Wirmeerzeugung im magnetischen
Wechselfeld verantwortlich sind.

Der Aufbau eines in Frequenz und Amplitude variablen Magnetfeldgenerators bildete die
Grundlage fiir kalorimetrische Bestimmungen der Wirmeleistung in Abhingigkeit von
Partikelgroe, Frequenz und Feldstirke. Zur Erwdrmung trugen merklich nur zwei der vier
Fraktionen bei, welche aggregierte Partikel mit Durchmessern > 15 nm enthielten. Fiir diese
wurde ein anndhernd linearer Zusammenhang zwischen der Frequenz des Magnetfeldes und
der Wirmeleistung der Partikel gefunden. Dabei war die Verlustleistung bei frei beweglichen
Teilchen unabhingig von der Frequenz etwa zweimal so grofl wie bei immobilisierten
Teilchen. Dieser Befund ist im Kontext einer vermuteten brownschen Relaxation nicht
plausibel. Zur Erkldrung wurden Strukturbildungseffekte im Hochfrequenzfeld diskutiert, die
durch Messungen der magneto-optischen Doppelbrechung unter diesen Bedingungen
bekriftigt wurden. Untersuchungen zur Feldstirkeabhéangigkeit der Verlustleistung ergaben
unterschiedliche funktionelle Abhédngigkeiten fiir die einzelnen Partikelspezies. Das Verhalten
der grofiten Partikel zeigte Abweichungen von echtem Superparamagnetismus, dir durch
einen intermedidren Zustand zu stabilem Ferromagnetismus erkldrt werden konnen.

Aus Magnetisierungskurven bei tiefen Temperaturen wurde der Beitrag von
Hystereseverlusten abgeschitzt. Diese grenzten sich in ihrem Betrag deutlich von
kalorimetrisch ermittelten Verlusten ab, weshalb der Grofteil der Wirmeleistung den
Relaxationsverlusten, speziell dem néelschen Mechanismus zugesprochen wurde. Diese
Vermutung lie sich durch Abschédtzung der Verluste aus der Partikelgroenverteilung und



durch Vergleich mit Messungen der komplexen Suszeptibilitit erhirten. Die Temperatur-
abhidngige Magnetrelaxometrie diente als neuartige Methode der einfachen Beurteilung des
Erwidrmungspotentials von Partikeln in magnetischen Wechselfeldern. Zur exakten
Beschreibung von Verlusten miissen allerdings Eingangsparameter wie die Verteilung und die
Temperaturabhingigkeit der Anisotropieenergiedichte genau beschrieben werden.

Im Gegensatz zur kalorimetrischen Bestimmung der Wéirmeleistung sind sowohl die
Berechnung aus der PartikelgroBenverteilung gemidl3 gidngigen Theorien als auch die
Extrapolation der gemessenen komplexen Suszeptibilitit zu hohen Feldstirken fehlerbehaftet.
Die letzte bietet zusammen mit temperaturabhingigen Relaxationsmessungen jedoch den
Vorteil einer schnellen Ubersichtsmessung iiber ein groBes Frequenz- bzw.
Temperaturspektrum und ermoglicht damit zumindest eine halbquantitative Beschreibung des
Erwirmungspotentials von Ferrofluiden.

Fiir die Planung einer beabsichtigten Therapie und weiterfithrender Studien wurde aus den
Ergebnissen die Forderung abgeleitet, im limitierenden Produkt aus Feldstirke und Frequenz
des Magnetfeldes einer hohen Feldstirke den Vorzug gegeniiber der Frequenz zu geben.

Alle untersuchten Zelllinien nahmen die Nanopartikel unspezifisch auf, wobei das Ausmal}
der Interaktion zwischen den Zelllinien variierte. Die Interaktion war auch abhédngig von der
Konzentration der Nanopartikel und von der chemischen Struktur der Hiille. In den Zellen
wurden Eisengehalte von maximal 500 pg gemessen. Die Teilchen wurden durch Endozytose
aufgenommen und in der unmittelbaren Umgebung der Zellkerne abgelagert. Farbstoffe, die
zur Markierung der Partikel kovalent an deren Hiillen gebunden waren, fanden sich teilweise
im Zellkern wieder. Eine Trennung der Hiille von den Partikeln in terminalen Endosomen ist
sehr wahrscheinlich. Die anschlieBende endosomale Freisetzung ist Voraussetzung fiir die
beobachtete Translokation der Farbstoffe in die Zellkerne.

Die thermische Empfindlichkeit der eingesetzten Tumorzellen wurde im Wasserbad
untersucht. Alle Zelllinien zeigten eine hohe Thermotoleranz. Erst ab Temperaturen von
46 °C konnte eine deutliche Abnahme der Zellvitalitdt beobachtet werden. Etwa 10% der
Zellen wurden bei Temperaturen bis 51 °C iiber eine Stunde nicht beeinflusst, woraus eine
Zellzyklus-abhingige Schiddigung abgeleitet wurde. Die Dezimalreduktionswerte in einer
initialen Phase der Schidigung betrugen bei 46,5 °C zwischen zehn Minuten und vier
Stunden. Léngere Inkubationszeiten als 30 Minuten resultierten nicht in einer gesteigerten
Zytotoxizitét.

Fiir die magnetisch ermittelte Einzelzell-Hyperthermie wurden Zellen mit einem Eisengehalt
von etwa 5 pg bis 100 pg eingesetzt. An Einzelzellen mit méBiger thermischer Empfindlich-
keit konnte kein schddigender Effekt durch intrazelluldr erzeugte Wéarme gefunden werden,
weder im Hinblick auf die Vitalitdt noch zellmorphologische Veridnderungen. Als Ursache der
fehlenden Effekte konnen die insgesamt méaBige zellulire Beladung mit magnetischem
Material und die geringe thermische Empfindlichkeit der eingesetzten Zellen herangezogen
werden. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die intrazelluldre Erwdrmung gegeniiber der
Erwidrmung von auflen keinen Vorteil hinsichtlich der Warmeableitung bietet. Die Frage nach
einer moglichen Einzelzell-Hyperthermie muss daher momentan negativ bewertet werden.
Aufgrund des enormen Potentials in der Therapie metastasierender Tumorerkrankungen sollte
das Konzept unter zukiinftig optimaleren Bedingungen erneut iiberpriift werden.
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