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Kurzfassung

Die Nanomedizin beschiftigt sich unter anderen mit der Frage, wie sich die Behandlung
gefahrlicher Krankheiten effizienter und sicherer gestalten lisst, deren konventionelle
Therapie oftmals mit schweren Nebenwirkungen einhergeht. Die Vision ist, ein
theranostisches Wirkstofftragersystem zu schaffen, das seinen therapeutischen Cargo
sicher an den Wirkort transportiert, dort freisetzt und gleichzeitig in Echtzeit verfolgt
werden kann, um die Therapie individuell anzupassen. Die Grundlage fiir die erfolgreiche
Entwicklung eines Wirkstofftragersystems bilden Untersuchungen zum Verhalten von
nanopartikuldren Substanzen in physiologischer Umgebung. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurden polymere Nanopartikel unterschiedlicher Morphologie durch die
kontrollierte Selbstorganisation amphiphiler Blockcopolymere hergestellt, charakterisiert
und auf ihre Wechselwirkungen mit menschlichen Zellen und Serumproteinen untersucht.
Dazu wurde eine Studie zur Geometrie- und GroBenabhingigkeit der Zytoxizitit von
nanoskaligen Kugel- und Zylindermizellen sowie Vesikelstrukturen durchgefiihrt. Des
Weiteren wurde das Agglomerationsverhalten von verschiedenen polymeren
Nanopartikeln in Anwesenheit von Serumproteinen untersucht. Mit Hilfe eines
Mikromischer-basierenden Verfahrens gelang es, kontinuierlich sehr einheitliche
Polymervesikel herzustellen und diese in situ mit unterschiedlichen Komponenten zu
beladen - unter anderem mit dem Wirkstoft Camptothecin sowie einer hohen Dichte an
hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikeln. Diese wirkstoffbeladenen Hybridvesikel zeigten
in vitro im Vergleich zum freien Wirkstoff eine erhohte zytotoxische Wirksamkeit gegen
die Krebszelllinie PC-3. Nach einer Funktionalisierung mit einem krebszellspezifischen
Targeting-Peptid und einer zusdtzlichen Fluoreszenzmarkierung wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie und konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie eine rezeptor-
spezifische Zellaufnahme in PC-3-Krebszellen demonstriert. Messungen zur
magnetischen Charakterisierung bestitigten zudem die potenzielle Anwendung
magnetischer Polymervesikel als MRT-Kontrastmittel wie auch als Tracer fiir das
Magnetic Particle Imaging (MPI). Kontinuierlich hergestellte, wirkstoffbeladene,
magnetische Polymervesikel erfiillen somit viele Grundvoraussetzungen fiir ein
theranostisches Wirkstofftragersystem und bieten weitere Entwicklungsmdglichkeiten im
Hinblick auf Magnetfluid-Hyperthermie, magnetisches Targeting oder eine durch ein
Magnetfeld nduzierte Wirkstofffreisetzung,






Abstract

One of the main goals of nanomedicine is to improve the treatment of hazardous diseases
whose conventional therapy often has serious side effects. The vision is to create a
theranostic drug delivery system which is capable of safely transporting therapeutic cargo
through the body to a targeted site of disease at which point the drug is released.
Furthermore, it is desirable to track the carrier in real time which would allow for a
personal adjustment of the therapy. Studies on the behavior of nanoparticulate substances
in a physiological environment form the basis for the possibility to successfully develop a
drug carrier system. In the present work, polymeric nanoparticles with different
morphologies were prepared by the controlled self-assembly of amphiphilic block
copolymers. The nanoparticles were subsequently characterized and their interactions
with human cells and serum proteins investigated. A cytotoxicity study with spherical and
cylindrical micelles as well as vesicular structures was carried out and showed a
dependency of cytotoxic effects on the geometry and size of the nanoparticles. The
agglomeration behavior of various polymeric nanoparticles in the presence of serum

proteins was also studied.

Highly uniform polymeric vesicles were continuously manufactured in a micromixer
based device and in situ loading with different components was performed. In this way,
dual loaded wvesicles with the anticancer drug camptothecin and a high amount of
hydrophobic iron oxide nanoparticles were produced. When tested in vitro, these drug-
loaded vesicles showed an increased cytotoxic activity against the cancer cell line PC-3
when compared to the free drug. Specific cellular uptake in PC-3 cancer cells was
demonstrated with flow cytometry and confocal laser scanning microscopy after
functionalization with a cancer cell specific targeting peptide and an additional
fluorescent label. Magnetic characterization of the iron oxide-loaded vesicles also
confirmed the potential application as MRI contrast agents and as tracers for magnetic
particle imaging (MPI). Continuously manufactured, drug-loaded, magnetic polymeric
vesicles thus fulfill many prerequisites for a theranostic drug carrier system and provide
opportunities for further developments in the field of magnetic fluid hyperthermia,

magnetic targeting or magnetic drug release.
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1 Einleitung

1.1 Nanotechnologie

Die Nanotechnologie ist nicht nur Forschungsschwerpunkt vieler internationaler
Forschergruppen, sondern auf Grund ihrer stetig steigenden Pridsenz im Alltag auch
oftmals Gegenstand dffentlicher Diskussionen. Sie ist jedoch keineswegs eine Erfindung
des letzten Jahrzehnts, sondern iibt ihre Faszination schon iliber ein halbes Jahrhundert auf
viele Wissenschaftler aus. Der Nobelpreistrdger Richard P. Feynman zihlt zu den
Begriindern der Nanotechnologie. In einem seiner berithmten Vortriage ,,There’s Plenty of
Room at the Bottom* (dt.: Es gibt noch eine Menge Spielraum nach unten) sagte der
Physiker bereits 1959 den Trend der Miniaturisierung voraus. Definiert wurde der
Terminus Nanotechnologie erstmals 1974 von Professor Norio Taniguchi: Nano-
technology mainly consists of the processing of separation, consolidation, and

. : 1
deformation of materials by one atom or one molecule.

Heutzutage ist die Definition der Nanotechnologie im allgemeinen Verstindnis etwas
breiter gefasst und beinhaltet alle Materialien und Strukturen im Grof3enbereich zwischen
1 und 100 nm und deren Untersuchung und Entwicklung fiir verschiedenste Anwen-
dungen. So lautet beispielsweise die Definition der US National Nanotechnology

Initiative (NNI):

“Nanotechnology is the understanding and control of matter at dimensions between
approximately 1 and 100 nanometers, where unique phenomena enable novel
applications. Encompassing nanoscale science, engineering, and technology,
nanotechnology involves imaging, measuring, modeling, and manipulating matter at this

12

length scale.

Das Priafix Nano des Terminus Nanotechnologie hat griechische Wurzeln und bedeutet
ibersetzt Zwerg. Im internationalen Einheitensystem steht das Priafix Nano fir einen
Faktor von 10”, damit entspricht 1 nm also 1-10” m als SI-Einheit (International System
of Units). Die Nanoskala liegt damit zwischen der Gro3enordnung eines einzelnen Atoms
(1A= 10""m) und bekannten mikroskopischen Strukturen wie beispielsweise bakteriellen

oder menschlichen Zellen (Abb. 1.1).
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Abb. 1.1: Nanoskala. Die Nanotechnologie bezieht sich auf den Gr6Benbereich zwischen 1 und 100
Nanometer und liegt damit zwischen der GroBe eines einzelnen Atoms und mehreren Mikrometer grofer
menschlicher Zellen.

Nanoskalige Materialien zeichnen sich durch besondere Eigenschaften aus, die nicht
allein dem Stoff, sondern vielmehr ihrer geringen GroBe zuzuordnen sind. Viele
Phdnomene lassen sich mit dem extremen Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnis erkliren,
was zu einer Dominanz von Oberflichenenergie verglichen mit dem Bulkmaterial fiihrt.
Die Nanotechnologie kombiniert wissenschaftliche Inhalte aus der Physik, der Chemie
und der Biologie, wobei die Biologie als Lebenswissenschaft mit ihren vielen
faszinierenden Nano-Maschinerien gerade in der medizinischen Nanotechnologie die
Kem-Disziplin darstellt. Die Faszination der Komplexitit zellulirer Bestandteile wie
Zellmembranen, Mitochondrien oder Chloroplasten als auch nanostrukturierter
Oberflichen fiihrte Wissenschaftler in das Feld der Nanobiotechnologie. Nach dem
Vorbild der Oberfliche von Lotusblittern wurden beispielsweise superhydrophobe,
schmutzabweisende Materialien entwickelt.? Schmetterlingsfliigel mit ihren besonderen
Photon-Resonanz-Effekten, welche ebenfalls auf Nanostrukturierung basieren, dienten
bereits als Modell fiir Sensorentwicklungen.® Auch die Fahigkeit von Geckos, mit ihren
FiiBen an glatten Oberflichen Halt zu finden, beruht auf besonderen Nanostrukturen,
welche schon fiir biomimetische Materialien nachgebildet wurden.* Weitere Beispiele fiir
organisierte Nanostrukturen sind Faserproteine wie Kollagene, das Wechselspiel von
Aktin und Cadherinen fiir die Zelladhdsion, Zellmaschinerien wie Protonenpumpen,
Transmembran-Transport-Mechanismen und rezeptorvermittelte Prozesse. All dies sind
nanoskalige Strukturen und Mechanismen, die nicht nur fir das Verstindnis und die
Behandlung von Krankheiten eine grole Rolle spielen, sondern auch fiir industrielle
Anwendungen biomimetische Vorbilder darstellen. Ein ganz besonders faszinierendes

Beispiel eines ,Nanoroboters* ist der Bakteriophage T4 (Abb. 1.2). Dieser Virus dockt
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mit den Schwanzfasern an Porinproteine der duleren Membran an die Bakterienzelle an,
setzt mit dem Stachel Lysozym frei, um ein Loch in die Zellwand zu 16sen, und injiziert
dann durch den Stachel hindurch die Phagen-DNA in die Gastzelle. So wird die zelluldre
Maschinerie genutzt, um virale DNA und damit auch virale Proteine wie beispielsweise
Bestandteile der Phagenhiille zu produzieren. SchlieBlich wird die Zelle durch die
Freisetzung von Lysozym vollstindig zerstort und die neuproduzierten Phagen werden
freigesetzt. Die weitgehende Untersuchung dieses Bakteriophagen konnte viel zur
Aufklirung von viralen Infektionsverldufen beitragen. Der Bakteriophage T4 gilt jedoch
auch als wichtiges Vorbild zum Design kiinstlicher Vehikel fiir die Gentherapie. Die
Methoden der Nanotechnologie ermdglichen es heutzutage, in &hnlichem MaRstab wie
die Natur zu arbeiten und viele Mechanismen besser zu verstehen. Das Ziel besteht darin,
die Effizienz, Nachhaltigkeit und die beeindruckende Leistungsfihigkeit biologischer

Systeme zu erreichen und bei Dysfunktion gezielt eingreifen zu konnen.

e
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Abb. 1.2: Bakteriophage T4
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1.2 Nanopartikel fur Anwendungen in der Medizin

Nanopartikel fiir verschiedenste Anwendungen in der Medizin sind Gegenstand aktueller
Forschung. Sicherlich steht bei der Entwicklung von Wirkstofftrdgersystemen eine
sichere, effiziente und auch im hoheren Malle personalisierte Medikation bei schweren
Krankheiten im Vordergrund. Doch auch fiir bildgebende Verfahren in der Medizin wie
beispielsweise fir die Magnetresonanztomographie (MRT) stellen nanopartikulire
Systeme ein sehr wichtiges Forschungsgebiet dar. Aktuell orientiert sich die Nanomedizin
deutlich in Richtung multifunktionaler Systeme, die Wirkstofftransport und Bildgebung
vereinen. Fiir diesen neuen Forschungszweig wurde sogar ein neuer Terminus geschaffen,
welcher sich aus den Begriffen Therapie und Diagnostik zusammensetzt, die sogenannte
Theranostik. Ziel ist es, Nanotransporter zu erschaffen, welche gleichzeitig diagnostische
und therapeutische Funktionen ausiibben konnen und so die Detektion einer Krankheit
direkt mit der Behandlung kombinieren. Ein erster Schritt in Richtung Theranostik ist die
Einbindung von Kontrastmitteln oder Tracern in ein Wirkstofftragersystem. Dadurch
kann der Nanotransporter im Korper verfolgt und es kdnnen wichtige Informationen zur
Biodistribution erhalten werden. Gleichzeitig wird das Studium therapeutischer
Mechanismen erleichtert. Diese Erkenntnisse konnen schlieBlich zur Weiterentwick lung
von Behandlungsstrategien genutzt werden, um eine individuell optimierte Therapie zu

gestalten.

Die Motivation zur Erschaffung multifunktionaler Nanotransporter entspringt also dem
Wunsch, die Moglichkeiten der Therapie insbesondere bei sehr schweren Krankheiten zu

verbessern.

1.2.1 Problematik niedermolekularer Wirkstoffe

Bei Entwicklung von Wikstofftragersystemen werden viele Probleme thematisiert, die
sich fiir niedermolekulare Wirkstoffe ergeben. So gibt es beispielsweise einige
Wikstoffe, die eine so geringe Wasserloslichkeit aufweisen, dass sie ohne
Losungsvermittler nicht eingesetzt werden konnen. Bisher werden solche Substanzen
hiufig als Formulierung zB. mit polyethoxyliertem Kastordl (Handelsname
Cremophor®) appliziert. Dieses fiihrt jedoch hiufig zu schwerwiegenden allergischen
Reaktionen, sodass zusitzlich ein Anti-Allergen verabreicht werden muss.’

Pharmakokinetik und Biodistribution stellen weitere Probleme dar. So haben

niedermolekulare Wirkstoffe generell eine sehr geringe Blutzirkulationszeit und werden
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schnell aus dem Korper eliminiert, weshalb eine hohe Dosis notwendig wird. Dies fiihrt
wiederum zu einer Verstarkung der Nebenwirkungen, da die Wirksubstanzen meist keine
Selektivitdt fiir den Wirkort haben und auf Grund ihrer geringen Gréf3e weit in gesunde
Gewebe diffundieren konnen. Fir Behandlungen, bei denen ein konstanter Spiegel der
Wirkkomponente erforderlich ist, sind stindig erneute Verabreichungen notwendig,
welches eine starke Belastung fiir den Patienten bedeuten kann, da das therapeutische
Fenster oft nur sehr klein ist (Abb. 1.3). Auch die Stabilitdit der Wirkstoffe kann
problematisch werden - so sind zB. gerade neuere Krebstherapeutika basierend auf
sIRNA (short interfering ribonucleic acid) oder Peptiden empfindlich gegeniiber pH-
Verianderungen oder werden sehr schnell durch Enzyme abgebaut, noch bevor sie ihren

Wirkort erreicht haben.

Toxizitat
Nebenwirkungen

: Toxizitat
‘Nebenwirkungen

Therapeutisches
Fenster [TF]

Therapeutisches
Fenster

i Unzureichende Unzureichende

Wirkstoffkonzentration im Blut
Wirkstoffkonzentration im Blut

Wirksamkeit Wirksamkeit
N : N
e g = Zeit | 1 : Zeit |
. TF © TF . TF S : Therapeutisches Fenster :
unguinstige Pharmakokinetik Ziel: Kontinuierliche Wirkstofffreisetzung
des freien Wirkstoffs aus einem Wirkstofftragersystem

Abb. 1.3: Therapeutisches Fenster. Nach Wirkstoffverabreichung kommt es zu einem schnellen Anstieg
der Wirkstoffkonzentration. Fiir eine begrenzte Zeit befindet sich der Wirkstoffspiegel innerhalb des
therapeutischen Fensters, danach féllt er wieder in zu geringe Konzentrationen ab, weshalb eine erneute
Wirkstoffgabe notwendig wird (linkes Bild). Wird die Wirkstoffdosis zu hoch gewdhlt, gelangt man in den
toxischen Bereich der Wirkstoffkonzentration und es treten vermehrte, z.T. schwere oder gar lebens-
bedrohliche Nebenwirkungen auf. Die Entwicklung eines Wirkstofftrdgersystems soll die Zeit im
therapeutischen Fenster beispielsweise durch eine kontinuierliche Wirkstofffreigabe verlingern (rechtes
Bild).
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1.2.2 Rationales Design von Wirkstofftragersystemen

Die Entwicklung von Wirkstofftragersystemen verlangt ein sorgfiltiges Design, bei dem
es eine Vielzahl von Aspekten zu beachten gilt (Abb. 1.4).

‘ Schutz [ Multifunktionalitét]

[ — . . Wirkstoff vor Abbau
Loslichkeitsvermittlung J

Verldngerte
Blutzirkulation

Stabilitat

k Wirkstoff-Adressierung ]

Passives Targeting

Spezifische Liganden}

Gesundes Gewebe

vor Toxizitat

Magnetisches Ta rgeting]

Definierte Struktur ]

[ Wirkstoff-Freisetzung ]

Steuerbar durch externe
oder interne Stimuli

Oberflache

Freisetzungsprofil

¢ Schnelle, vollstandige Freigabe

‘ Biokompatibilitit j * Kontinuierliche Freigabe

Bioabbaubarkeit/ ‘
Exkretion

Uberwindung von
biologischen Barrieren

Theranostik

Abb. 1.4: Rationales Design eines Wirks tofftrigersystems

Multifunktionelle Nanopartikel fiir den Einsatz als Wirkstofftrdger miissen aus
biovertraglichem, nicht-toxischem, moglichst nicht-allergenem Material bestehen, das
entweder vollstindig bioabbaubar ist oder nach einem Teilabbau aus dem Korper
ausgeschieden werden kann. Die Partikel sollten in Grofe und Form méglichst einheitlich
sein, um ihren Verbleib im Ko&rper besser voraussagen und beeinflussen zu kdnnen.
Zusitzlich sollten sie gegeniiber Scherkrdften im Blutstrom intakt bleiben und auch bei
Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen und Proteinen ihre Dispersionsstabilitit
behalten. AuBerdem sollte eine verldngerte Blutzirkulationszeit erreicht werden, welche

eine Akkumulation der Partikel am Wirkort ermoglicht.
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Die multifunktionellen Nanopartikel sollten schwer wasserlosliche Wirkstoffe
transportiecren und biologisch verfiighar machen, instabile Therapeutika wie
beispielsweise siRNA oder Peptide vor frithzeitigem Abbau schiitzen und gleichzeitig
Schutz fiir das gesunde Gewebe vor den hochtoxischen Wirkstoffen bieten, welche
oftmals z B. in der Krebstherapie eingesetzt werden. Molekulare Erkennung sollte eine
Wirkstoffadressierung ermdglichen, die eine gezielte Zerstorung der erkrankten Zellen
induziert, jedoch die gesunden Zellen weitgehend verschont und so unerwiinschte
Nebenwirkungen minimiert. Eine Kombinationstherapie mit verschiedenen Wirkstoffen
kann zudem wiinschenswert sein, um durch die Ausnutzung synergetischer Effekte eine
erhohte Wirksamkeit zu erreichen. Die Wirkstofffreigabe sollte steuerbar sein und je nach
Indikation kontinuierlich iiber eine ldngere Zeitperiode oder sehr schnell und vollstindig
erfolgen, sobald der Zielort erreicht ist. Das Wirkstofftragersystem sollte zudem in der
Lage sein, biologische Barrieren zu iberwinden - wie die wichtigste Barriere, die
Bluthirnschranke - um Krankheiten des zentralen Nervensystems oder Hirntumoren
behandeln zu konnen. SchlieBlich sollte das multifunktionelle Trdgersystem auch in
Echtzeit verfolgbar sein, d.h. die genaue Position des Tragersystems innerhalb des
Korpers soll durch erhohten Kontrast bei bildgebenden Verfahren ermittelbar sein.

Moglicherweise kann auf diese Weise direkt auch der Therapieverlauf verfolgt werden.

1.2.3 Die Rolle der Filtrationsorgane bei der Biodistribution

Es gibt unterschiedliche Wege, wie Nanopartikel in den Korper gelangen kdnnen - die
Hauptwege sind durch die Haut (transdermal), durch Inhalation, oral oder intravends. Die
folgende Betrachtung wird auf die intravendse Injektion beschrinkt, welche in der
Chemotherapie vorwiegend eingesetzt wird. Wie bereits erwédhnt, ist eine ausreichende
Blutzirkulationszeit wichtig, damit der Wirkstofftransporter in geniigender Menge am
Wirkort akkumulieren kann, bevor eine Eliminierung aus dem Blutstrom durch die
phagozytierenden Zellen des Retikuloendothelial-Systems (RES) (auch MPS -
Mononukledre Phagozytensystem - genannt) erfolgt. Abgesehen von den phago-
zytierenden Zellen spielen auch verschiedene Organe eine entscheidende Rolle bei der

Biodistribution (Abb. 1.5).

Nach der Injektion leitet der Blutstrom die Partikel iiber die Venen direkt zum Herzen.
Von dort aus gelangt das Blut mit den darin befindlichen Substanzen zunichst in die

pulmonale Zirkulation. Die Lungenkapillaren sind die kleinsten Blutgefile im



Einleitung

menschlichen Korper mit Durchmessern zwischen 2 — 13 pm.® GroBe Partikel im unteren
Mikrometerbereich oder auch kleinere Nanopartikel, die im Blut aggregieren, konnen
daher in den Lungenkapillaren stecken bleiben. Es gibt Ansdtze, diesen Gro3enausschluss
der Lunge zur passiven Wirkstoffadressierung auszunutzen. Dabei spielt die Gefahr

schwerwiegender Nebenwirkungen (Lungenembolie) jedoch eine erhebliche Rolle.”

Hirn

Tumor Das Hirn ist von der systemischen Blutzirkulation durch
die Blut-Hirnschranke abgeschirmt. Zur Behandlung
von Krankheiten des zentralen Nervensystems oder

z.B. von Hirntumoren misste diese wichtigste bio-
logische Barriere des Kérpers tiberwunden werden.
Die Aufnahme eines Nanotransporters Gber Rezeptor-
vermittelte Endozytose in die Endothelzellen der
Hirnkapillaren kénnte einen Weg darstellen.

Eine ausreichend lange Blutzirkulationszeit ist
entscheidend, damit die Nanotransporter am Wirkort
(Tumor) akkumulieren kénnen. Eine friihzeitige Erken-
nung durch das Retikuloendothelial-System fiihrt zu einer
schnellen Eliminierung aus dem Blutstrom und sollte
demnach méglichst minimiert werden.

Lunge ( '

Die Lungenkapillaren sind mit 2-13 pm die
kleinsten BlutgefaRe im menschlichen Kérper.
GroRere Partikel oder Aggregate kénnen dort
festgehalten werden.

Intravendése Injektion
’9 der Nanotransporter

Leber

Die Ausschlussgrenze der Leber ist maf-
geblich durch die GroRe der Fenestra im
Endothel bestimmt (ca. 100 nm beim Men-
schen). Eine Partikelausscheidung kann
Uber die Galle erfolgen.

Milz

Die rote Pulpa ist fur die Aussonderung
alternder Erythrozyten zusténdig.
Insbesondere groRe, harte Partikel mit
Durchmessern tiber 200 nm werden dort

Niere

Partikel bis zu einem Durchmesser von
ca. 4-6 nm konnen Uber die glomerulare
Filtration mit dem Urin ausgeschieden

festgehalten, wahrend ausreichend flexible
Partikel wieder zuriick in den Blutstrom ge-
langen kénnen. Eine Partikelausscheidung

werden. ist ggf. Uber die Galle méglich.

Abb. 1.5: Die Rolle verschiedener Organe bei
Wirkstofftrigern

der Biodistribution von nanopartikuliren

Kleinere Partikel, welche die Lungenkapillaren passieren konnen, kehren in die linke
Herzkammer zuriick und gelangen in die systemische Zirkulation. In der Niere kdnnen
Partikel, die im Durchmesser kleiner als 4 — 6 nm sind, ausgefiltert und iiber den Urin
ausgeschieden werden. Die Ausschlussgrenze der Leber wird maBigeblich durch die
GroBe der Fenestra im Endothel bestimmt, die im Bereich von 100 bis 150 nm abhéingig
von der Spezies liegen.” Eine Partikelausscheidung iiber die Galle wurde fiir Partikel im
GroBenbereich bis zu 70 nm bei Ratten beobachtet, wobei die Kinetik maf3geblich von

der Oberflichenladung der Partikel abhingig war.'® !

Die Milz gehort zum
lymphatischen System und ist neben der Vermehrung von Lymphozyten (zu den weillen

Blutkorperchen gehdrend) unter anderem auch fiir den Abbau geschéddigter Blutzellen
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zustindig. Dort werden ebenfalls Antikorper-beladene Pathogene und jegliche
Immunkomplexe phagozytiert und abgebaut. Auch Partikel mit einem Durchmesser
grofer als 200 nm landen meist frither oder spiter in der Milz und akkumulieren dort,
sofern sie nicht abbaubar sind.'?> Genaue Vorhersagen iiber die Biodistribution bestimmter
Partikel zu machen, ist duBerst schwierig, zumal diese nicht ausschlieBlich von der
PartikelgroBe abhingig ist und die meisten In-Vivo-Daten auf Rattenversuchen basieren,

was die Ubertragbarkeit auf den Menschen zusitzlich erschwert.

1.2.4 Wechselwirkung von Nanopartikeln mit Serumproteinen

Das Schicksal eines Nanopartikels wird neben der PrimirgroBe mafgeblich von der
Interaktion des Partikels mit den Komponenten des Blutes bestimmt. Blut besteht aus
Blutzellen und einer LOsung mit Proteinen und niedermolekularen Stoffen, dem
Blutplasma. Die Blutzellen sind zum grof3ten Teil rote Blutkorperchen (Erythrozyten)
(45 — 55% des Blutvolumens), Blutplittchen (Thrombozyten) und weille Blutkdrperchen
(Leukozyten) ergeben zusammen ca. 1 % des Volumens.

Erythrozyten und Thrombozyten sind nicht-phagozytierende Zellen. Leukozyten sind die
Hauptakteure des Immunsystems und uwa. fir die Abwehr und Vernichtung von

Pathogenen verantwortlich.

Sobald ein Nanopartikel in den Blutkreislauf gelangt, erfolgt auf Grund der extrem hohen
Proteinkonzentration (65 — 80 g/L im Serum) sofort eine Wechselwirkung der Proteine
mit der Oberfliche der Partikel (Abb. 1.6)."*** Das komplette Plasma-Proteom wird auf
ca. 3700 Proteine geschitzt.' Fir die Biodistribution oder, genauer, die Eliminierung von
Nanopartikeln aus dem Blutkreislauf, spielen zwei unterschiedliche Proteingruppen eine
Rolle, die sogenannten Opsonine und die Dysopsonine. Erstere dienen als ,,Marker* fiir
das RES, helfen Fremdkorper oder Pathogene zu erkennen und zu eliminieren. Letztere
schiitzen die Partikel vor direkter Erkennung und Elimination durch das RES, wodurch

die Zirkulationszeit verlingert wird.



Einleitung

\‘%
Synthetische Eintritt Biologische
Identitat in den Korper Identitat

Abb. 1.6: Bio-Nano-Interaktion. Sobald ein Nanopartikel in die Blutbahn eintritt, wird er einer
physiologischen Umgebung ausgesetzt, die unter anderem durch das Plasma-Proteom mit iiber 3700
Proteinen gestaltet wird. Nahezu augenblicklich bildet sich eine Protein-Korona um den Partikel aus. Die
synthetische Identitit mit urspriinglichen Charakteristika des Partikels wie GroBe und Oberflichen-
beschaffenheit und Ladung wandelt sich in eine biologische Identitét. Dies ist ein dynamischer Prozess, bei
welchem auch nachfolgend noch ein Austausch verschiedener Proteine erfolgen kann. Nicht ausschlieBlich
die synthetische, sondern vielmehr die biologische Identitdt entscheidet letztendlich {iber das Schicksal
eines Partikels im Korper. Sie hat Einfluss auf eine mdgliche Immunantwort und die Biodistribution,
genauso auf mogliche toxische Effekte, die beispielsweise durch Konformationsénderungen von
adsorbierten Proteinen und dem damit verbundenen Aktivitdtsverlust herrithren konnen.

Albumin

Das 67 kDa Protein Albumin stellt mit ca. 30 — 45 g/L den groften Anteil im Blutserum
dar. Albumin gehdrt zu der Gruppe der Dysopsonine. Die Bindung von Albumin an
Nanopartikel ist meist unspezifisch und wird durch ionische und hydrophobe
Wechselwirkungen bestimmt. Diese Proteinbedeckung hat zunichst einen schiitzenden
Eftekt, jedoch kann ein Austausch mit Proteinen stattfinden, die zwar eine geringere
Plasmakonzentration, aber eine hohere Affinitdt zur Partikeloberfliche aufweisen, der
sogenannte Vroman-Effekt. Physikalisch adsorbiertes Albumin an der Partikeloberfldche
kann dennoch die Erkennung durch das RES verzogern und die Blut-Zirkulationszeit
verlingern.'® Albumin selbst hat eine Halbwertszeit von ca. 19 —22 Tagen im Plasma.
Auf dem Markt befindet sich bereits ein Produkt, das Albumin gezielt zum
Wirkstofftransport einsetzt. Es handelt sich dabei um Albumin- gebundenes Paclitaxel fiir
die Behandlung von metastasiertem Brustkrebs, der Handelsname ist Abraxane®.!” Das
Albumin ist in der Lage, Paclitaxel zu 16sen, ohne dass ein weiteres Losungsmittel
erforderlich ist. Somit konnen hypersensitive allergische Reaktionen auf ein solches

Losungsmittel vermieden werden. Gleichzeitig wird der Albumin-vermittelte
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Wirkstofftransport durch das Endothel des Blutgefiles erleichtert. Zusétzlich wird die
Tumor-Selektivitit erhoht, welche auf der Albumin-Bindung an Osteonectin (engl.
SPARC Secreted Protein Acidic Rich in Cysteine) basiert. Osteonectin ist ein
Glykoprotein, das hdufig von Geweben mit erhohtem Wachstum sezerniert wird und

somit auch in der Region um Brusttumoren in erhohter Konzentration prisent ist.

Lipoproteine

Lipoproteine sind Aggregate aus Lipiden und Proteinen, die zusammen mit anderen
Komponenten wie Triacylglyceriden und Cholesterolester Mizellen-dhnliche Partikel
bilden. Diese sind unter anderem fiir den Lipid-Transport im Blutstrom zustindig und
weisen einen Durchmesser von 3,5 nm bis > 75 nm auf.'® Insbesondere mit hydrophoben
Wirkstoffen und Partikeln kdnnen Lipoproteine interagieren. So kann es zB zu einer
Destabilisierung von assemblierten Wirkstofftragern (z.B. Liposomen) kommen, was eine

verfiihte Freisetzung des Wirkstoffs zur Folge haben kann.'”

Die Adsorption von Apolipoproteinen an die Nanopartikel-Oberfliche kann ebenfalls
eine  Verdrangung von Albumin oder anderen Proteinen auf der Partikeloberfliche
induzieren. Die Nutzung von Apolipoproteinen als mogliche Targeting-Strategie, etwa
durch Ex-Vivo-Dekorierung von Nanopartikeln, wurde bereits zur Wirkstoftf-
Addressierung an Hepatozyten (ApoE) und auch an das zentrale Nervensystem durch die

Uberwindung der Bluthirnschranke (Apo A-1, Apo B-100) untersucht.?’-*

Proteine des Komplementsystems

Das Komplementsystem spielt eine Schliisselrolle in der Immunantwort und agiert
sowohl im Rahmen des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems. Gelangt ein
Fremdkorper oder Pathogen in den Blutkreislauf, so kommt es zur
Komplementaktivierung, welche die Markierung, die sogenannte Opsonierung des
Fremdkorpers, zur Folge hat. Oberflichengebundene Komplexe des Komplementsystems
leiten eine Kettenreaktion zur Selbst-Amplifikation ein, die in der schnelleren Erkennung
durch das RES resultiert und Phagozytose induziert. Gleichzeitig werden pro-
inflammatorische Zytokine ausgeschiittet, die eine systemische Reaktion des

Immunsystems  stimulieren.
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Die Aktivierung des Komplementsystems durch Nanotransporter hingt von
verschiedenen Faktoren ab. So werden Komplement-Proteine beispielsweise an stark
geladene Partikel oder sehr hydrophobe Partikel mit unregelméfBigen, rauen Oberflichen

verstirkt adsorbiert.'!> 242

Flexible hydrophile Polymere konnen die Adhésion von Proteinen verringern und damit
die Komplementaktivierung hemmen, was in einer verlingerten Blutzirkulationszeit
resultiert. Polyethylenglycol (PEG, auch PEO Polyethylenoxid) ist das bekannteste
Beispiel eines solchen hydrophilen Polymers und gilt immer noch als Goldstandard, um
Partikel vor der Opsonierung zu schiitzen.’® Allerdings wurden auch pseudo-allergische
Reaktionen auf PEGylierte Liposome in der klinischen Anwendung beobachtet, welche
auf eine Komplementaktivierung durch PEG hinweisen.”” Moglicherweise konnte gerade
diese Komplementaktivierung fir den Einsatz von PEGylierten Nanopartikeln im
Imptbereich von Interesse sein. Beispielsweise wurde gezeigt, dass mit Hilfe hydrophiler
Polymerketten auf der Nanopartikel-Oberfliche ein gezielter Transport zu den

Lymphknoten erreicht werden konnte.”®

Auch Immunoglobuline, ebenfalls wichtige Bestandteile des Immunsystems, kénnen mit
Nanopartikeln im Blutkreislauf interagieren. Durch kooperative Effekte mit dem
Komplement kann dies zu einer beschleunigten Eliminierung aus dem Blutkreislauf
filhren. Wie auch bei der Interaktion mit Lipoproteinen kann die Wechselwirkung von
assemblierten Nanotransportern mit Immunoglobulinen zu einer Destabilisierung und
verfrithten Freisetzung fiihren. Dies wurde z.B. beiPolymer-Mizellen aus PEG-poly(D,L-
lactid), die mit hydrophoben Agenzien beladen waren, innerhalb weniger Minuten in der

Blutzirkulation beobachtet.?®” 3°

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der Betrachtung von Nanopartikeln in
physiologischer Umgebung, z B. im Blut, nicht nur das Nanopartikel selbst und seine
Primdreigenschaften wie Grofle, Form und Oberflichenbeschaffenheit die entscheidende
Rolle spielen, sondern vielmehr das Nanopartikel mit seiner Proteinkorona als
biologische Identitit gesehen werden muss. Die Primireigenschaften mogen zwar einen
Einfluss auf die Immun- Antwort und die Biodistribution haben, insbesondere weil dies
Faktoren sind, welche die Proteinadsorption beeinflussen, dennoch ist es eher das
biologisch relevante Aggregat, welche das Nanopartikel in seiner Umgebung beschreibt
und den grofleren Einfluss auf das Schicksal des Partikels innerhalb des Kdrpers ausiibt.

Nanomedizinische als auch nanotoxische Effekte sind Antworten auf die biologisch
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relevante Identitit des Partikels und weniger auf die synthetische Identitit der

hergestellten Nanotransporter.

1.2.5 Nanotransporter in der klinischen Anwendung

Eines der Hauptprobleme bei dem Einsatz niedermolekularer Wirkstoffe ist, wie bereits
erwiahnt, das vergleichsweise groBe Verteilungsvolumen (engl. Volume of Distribution
Vd). Der Wirkstoff wird also nicht spezifisch an den Wirkort transportiert, sondern diffus
im ganzen Korper verteilt. Fiir die Krebstherapie beispielsweise bedeutet dies, dass die
Medikamente in hohen Dosen eingesetzt werden miissen, um eine ausreichende
Verfligbarkeit im Tumor zu erzielen. Dies fiilhrt zu schwerwiegenden und sehr
belastenden Nebenwirkungen auch fiir das gesunde Korpergewebe. In besonderem Malle
sind dabei Zellen mit hohen Zellteilungsraten wie z B. die Schleimhaut des Magen-Darm-

Traktes oder auch die Haarwurzelzellen betroffen.

Im Gegensatz zu kleinen Wirkstoffmolekiilen konnen Nanotransporter von dem
sogenannten Enhanced Permeability and Retention Effect (EPR-Effekt), erstmals von
Maeda et al beschrieben, profitieren (Abb. 1.7).! Krebsgewebe unterscheidet sich in
vielerlei Hinsicht von gesundem Gewebe. Die Blutgefile des schnell wachsenden
Tumors weisen im Vergleich zu intakten BlutgefiBlen in gesunden Geweben deutlich
groBere Liicken (200 nm bis zu 1,2 pm, Tumor-abhidngig) zwischen den Endothelzellen
auf, was die Zuginglichkeit (Permeability) von Tumoren fir Nanopartikel erhdht.*?
AuBlerdem ist der Abtransport durch lymphatische Drainage im Tumorgewebe reduziert,
was zu einer Akkumulation und verlingerten Verweildauer (Retention) des

Wirkstofttragers flihrt.

Der EPR-Effekt ist Grundlage fiir eine Verbesserung der Biodistribution durch eine
Verringerung des Verteilungsvolumen (Vd) und wird oftmals auch als passives Targeting
bezeichnet. Auch in Entziindungsherden wurde eine hohere Permeabilitdt der Blutgefdle
beobachtet, weshalb die Anwendung von Nanotransportern nicht auf die Krebstherapie

beschriinkt ist, sondern auch fir die Behandlung von Infektionen groBes Potenzial hat.?
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Abb. 1.7: Enhanced Permeability and Retention Effect. Nanotransporter konnen im Vergleich zu
niedermolekularen W irkstoffen nicht durch die intakte Endothelschicht eines Blutgefifies im gesunden
Gewebe diffundieren. Die erhohte Permeabilitdt der Blutgefile im Tumorgewebe kann eine Extravasation
der Nanotransporter ermoglichen. Auf Grund der unwirksamen Lymphdrainage ist zudem der Abtransport
gehemmt, was zu einer erhohten Verweilzeit (Retention) der Nanotransporter im Tumorgewebe fiihrt.
(Nach Maeda et al. 2000)°"

Neben dem passiven Targeting werden auch Targeting-Strategien unter Zuhilfenahme
von spezifischen Liganden verfolgt: das sogenannte aktive Targeting (Abb. 1.8). Dabei
soll der Umstand genutzt werden, dass Tumorzellen im Vergleich zu gesunden Zellen
bestimmte Marker vermehrt auf ihrer Oberfliche tragen. Oft stehen diese ebenfalls mit
der erhohten Wachstumsgeschwindigkeit dieser Zellen im Zusammenhang. Herceptin®
beispielsweise ist ein Antikorper-basiertes Medikament, das in der Behandlung von
metastasiertem Brustkrebs eingesetzt wird. Die Wirkung beruht auf der spezifischen
Bindung dieses Antikorpers (Trastuzumab) an den humanen epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2, der in etwa 20 % aller invasiven Mammakarzinome
stark iiberexprimiert ist. Die Bindung des Antikdrpers an HER 2 blockiert diese
Rezeptoren und hemmt somit das Wachstum der Krebszellen.*®
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Rezeptor

# ©  Wirkstoff

Abb. 1.8: Aktives Targeting zur Adressierung von Wirkstofftriigern. Spezifische Liganden des
Wirkstofftransporters binden an Oberflichenmarker auf erkrankten Zellen (z.B. Tumorzellen). Dadurch
wird zum einen eine Akkumulation des Wirkstofftrdgers im Bereich des Tumors erzielt und zum anderen
kann eine Rezeptor-vermittelte Endozytose zur Aufnahme der Transporter in die erkrankten Zellen fiihren.

Bei der Adressierung eines Wirkstoffiragersystems soll diese aktive Targeting-Strategie,
also die spezifische Bindung an erkrankte Zellen, genutzt werden, um den Wirksto ff zum
einen in der Tumorregion anzusammeln und des Weiteren eine spezifische Aufhahme des
Wirkstoffs in die Zelle zu induzieren. Um dieses Ziel zu erreichen, miissen die Targeting-
Liganden an der Oberfldche des Nanotransporters moglichst kovalent angebunden werden
und auch nach Kontakt mit Blutserum bindungsaktiv und zuginglich bleiben. Die
Kombination aus passivem und aktivem Targeting verspricht die hdchste Erfolgsquote,

jedoch wird auch die Herstellung der multifunktionalen Partikel komplizierter und teurer.

Reduzierte Toxizitdt, also verminderte Nebenwirkungen, gepaart mit verbesserter
Wirksamkeit, vergroBBern das therapeutische Fenster und sind die Haupttriebkrifte fir die

Entwicklungen in der Nanomedizin.

Bisher sind bereits ein Dutzend nanopartikulidrer Wirkstofftragersysteme auf dem
Markt.** Diese sind groBtenteils Liposom-basierte Syteme (acht Préparate). Polymere
Mizellen, Protein-Nanopartikel und Polymer-Wirkstoft-Konjugate repriasentieren die
restlichen vier Marktprodukte. Im Folgenden soll kurz auf die verschiedenen Konzepte
und Produkte eingegangen werden. FEine Zusammenfassung der Produkte und

Anwendungsgebiete ist in Tab. 1.1 gegeben.
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Liposome

Liposome als vesikulire Strukturen, bestechend aus einer Doppelschicht von
Phospholipiden und einem inneren wassrigen Kompartiment, wurden bereits 1965 in der

35

Literatur beschrieben.” Die Lipid-Membran von Liposomen kann zum Losen und

Transport von hydrophobem Cargo genutzt werden und gleichzeitig bietet das innere
Lumen des Vesikels Raum, um hydrophile Komponenten von der Umgebung geschiitzt
einzuschlieBen (Abb. 1.9).

Phospholipid

rt e
) ) Hydrophiler Wirkstoff

[ ] Hydrophober Wirkstoff

Abb. 1.9: Liposom. Im inneren wissrigen Kompartiment kdnnen hydrophile Substanzen verkapselt
werden. Die hydrophobe Membran ermodglicht zusétzlich den Transport von wasserunldslichen Wirkstoft-
Komponenten.

Doxil® ist die dlteste liposomale Arznei-Formulierung, die mit der Zulassung durch die
US Food and Drug Administration (FDA) 1995 Marktreife erzielte.>® Hierbei handelt es
sich um ein sogenanntes Stealth- Liposom, welches auf der Oberfliche Polymerketten aus
Polyethylenglycol (PEG) trigt, um eine verldngerte Blutzirkulation zu gewéhrleisten. Der
innere wissrige Kern beinhaltet das Chemotherapeutikum Doxorubicin, dessen
zytostatische Wirkung auf DN A-Interkalation und eine damit verbundene Hemmung des
Enzyms Topoisomerase Il basiert. Derzeit kann Doxil® neben der Behandlung des
Karposi-Sarkom, der ersten zugelassenen Indikation, auch bei Eierstock- und

metastasierendem Brustkrebs eingesetzt werden.’

Ahnliche Priparate mit Zytostatika und nicht-pegylierten Liposomen sind Myocet®
(liposomales Doxurubicin), DaunoXome® (liposomales Daunorubicin) und DepoCyt®
(liposomales Cytarabin), welche ebenfalls bei bestimmten Indikationen fiir den Einsatz in

der Krebstherapie zugelassen sind.
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Liposome werden auch zur Behandlung mit starken Schmerzmitteln (DepoDur®,
liposomales Morphin) oder, beladen mit Antimykotikum (Amphotericin B), zur
Bekdmpfung von Pilzinfektionen eingesetzt (AmBisome®, Abelcet®). Des Weiteren gibt
es ein liposomales Medikament, das im Einsatz gegen altersbedingte Makulade generation

(AMD), eine Erkrankung der Netzhaut, Anwendung findet (Visudyne®).

Den Ansatz der liposomalen Kombinations-Krebstherapie mit mehreren Wirkstoffen zum
Erreichen synergistischer Effekte verfolgt beispielweise das US Unternehmen Celator
Pharmaceutials. Die beiden Kombinationspraparate CPX-1 (Irinotecan/Floxuridin) und
CPX-351 (Cytarabine/Daunorubicin) befinden sich derzeit in Phase II der klinischen
Entwicklung.*® 3°

Erginzend zu den klassischen Zytostatika der Chemotherapie wird immer mehr auch an
siRNA-basierten Therapiestrategien geforscht. Die siRNA soll nach Aufnahme in die
Tumorzellen durch spezifische Wechselwirkung mit der mRNA (messenger RNA) des
Zielgens die Proteinbiosynthese von tumorspezifischen Uberlebensfaktoren verhindern
und so die Apoptose der Krebszelle induzieren. Drei Produkte mit liposomaler siRNA
(ALN-VSP02, Atu027 und TKM-PLK1) der Unternehmen Alnylam Pharmaceuticals,
Silence Therapeutics AG und Tekmira Pharmaceuticals befinden sich bereits in der

Klinischen Phase 1.4%4!

Polymermizelle

Polymere Mizellen bestehen aus amphiphilen Blockcopolymeren, die sich bei
ausreichender Konzentration in wissriger Umgebung zu sphirischen Partikeln
selbstorganisiert haben (Abb. 1.10). Im Gegensatz zu Liposomen wird hier der innere
Kern von den hydrophoben Polymerblocken gebildet und kann zur Einlagerung und zum
Transport schwer wasserloslicher Substanzen dienen. Polymermizellen sind fiir
gewOhnlich gro3 genug, um einer sofortigen Elimination durch die Niere zu entgehen und
gleichzeitig klein genug, um vom EPR-Effekt in Tumor- oder Entziindungsgebieten zu
profitieren. AuBerdem scheint die vergleichsweise kleine Groe der Polymermizellen
eine Zellaufnahme iber alternative Wege zu ermoglichen, die den ,drug efflux
mechnism‘ umgeht und so auch multi-drug-resistente Zellen fiir Therapeutika zugdnglich

macht.*?
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Abb. 1.10: Polymere Mizelle mit hydrophobem Cargo

Als hydrophiler Block wird zumeist Polyethylenglycol (PEG) verwendet, welches auf
Grund der guten Wasserloslichkeit, der Vermeidung von starken Protein-
Wechselwirkungen und der relativen Biovertriglichkeit sehr beliebt ist. Fiir den
hydrophoben Anteil des amphiphilen Polymers werden hdufig hydrophobe Poly-
Aminosduren gewéhlt. Diese sind bioabbaubar und bieten damit die Moglichkeit einer

pH-geschalteten Wirkstofffreisetzung am Zielort.

Das erste Préparat basierend auf polymeren Mizellen zur Krebsbehandlung wurde 2007 in
Korea zugelassen. Es handelt sich dabei um Genexol-lPM®, Mizellen aus
PEG-polylactid-Blockcopolymeren, welche das schwer wasserlosliche Paclitaxel in threm
inneren Kern als Cargo tragen. Diese Polymermizellen sollen beziiglich Wirksamkeit und
Sicherheit besser als die bisherige Cremorphor EL®-basierende Formulierung
(Genexol®) sein, die (wie oftmals beschrieben) hypersensitive Reaktionen des

Immunsystems auslosen kann.*> 44

Die Gruppe um Professor Kataoka an der Universitdt Tokio in Japan ist seit vielen Jahren
sehr aktiv an der Entwicklung stimuli-responsiver Polymermizellen beteiligt, die eine

noch gezeltere Therapie durch schaltbare Wirkstofffieisetzung zum Ziel hat.*®

Beispielsweise wurden verschiedene Paclitaxel-beladene Polymermizellen basierend auf
Methoxy-PEG-polyaspartat entwickelt, die sich z T. schon in der Klinischen Phase III
befinden.*®

Ein weiteres vielversprechendes Konzept basierend auf Triblockcopolymeren
Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-Polyethylenoxid =~ (PEO-PPO-PEO) wurde von
Supratek Pharma Inc. bereits in die Klinische Phase II gebracht. PEO-PPO-PEO-
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Polymere wurden in der Literatur mehrfach mit der Uberwindung von Muli-Drug-
Resistenzen in Verbindung gebracht.*> - *® Die PEO-PPO-PEO-Formulierung des
Chemotherapeutikums Doxorubicin soll daher insbesondere fiir chemo-resistente

metastasierende Tumoren eingesetzt werden.*’ *°

Polymer-Wirks toff-Konjugate

Zukunftsweisende Arbeiten in dem Bereich polymerbasierter Therapeutika reichen bis in
die 1970er Jahre zuriick.”' Helmut Ringsdorf gilt als einer der wichtigsten Pioniere dieser
Zeit, der zur Entwicklung von Polymer-Wirkstoff-Konjugaten entscheidend beitrug.>*>*
In dieser Kategorie seien zunidchst zwei auf dem Markt befindliche Produkte von Sigma-
Tau Pharmaceuticals erwiahnt. Oncaspar® und Adagen® sind Enzym-basierte
Therapeutika.’> Die Konjugation der Enzyme an mehrere Polymerketten aus
Monometoxy-Polyethylenglygol resultiert in einer schiitzenden Polymerhiille um das
aktive Protein. Dies fiihrt zum einen zu einer verldngerten Wirkdauer des Proteins, da es
vor Abbau und Eliminierung geschiitzt ist, und zum anderen zur Vermeidung oder

Verringerung hypersensitiver Reaktionen im Vergleich zu den nicht-pegylierten

Proteinen, die auf Grund ihres bakteriellen bzw. bovinen Ursprungs allergenes Potenzial
haben.

Das letzte Beispiel ist das bereits beschriebene Préparat Abraxane®. Hier wurde der
niedermolekulare Wirkstoff Paclitaxel an das Protein bzw. Biopolymer Albumin
gebundenen. In diesem Fall wird somit das Albumin als Tragersystem zum Transport des

hydrophoben niedermolekularen Zytostatkums eingesetzt.'”
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Tab. 1.1: Nanopartikulidre Wirkstoffpriparate auf dem pharmazeutischen Markt.**

Produkt Tragersystem Wirkstoff Anwendungsgebiet Hersteller
Doxil® Pegyliertes Doxorubicin Kaposi-Sarkom, Janssen Pharmaceuticals
Liposom metastasierter
Brust- und
Eierstockkrebs
Myocet® Liposom Doxorubicin metastasierter CephalonInc.(EU),
Brustkrebs Sopherion Therapeutics
(US, CAN)
DaunoXome® Liposom Daunorubicin HIV-assoziertes Galen Ltd.
Kaposi-Sarkom
DepoCyt® Liposom Cytarabin Lymphomatdse Sigma-Tau
Meningitis Pharmaceuticals
DepoDur® Liposom Morphin Schmerzbehandlung Pacira Pharmaceuticals
AmBisome® Liposom Amphotericin B Pilzinfektionen Astellas Pharma,
Gilead Science
Abelcet® Lipid Komplex Amphotericin B Pilzinfektionen Sigma-Tau
Pharmaceuticals
Visudyne® Liposom Verteporfin altersbedingte Norvartis AG,

Genexol PM®

Adagen®

Oncaspar®

Abraxane®

Stand 2012
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Polymermizelle

Polymer-
Enzym-
Konjugat

Polymer-
Enzym-
Konjugat

Albumin-
Nanopartikel

Paclitaxel

Adenosin
Deaminase

Asparaginase

Paclitaxel

Makuladegeneration
(AMD)

Brustkrebs und
nicht-kleinzelliger
Lungenkrebs
(NSCLC)

Kaposi-Sarkom,
metastasierter
Brust- und
Eierstockkrebs

metastasierter

Brustkrebs

HIV-assoziertes
Kaposi-Sarkom

QLT Inc.(US)

Samyang Pharmaceuticals
(Sudkorea und andere
asiatische Staaten)

Sigma-Tau
Pharmaceuticals

Sigma-Tau
Pharmaceuticals

Calgene Corp. (US, EU)
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Neben Wirkstoffkonjugaten mit linearen Polymerketten wird auch intensiv an der
Entwicklung von sogenannten Dendrimeren fiir den Einsatz im biomedizinischen Bereich
gearbeitet.’® Diese sind hochverzweigte Polymere mit globuldrer Architektur. Sie

zeichnen sich besonders durch ihre klar definierte Struktur und Monodispersitit aus.

Unter dem Namen DEP™-Docetaxel ist kiirzlich ein Dendrimer-basiertes
chemotherapeutisches Produkt von Starpharma in die Klinische Phase I gegangen.”’ Die
Studie wird zunichst in Australien mit ca. 30 Patienten, die an soliden Tumoren leiden,

durchgefiihrt und soll kiinflig auf weitere Studienorte ausgeweitet werden.

Eine weitere Klasse von Wirkstofftransportern stellen Nanopartikel-Formulierung dar,
welche sich im Gegensatz zu Liposomen und Polymermizellen nicht selbstorganisieren,

sondern in emem Verfahrensprozess hergestellt werden.

Fiir feste Lipidnanopartikel, sogenannte SLN™ (Solid lipid nanoparticles), wurde 1996
ein européisches Patent erteilt.”® Diese werden durch Hochdruckhomogenisation von in
Wasser dispergierten Lipiden hergestellt und mit Hilfe von Tensiden oder Polymeren
gegen Aggregation stabilisiert.”® Lipidnanopartikel werden bereits in einigen
kosmetischen Produkten (als Nanopearls®) eingesetzt und wurden auch fiir verschiedene
Anwendungen als Wirkstofftrigersysteme weiterentwickelt.®®* Derzeit befindet sich

jedoch noch ke mjizierbares Lipidnanopartikel-basiertes Produkt auf dem Markt.

Livatag® von BioAlliance Pharma S.A. ist eine auf Poly(isohexylcyanoacrylat)-
Nanopartikel basierte  Formulierung des Krebsmittels Doxorubicin.  Diese
Nanotransporter wurden insbesondere fiir die Behandlung von chemoresistenten

Lebertumoren entwickelt und befinden sich bereits in der klinischen Phase I11.%3

Als letztes Beispiel sei die nanopartikuldre Camptothecin-Formulierung von Cerulean
Pharma Inc. erwihnt. Hierbei handelt es sich um ein Konjugat aus -Cyclodextrin-PEO-
Copolymer und dem Zytostatikum Camptothecin, welches nachfolgend in Nanopartikel
mit Durchmessern zwischen 20 und 50 nm iberfiihrt wird.** Zurzeit lduft eine Klinische
Studie Phase II mit Patienten, die an nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom (engl.: Non-
Small Cell Lung Cancer (NSCLC)) im fortgeschrittenen Stadium leiden.

21



Einleitung

Nanotransporter mit Targeting-Liganden

Nanopartikulire Wirkstoffirdgersysteme, die erginzend zu dem passiven Targeting
basierend auf dem EPR-Effekt auch die aktive Zelladressierung mittels spezifischen
Targeting-Liganden ausnutzen, befinden sich derzeit noch in den Klinischen Phasen I und
II.

BIND-014 beispielsweise ist ein Nanocarrier basierend auf PEG-polylactid mit
eingelagertem Docetaxel. Ein bestimmter Anteil des Blockcopolymers PEG-PLA ist mit
ACUPA (S,S-2-[3-[5-amino-1-carboxypentyl]-ureido ]-Pentandisdure), einem targeting-
Liganden, welcher an das Prostata-spezifische Membran-Antigen (PSMA) bindet,
funktionalisiert. PSMA ist oftmals auf Prostata-Krebszellen iiberexprimiert und gilt daher
als vielversprechender Adressat fiir die spezifische Krebstherapie. Zurzeit befindet sich

BIND-014, das von Bind Biosciences Inc. entwickelt wird, in der Klinischen Phase L.%°

Ein Liposom-basiertes Priparat von Mebiopharm Co., Ltd., das mit Transferrin-Liganden
auf der Oberflache bestiickt ist, befindet sich bereits in der Klinischen Phase L% Im
inneren wassrigen Kompartiment dieser funktionalisierten Liposomen ist Oxaliplatin
eingeschlossen, bei welchem es sich ebenfalls um ein toxisches Chemotherapeutikum

handelt.

Auch wenn die Kombination aus passivem (auf dem EPR-basierenden) und aktivem (mit
spezifischen Bindungsliganden) Targeting grofles Potenzial gerade in der Krebstherapie
bietet, ist es dennoch verstindlich, dass es bisher noch kein solches Pridparat auf den

Markt geschafft hat.

Die spezifische Wirkort-Adressierung durch Funktionalisierung der Nanotransporter-
Oberfliche mit spezifischen Liganden bedeutet eine kompliziertere Herstellung, also
einen deutlich erhohten Produktionsaufwand. Dadurch werden die Préparate nicht nur in
der Produktion teurer, sondern miissen auch erweiterten Anforderungen beziiglich der

Zulassungsregulatorien geniigen.

Solange die Verbesserung der Wirksamkeit eines aktiv gesteuerten Nanotransporters
gegeniiber dem einfacheren, nur von dem EPR-Effekt profitierenden Wirkstofftrager
nicht den erhohten Aufwand in Herstellungs- und Zulassungsverfahren aufwiegt, werden

wohl weiterhin die auf passives Targeting basierenden Systeme den Markt anflihren.
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1.3 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen selbstorganisierte nanoskalige Polymerstrukturen,
basierend auf amphiphilen Blockcopolymeren, im Hinblick auf die Entwicklung von
Wirkstofftragersystemen hergestellt und untersucht werden. Dazu sollen zundchst
grundlegende Experimente mit Hilfe des Modellpolymers Polyethylenoxid-block-
Polybutadien durchgefiihrt werden. Hierbei handelt es sich um ein nicht-bioabbaubares
Polymer, das als hydrophilen Block das oft verwendete und gut untersuchte
Polyethylenoxid aufweist und daher ein gutes Modell darstellt. Der hydrophobe Block
aus Polybutadien ermdglicht eine dauerhafte Fixierung der Polymerstrukturen durch eine
Gammastrahlen-induzierte Vernetzung der Polymerketten und erleichtert dadurch die

Analytik der organisierten supramolekularen Strukturen.

Sowohl Gréfe und Form als auch Oberflichenfunktionalisierung sollen auf ihre Einfliisse
und Wechselwirkungen mit menschlichen Zellen untersucht werden. Zudem sollen die
polymeren Nanopartikel in Anwesenheit von Serumproteinen charakterisiert werden, um
Aufschluss iiber thr Verhalten im Korper zu erhalten. Neben grundlegender Forschung
auf Basis des Modellsystems steht die Entwicklung eines potenziellen theranostischen
Wirkstofftragersystems im Vordergrund dieser Arbeit. Dabei soll neben der Beladung der
Polymerstrukturen mit Wirkstoff auch die Inkorporation magnetischer Nanopartikel
realisiert werden. Letztere sollen den Nanotransporter mit einer zusdtzlichen Funktion als
Kontrastmittel fiir bildgebende Verfahren ausstatten. Neben Untersuchungen zum
Wirkstofffreisetzungsverhalten soll schlieBlich eine Oberflichenfunktionalisierung mit
einem spezifischen Liganden durchgefiihrt werden, um eine aktive Targeting-Strategie

evaluieren zu konnen.
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2  Theoretischer Hintergrund

2.1 Amphiphile Blockcopolymere

Blockcopolymere sind Makromolekiile, die aus mindestens zwei kovalent verkniipften
Homopolymersegmenten verschiedener Monomere bestehen. Man unterscheidet je nach
Anzahl der zumeist linear verkniipften Blocke Di-, Tri- oder Multiblockcopolymere.
Unterschiedliche Eigenschaften der Polymersegmente konnen Blockcopolymeren
amphiphilen (griech.: amphi= beide; philos = Freund) Charakter geben, sie konnen damit
also gleichzeitig hydrophiles (wasserlosliches) und hydrophobes (wasserabweisendes)
Verhalten zeigen. Auf Grund der Amphiphilie dieser Blockcopolymere kann es zu einer
sogenannten Mikrophasenentmischung kommen. Die Blockcopolymere konnen sich
daher sowohl im Bulk (Polymerschmelze) als auch in Anwesenheit eines selektiven
Losungsmittels fiir nur einen Block in verschiedene Morphologien anordnen. Diese
Eigenschaft bietet vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten als Stabilisator oder
Losungsvermittler an Ol-Wasser- und anderen Grenzfliichen.

Die spezifischen Eigenschaften der Blockcopolymere lassen sich u. a. durch die Wahlder
Monomere sowie der Linge der Blocke gezielt beeinflussen. Blockcopolymere kdnnen
entweder iiber eine nachtrigliche Verkniipfung zweier Homopolymersegmente oder
durch sequenzielle Polymerisation verschiedener Monomere hergestellt werden. Letztere
kann mittels kontrollierter bzw. lebender Polymerisation wie anionischer, kationischer,

radikalischer oder koordinativer Polymerisation durchgefithrt werden.®’-’?

2.2 Selbstorganisationvon Amphiphilen
,Das Ganze ist mehr als die Summe seiner Teile* Aristoteles (384 v.Chr. — 322 v.Chr.)

In der Biologie spielen organisierte supramolekulare Strukturen wichtige Schliisselrollen.
Die Zellmembran beispielsweise ist aus Phospholipiden aufgebaut und hat zusammen mit
anderen Komponenten wie Cholesterol, Tunnelproteinen, Glycolipiden und
Glycoproteinen als selbstorganisiertes Gesamtkonstrukt wichtige Aufgaben wie die

Kontrolle iiber Transportprozesse in und aus der Zelle.
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Phospholipide besitzen eine negativ geladene Phosphatgruppe als hydrophile
Kopfgruppe, die iber eine Glycerid-Gruppe mit zwei Fettsdureketten als hydrophobe
Schwanzgruppe verkniipft sind. Sie zeigen somit amphiphiles Verhalten und konnen sich

in wissriger Umgebung zu Membranstrukturen selbstorganisieren.’

Die Haupttriebkraft der Selbstorganisation ist das lyotrope Verhalten eines Amphiphils.
Der Terminus /yotropisch hat griechische Wurzeln und setzt sich aus ,,lyo“ (= Losungs-
mittel) und ,.trop“ (= induziert) zusammen. Wird ein Amphiphil von einem guten
Losungsmittel fiir beide Blocke in ein selektives Losungsmittel transferiert, in welchem
nur eines der Polymersegmente gut 16slich ist, wird die Formation von iibergeordneten
Strukturen induziert. Im Falle von Wasser als selektives Losungsmittel ist dieses lyotrope
Verhalten hauptsichlich auf den sogenannten hydrophoben Effekt zuriickzufiihren. 7% 7>
Dieser beschreibt, dass es durch Losen eines apolaren Stoffes zu einer ,erzwungenen®
Strukturierung der Wassermolekiile in unmittelbarer Umgebung kommt, was mit einem
vergleichsweise hohen Entropieverlust einhergeht. Demnach ist die Selbstorganisation
amphiphiler Molekiile neben der Vermeidung enthalpisch ungiinstiger Wechselwirkungen
des hydrophoben Blocks mit Wasser auch ein entropisch getriebener Prozess. Dies fiihrt
zu einer Assoziation der hydrophoben Blocke, wihrend die hydrophilen Segmente dem

Wasser zugewandt sind und dieses vor dem direkten Kontakt mit dem hydrophoben

Anteil abschirmen.

Abhingig von der Zusammensetzung eines Amphiphils, also dem Verhéltnis und der
Eigenschaften des hydrophilen und des hydrophoben Anteils, konnen Strukturen
unterschiedlicher Morphologie aus der Selbstorganisation resultieren. Israelachvili et al.
prasentierten 1976 ihre Theorie zur Selbstorganisation und fiihrten das Konzept des
kritischen Packungsparameters (P.) ein, um die Bildung supramolekularer Strukturen aus

Amphiphilen vorherzusagen.”®

Der kritische Packungsparameter ist definiert als P, = v/agl, wobei v das Volumen des
hydrophoben Anteils, ag die Flache, die durch die hydrophile Kopfgruppe eingenommen
wird und 1. die Konturlinge des Molekiils reprisentiert (Abb. 2.1). Der kritische
Packungsparameter beschreibt damit die Form des Molekiils, welche mit der Kriimmung
an der hydrophob-hydrophilen Grenzfliche in Zusammenhang steht und somit eine
Vorhersage der selbstorganisierten Struktur ermdglicht.”” P-Werte unterhalb 0,5
resultieren in stark gekriimmten Aggregaten wie kugelformigen und zylindrischen

Mizellen, wiahrend mit wachsendem P, bis v/apl, = 1 Doppelschichten die favorisierte
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Anordnung sind. Inverse Mizellen bilden sich, wenn der kritische Packungsparameter den

v

Wert 1 iibersteigt.

Fg‘éche@w
v

)

-= “"\

3 Volumen{y(
<= 1>L>l 1>L>l L:l L>1
al. 3 2 af, 3 al, 2 8. a,l,

Abb. 2.1: Der Kkritische Packungsparameter P, und die daraus hergeleitete Morphologie der
selbstorganisierten Strukturen (nach Vorlage von Israelachvili et al. 1976)

Amphiphile Blockcopolymere konnen dhnliches Verhalten wie Phospholipide zeigen. Die
entstehende Morphologie der iibergeordneten Strukturen kann durch die Verdnderung der
Blockldngen beeinflusst werden. Die schrittweise Verringerung der Blocklinge des
hydrophilen Blocks fiihrt so zu einer Umwandlung von kugelférmigen iiber zylindrische

Mizellen und schlieBlich zur Ausbildung von lamellaren Strukturen.”®: 7’

Neben der rein geometrischen Betrachtung kann die Aggregation von Amphiphilen auch
thermodynamisch beschrieben werden. Betrachtet man das Verhalten von Amphiphilen in
der Polymerschmelze, resultiert die Mikrophasenseparation hauptsdchlich aus
Grenzflicheneffekten an der hydrophil-hydrophoben Grenzfliche und Entropieverlusten,
welche durch die geordnete Struktur der Polymerketten innerhalb der Mikrodomidnen
bedingt sind.*® In diesem Zusammenhang ist ein Diblockcopolymer AB durch den
Polymerisationsgrad (N = N + Np) und seine Komposition (fy = Na/N) charakterisiert. In
der Polymerschmelze kann das Blockcopolymer als inkompressible Gaul3-Kette

beschrieben werden, wobei jedes Segment ein festgelegtes Volumen einnimmt. Die
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Wechselwirkung zwischen den unterschiedlichen Segmenten kann mit Hilfe des Flory-
Huggins-Interaktionsparameters y ausgedriickt werden, wobei positive Werte flir x auf
energetisch ungiinstige Wechselwirkungen hindeuten. Das Produkt von yN wird
Segregationsparameter genannt und bestimmt, wie stark die beiden Segmente A und B

segregieren.®!

Danach werden Bereiche schwacher Entmischung (yN <20), das
sogenannte WSL (weak segregation limit) und Bereiche starker Entmischung (yN > 100)
SSL (strong segregation limit) unterschieden. Wahrend im Bereich starker Segregation
scharfe Grenzen zwischen den Mikrodominen existieren, konnen im schwach
segregierten Bereich auch bikontinuierliche Phasen wie der Gyroid gefunden werden

(Abb. 2.2).
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Abb. 2.2: Berechnetes Phasendiagramm fiir Blockcopolymere (links) und die schematische
Darstellung verschiedener Mikrodoménen (rechts).’? 8 Die Abkiirzungen bedeuten: L Lamellen, H
hexagonale Zylinder, BCC kubisch innenzentrierte Kugelpackung (engl.: biscontinuous cubic), CPS
kubisch dichteste Packung (close-packed spheres)und DIS ungeordnete Phase (engl.: disordered).

Fir die Beschreibung der Mikrophasenseparation in Anwesenheit eines selektiven
Losungsmittels miissen weitere Parameter beriicksichtigt werden. Diese beinhalten unter
anderem die Flory-Huggins-Interaktionsparameter fiir den A-Block und B-Block mit dem
Losungsmittel sowie die relativen Volumenanteile aller Komponenten in der Mischung.
Erfolgt die Selbstorganisation mit Hilfe eines Co-Losungsmittels, miissten im Grunde
zusitzlich alle Flory-Huggins-Interaktionsparameter fiir die verschiedenen Losungs-
mittelgemische bestimmt werden. Zudem spielen weitere KenngroBBen wie beispielsweise
die kritische Aggregationskonzentration fiir die Selbstorganisation im selektiven

Losungsmittel eine entscheidende Rolle.
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In einem selektiven Losungsmittel gebildete Lamellen tendieren ab einer bestimmten
GroBe zur Ausbildung von geschlossenen Vesikelstrukturen. Dieses Phinomen kann mit
hohen Energieverlusten durch Grenzflacheneftekte erkliart werden. Die Linienenergie, die
von der Linienspannung y an den Rédndern der Doppellage herriihrt, ist dabei die treibende
Kraft. Thr entgegen wirkt die Biegeenergie, die von dem Biegemodul k abhingt und
aufgebracht werden muss, um die Vesikelformation zu ermdglichen. Die Vesikelbildung
aus einer scheibenartigen Lamelle wird demnach gefordert, wenn die Linienenergie hoch

und die Biegeenergie niedrig ist (Abb. 2.3).%*

o
2

E =2mrpy E gioe = 81K ry=

Linien

Abb. 2.3: Schematische Illustration der Vesikel-Formation durch Zusammenschluss einer
Doppelschicht-Scheibe (adaptiert von Antonietti & Forster 2003)*: Die Linienenergie einer Scheibe
Etinien = 2nrpy (mit y = Linienspannung) steht mit der Biegeenergie Egjc,=8mk (mit k=Biegemodul) bei der
Vesikel-Bildung im Wechselspiel. Der Scheibenradius rp fiir eine gegebene Fliche entspricht dabei dem
doppelten Vesikelradius ry, Damit ergibt sich fiir eine minimale VesikelgroBe ry min= 2x/y. Der
Zusammenschluss zum Vesikel verlduft irreversibel, da durch das Verschwinden der Scheibenrdnder eine
Stabilisierung erfolgt.

Aus dem Gegenspiel von Biege- und Linienenergie ergibt sich eine minimale
Vesikelgroe mit 1y min=2x/y. Da nach Zusammenschluss eines Vesikels die
Linienenergie nicht mehr von Bedeutung ist, resultiert die GleichgewichtsgroBe eines
Vesikels nur aus dem Gleichgewicht aus Biegeenergie (in Richtung weniger groBler

Vesikel) und der Mischungsentropie (in Richtung vieler kleiner Vesikel).®

Die geringe Loslichkeit von Lipiden und vielen Blockcopolymeren beschriankt oftmals
den Austausch zwischen den assemblierten Strukturen, so dass Form und Grofe weniger
ein Ergebnis des Gleichgewichts sind, als vielmehr durch die Priparationsmethoden
bestimmt werden. Auf diese Weise konnen sogenannte Nicht-equilibrium-Vesikel oder
andere polymere Strukturen in einem thermodynamisch ungiinstigen Zustand gefangen

werden.
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2.21 Kinetik der Selbstorganisation

Die Selbstorganisation von Amphiphilen ist ein extrem schneller Prozess und verlduft
abhingig der MolekiilgroBe innerhalb weniger Millisekunden oder gar im
Mikrosekundenbereich. Daher war es bisher kaum moglich, Zwischenzustinde
experimentell zu beobachten. Mit Hilfe neuster Computertechnikk mit hohen
Rechenleistungen und Simulationsmethoden wie beispielsweise der Molekulardynamik
(MD) konnten auch Anfangsstadien von supramolekularen Strukturen simuliert werden.
Auf Grund der enormen Komplexitit, die aus interatomaren Kriften resultiert, ist die
Methode der Molekularen Dynamik mit atomarer Auflosung beschrankt auf kleinere
Ausschnitte von Aggregat- bzw. Membranstrukturen von einigen zehn Nanometern und
die Simulationszeit ist auf wenige Mikrosekunden begrenzt. Zur Simulation von
hydrodynamischen Phdnomenen in Fluiden wurde vor fast 20 Jahren die Methode der
Dissipativen Partikel-Dynamik (DPD, dissipative particle dynamics), eine sogenannte
coarsegrained Technik, entwickelt.®® Bei der DPD-Simulation werden Wassermolekiile
und Monomereinheiten des Amphiphils durch Kugeln (Partikel) reprisentiert. Diesen
Kugeln werden dann Eigenschaften zugewiesen, so dass sowohl Wechselwirkungen
zwischen unterschiedlichen Monomereinheiten als auch Interaktionen der

unterschiedlichen Komponenten mit dem Losungsmittel bertlicksichtigt werden konnen.

In einer Publikation von Shillcock et al. wurde die Vesikelbildung aus amphiphilen
Molekiilen mit Hilfe dieser Methode simuliert.*® Dabei wurde ein typisches Amphiphil
mit linearer Architektur H3Ts als Modell verwendet, welches durch drei hydrophile
SKopf-Kugeln (H fiir head) und sechs hydrophobe ,Schwanz“-Kugeln (T fiir tail)
dargestellt wurde. Fiir alle Kugeln wurde der gleiche Radius angenommen, welcher die
intermolekularen Krifte reprisentiert. Wasser wurde durch einzelne Kugeln (W fiir
water) reprasentiert. Nachdem molekulare Architektur, Konzentration und Feldstirke
spezifiziert wurden, startete die Simulation, basierend auf der Integration der
Newtonschen Bewegungsgesetze fir die Bewegung aller Partikel Die Simulationen
wurden bei konstanter Temperatur (300 K) durchgefiihrt. Abb. 2.4 zeigt Schnappschiisse
zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Simulation.
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Abb. 2.4: DPD-Simulation: Spontane Vesikelselbstorganisation. Schnappschiisse zu verschiedenen
Zeiten bei der Vesikel-Selbstorganisation aus einer Dispersion von anfanglich zufillig verteilten 58 240
amphiphilen Molekiilen in 5 000 000 Wasserkugeln in einer (90 nm’) Simulationsbox (80 mM A mphiphil-
Konzentration). Amphiphile haben eine lineare Architektur H;Ts, wobei die hydrophilen Partikel H rot
gefarbt sind und die hydrophoben Schwanzpartikel T orange dargestellt sind, das terminale
Schwanzpartikel jedoch jeweils griin gekennzeichnet ist. Diese Momentaufnahmen zeigen drei Stufen des
Wachstums. Zunichst formen die amphiphilen Molekiile kleine Mizellen, welche diffundieren, fusionieren
und schlieflich planare Doppelschichten bilden (a, ~2 ps). Im néchsten Schritt wachsen die
Doppelschichten an und biegen sich schlieflich in Vesikelstrukturen. Die Vesikelstrukturen wachsen weiter
an, indem sie teilweise mit noch existierenden Doppelschichten oder miteinander fusionieren (b, ~80 ps).
Zuletzt ist das System von geschlossenen Vesikeln dominiert, welche sich im Raum bewegen, aber nur
gelegentlich weiter miteinander fusionieren, da dieser Prozess deutlich langsamer ist als die beobachtete
Simulationsdauer (¢, ~162 ps). Die Dauer der unterschiedlichen Phasen ist von der Amphiphil-
Konzentration abhéngig. Entnommen aus Shillcock®, Copyright © 2012, American Chemical Society.
Wiedergabe mit Genehmigung.

Wie die Beobachtungen aus Abb 2.4 zeigen, lisst sich der Prozess der Selbstorganisation
nacheinander in drei Phasen beschreiben. In den drei Phasen dominieren unterschiedliche
Aggregationsformen, welche ihrerseits unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten
aufweisen. Zuerst bilden sich sehr schnell Mizellen. Frithere Ver6ffentlichungen auf der

Basis von atomaren Simulationen iiber molekulare Dynamiken ergaben Zeiten von
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wenigen Nanosekunden fiir diesen Prozess.®” Nachfolgend wachsen diese Mizellen an,
welche sich schlieBlich zu quasi-planaren Doppelschichten organisieren. Die Dauer dieser
Phase hingt davon ab, wie viel Zeit die Mizelle bendtigt, um geniligend Material
anzusammeln, so dass sich ein Stiick einer planaren Membran ausbilden kann. Die
nichste Phase ist eine lingere Periode, in der Mizellen wie auch planare Doppelschicht-
Fragmente diffundieren und langsam zu groBeren Doppelschichten fusionieren, bis es zur
SchlieBung der Membranen in Vesikelstrukturen kommt. Diese Phase kann bei diesem
Modell fiir kleine Amphiphile von 50 bis zu 400 ps andauern, abhidngig von der
Konzentration. Je hoher die Konzentration, desto schneller konnen Vesikel gebildet
werden. In den hier untersuchten Konzentrationsbereichen lagen Vesikel und planare
Doppelschichten in fast allen Phasen nebeneinander vor. Die Vesikel schienen einwandig
zu sein und bei geringerer Konzentrationen im Durchschnitt kleiner als bei hoheren

Konzentrationen.

Fiir eine potenzielle Beladung der Vesikelstrukturen (beispielsweise als Wirkstoffirdger)
ist offenbar die zweite Wachstumsphase, in der die scheibenformigen Doppelschichten in
ithrer Gro3e zunehmen, entscheidend, um eine moglichst groBe Menge des Cargo in dem

entstehenden Vesikel einzukapseln.®®

2.3 Polymersome

Vesikuldre Strukturen aus Blockcopolymeren werden auch Polymersome genannt. Dieser
Terminus wurde aus den Begriffen Polymer und Liposom, dem natiirlichen Vorbild aus
Phospholipiden, geschaffen. Die Forschergruppen um Meijer in den Niederlanden und
Eisenberg in Kanada legten den Grundstein flir die Entwicklung der polymeren Vesikel,
wovon sie bereits 1995 berichteten.®”> *® Vier Jahre spiter wurden von Discher et al.
erstmals vergleichende Experimente zwischen Liposomen und Polymersomen beziiglich

ihrer Membraneigenschaften verdffentlicht.”!

2.3.1 Herstellungsmethoden fiir Polymersome

Die Herstellungsmethoden fiir Polymersome sind weitestgehend von Techniken zur

Liposom-Herstellung abgeleitet.

Beider Filmrehydration wird zunichst ein sehr diinner Polymerfilm auf eine Oberfldche

aufgebracht. Dazu wird eine kleine Menge Polymer (gelost in einem guten Losungsmittel

32 BAM-Dissertationsreihe



Theoretischer Hintergrund

fiir beide Blocke) zB. in einen Rundkolben gegeben und das Losungsmittel vollstindig
abgedampft. Im ndchsten Schritt wird das Polymer durch Zugabe von Wasser oder
wassriger Pufferlosung wieder von der Oberfliche gelost. Dies kann durch Energiezufuhr
erleichtert werden wie beispielsweise durch Riihren, Schiitteln oder Ultraschall. Auf diese
Weise konnen uni- und multilamellare Vesikel hergestellt werden, die zumeist eine
relativ breite GroBenverteilung aufweisen.”>* * Mittels Membran- Extrusion durch eine
Polycarbonat-Membran mit definierten Porengréfen konnen die Vesikel nachtraglich in
ithrer GroBe reduziert und vereinheitlicht werden. Allerdings ist dieser Verfahrensschritt
extrem zeitaufwindig, auf kleine Probenmengen (gewdhnlich wenige mL) beschriankt

und resultiert zudem in Materialverlust durch Adsorption an der Extrusionsmembran.

Abhidngig von den Blocklingen lassen sich manche amphiphile Polymere auch direkt
vom Bulkmaterial in die wiéssrige Umgebung losen, jedoch ist hierfiir ein deutlich

hoherer Energieeintrag notwendig, um eine vollstindige Rehydration zu erreichen.

Zur Herstellung sehr groBler (im Mikrometer-Bereich), relativ einheitlicher unilamellarer
Vesikel (engl: GUV giant unilamellar vesicles) eignet sich zB. die Methode der
Elektroformation. Dabei wird ein diinner Polymerfilm auf ein Elektrodenpaar
aufgebracht. Die Rehydration in Wasser wird durch ein oszillierendes elektrisches Feld

induziert.

Polymersome konnen auch mit der Detergenz-Methode hergestellt werden, bei der das
Polymer mit Hilfe eines Detergenz in Wasser dispergiert wird. Nachfolgend wird das

Detergenz durch Dialyse wieder entfernt.”?

Bei der Nanoprizipitation (auch Co-Losungsmittelmethode genannt) wird das
amphiphile Polymer in einem mit Wasser mischbaren Losungsmittel gelost und
tropfenweise in Wasser gegeben, wobei die Strukturbildung induziert wird. AnschlieBend
wird das verbleibende Losungsmittel abgedampft oder durch Dialyse entfernt. Auch die
inverse Technik kann zur Polymersom-Herstellung eingesetzt werden. Hierbei wird unter
Riihren sukzessive Wasser zur Polymerlosung gegeben bis der Wasseranteil soweit
erhoht ist, dass eine Strukturbildung eintritt. Verbleibendes Losungsmittel muss auch

hierbei aus der resultierenden Polymersom-Dispersion wieder entfernt werden.”* *>

Eine Weiterentwicklung der Nanoprazipitations-Methode wurde von Forster et al
vorgestellt. Die Inkjet-Technologie von Druckern wurde hier zur Herstellung von kleinen

unilamellaren Vesikeln genutzt. Kleinste Mengen an Polymerlosung im Picoliter-Bereich
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wurden in ein Wasserreservoir injiziert. Durch die exakte Dosierung der Polymerlosung
konnten reproduzierbare Ergebnisse beziiglich der VesikelgroB3e erreicht werden, jedoch
ist die Methode auf Ethanol als Losungsmittel beschrinkt, da die Druckerpatronen gegen

viele andere Losungsmitte] nicht bestindig sind.”®

Insbesondere auch im Hinblick auf industrielle Anwendungen von Polymersomen ist eine
kontinuierliche Polymersom-Herstellung wiinschenswert. Kontinuierliche Verfahren
konnen im Vergleich zur Batch-Synthese hohere Durchsidtze und bessere
Reproduzierbarkeit bieten. AuBerdem sollte auf nachtrdagliche Verfahrensschritte wie die

Membranextrusion zur Grofenvereinheitlichung verzichtet werden kénnen.

Die Forschergruppe um Weitz berichtete 2005 erstmals tiber ein mikrofluidisches System,
welches auf einer Wasser-in-Ol- in-Wasser (W/O/W) Doppelemulsionstechnik basiert.””’
Dieser mikrofluidische Aufbau besteht aus zwei runden Glaskapillaren, die ihrerseits
innerhalb eines weiteren Rohrchens miteinander verschachtelt hintereinander angeordnet

sind. (Abb. 2.5)

Injection tube Collectic;n tube
\

B B > === -

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Mikrokapillar-Geometrie zur Generierung von
Doppelemulsionen. Die duBlere Phase (outer phase) ist nicht mit der mittleren Phase (middle phase)
mischbar und letztere ist ihrerseits nicht mit der inneren Phase (inner phase) mischbar. Die dufere
Glaskapillare besitzt einen AuBendurchmesser von 1000 pm und einen Innendurchmesser von 580 pm.
Sowohl das Injektionsrdhrchen (injection tube) als auch das Sammelrohrchen (collection tube) verjiingen
sich im Inneren der Glaskapillare. Die Innendurchmesser betragen dort ca. 10 bis 50 um fiir das
Injektionsréhrchen und 40 bis 100 pm fiir das Sammelrdhrchen. Entnommen aus Shum et al’®
Copyright © 2008, American Chemical Society. Wiedergabe mit Genehmigung.

Drei verschiedene Fluidstrome, welche als innere, mittlere und du3ere Phase bezeichnet
werden, werden gleichzeitig in das Gerdt gepumpt. Das Diblockcopolymer ist in einem
organischen Losungsmittel gelost und stellt die mittlere Phase dar. Die innere Phase
besteht aus Wasser. Die dulere Phase ist ebenfalls wissrig, wobei ihre Viskositit durch
Zusatz von Alginat erhoht wird. Die innere und die mittlere Phase werden nun
hydrodynamisch fokussiert in den Eingang des Sammelr6hrchens (collection tube)

geleitet, wodurch uniforme W/O/W-Doppelemulsionstropfchen gebildet werden. Mit
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Hilfe dieser kontinuierlichen Herstellungsweise konnen einheitliche groe Polymersome
im MikrometermaBstab (GUV) hergestellt werden. Auch magnetisch beladene, jedoch
ebenfalls sehr grofe (mehrere Mikrometer) Polymer- als auch Lipidvesikel wurden

mittels mikrofluidischer Doppelemulsionstechnik hergestellt.”®: '

Gerade fiir die medizinische Anwendung als Wirkstofftradgersysteme ist der
Groflenbereich von 20-200 nm, also der submikrone Grofenbereich, von besonderem

Interesse.

Da die im Folgenden beschriebene Mikromischertechnologie zur Polymersom-
Herstellung einen groflen Stellenwert im Rahmen dieser Arbeit hat, soll dieser Methode

nun ein eigener Abschnitt gewidmet werden.

2.3.2 Kontinuierliche Herstellung von Polymersomen im Mikromischer

Die Herstellung von Polymersomen im Mikromischer ist wie die Inkjet- Technologie
ebenfalls eine  Weiterentwicklung der Nanoprizipitation bzw. der Co-
Losungsmittelmethode. Die kontinuierliche Herstellung soll Probleme, welche bei der
konventionellen Batch-Methode auftreten, minimieren bzw. beheben. Diese bestehen zum
einen darin, dass die Vesikelbildung stark von der injizierten Polymermenge abhéngt und
zum anderen von der Durchmischung beim Riihren beeinflusst wird. Des Weiteren
konnen sehr hydrophobe Blockcopolymere, aber auch hydrophobe Komponenten, die in
die Vesikelmembran eingelagert werden sollen, beim Kontakt mit Wasser als selektives
Losungsmittel ausfallen, wenn die Selbstorganisation nicht schnell genug erfolgt.
Auflerdem ist im Batch allgemein der Durchsatz begrenzt und die Reproduzierbarkeit von

Ansatz zu Ansatz kann schwanken.

Insbesondere fiir sehr schnelle Reaktionen und fiir solche, dic eine besondere
Reaktionskontrolle erfordern, wurden in den letzten Jahren vermehrt mikrofluidische
Systeme zur Synthese eingesetzt. Die sehr kleinen Volumina, mit denen in
Mikromischern gearbeitet wird, vergroBern die Grenzflichen zwischen den einzelnen
Reaktionskomponenten, wodurch eine sehr schnelle Mischung und damit eine geringe
Mischzeit realisiert werden kann. Zusitzlich ist eine gute Temperaturkontrolle gegeben
und damit auch eine schnelle Abfuhr von Reaktionswarme gewihrleistet. Auf diese
Weise konnen unerwiinschte Nebenreaktionen reduziert werden. AuBerdem kdnnen auf
Grund der geringen Reaktionsvolumina auch gefdhrliche Reaktionen, beispielsweise mit

Peroxiden oder elementarem Fluor, kontrolliert durchgefiihrt werden '®' 02
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Mikromischer-basierende Systeme wurden auch in der Polymersynthese bereits

erfolgreich angewendet.' %3195

Beider Polymersom- Herstellung soll die Mikromischer-Technologie in Anlehnung an die
konventionelle Co-Ldsungsmittelmethode helfen, einen kontrollierten Transfer des
Blockcopolymers vom guten Losungsmittel fiir beide Blocke in ein selektives

Losungsmittel zu ermoglichen.

Das Konzept zur Nutzung von Mikromischern fiir die Polymersom-Herstellung aus
Poly(butadien)-block-Poly(ethylenoxid) PB-b-PEO mit der Co-Losungsmethode wurde
2009 erstmals von Miiller et al. vorgestellt.'°® Im Rahmen der Dissertation von Raphael
Thiermann wurde die Methode weiterentwickelt und optirniert.107 Fiir das System PB;30-
PEOg¢s konnten bereits engverteilte Polymervesikel verschiedener Groflen kontinuierlich
herstellt werden.'”® Im Gegensatz zu der von der Gruppe um Weitz vorgestellten
kontinuierlichen Methode der Doppelemulsion war es mit dem Mikromischersystem auch
moglich, Polymersome mit Durchmessern unterhalb von 100 nm herzustellen. Auerdem
konnten durch Variation der Mischparameter auch Vesikel-Vorstufen wie mizellare und
scheibenformige Strukturen erhalten und visualisiert werden. Auf den in dieser Arbeit
verwendeten Mikromischer und auf das Prinzip der Selbstorganisation im Mikromischer

soll i Folgenden noch einmal genauer eingegangen werden.

2.3.2.1 Aufbau der Mikromischer-Anlage

In Abb. 2.6 ist der prinzipielle Aufbau der Mikromischer-Anlage dargestellt. Das
Polymer ist in einem guten Losungsmittel fiir beide Blocke gelost und liegt in Form von
Unimeren vor. In einem zweiten Reservoir befindet sich das selektive Losungsmittel,
welches in diesem Fall Wasser ist. Die beiden Losungen werden mit Hilfe von HPLC-
Pumpen in den Mikromischer gepumpt, wo schlielich durch Mischung der Anteil des
selektiven Losungsmittels soweit erhoht wird, dass eine Strukturbildung einsetzt.

36 BAM-Dissertationsreihe



Theoretischer Hintergrund

Einlass \.‘. \ !' . 4" 5 mm

Polymer- Selektives
Losung L&ésungsmittel
(H,0)

Abb. 2.6: Prinzipieller Aufbau des Mikromischer-Systems zur Polymersom-Herstellung.
Die oberen Bilder zeigen den Mikromischer in der Auenansicht, die Struktur im Inlay des Mischers und
eine VergroBerung der Mischstruktur.

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich ein sogenannter Raupenmischer Modell CPMM-
R300 (CPMM engl.: caterpillar micro mixer) verwendet, welcher im Institut fiir
Mikrotechnik Mainz GmbH entwickelt wurde. Die Spezifikationen dieses Mischers sind
in Tab 2.1 zusammengefasst. Der verwendete Raupenmischer ist aus Edelstahl gefertigt.
Die Mischkammer hat ein inneres Volumen von 10 pL. Die Verweildauver in der
Mischstruktur liegt je nach Flussrate (max. 4 L/h) zwischen 3,6 und 72 ms. Die Mischung
beruht auf dem sogenannten SAR-Prinzip (engl. split and recombine, dt. aufspalten und
wiedervereinen) (Abb 2.7).'% Die Mischstruktur hat bei diesem Modell eine Breite von
300 um und ist aus insgesamt 12 Elementen aufgebaut. Mit jedem Element wird das
Fluid einem SAR-Schritt unterzogen. Im idealen Fall wiirde dies somit zur Ausbildung

von 2048 (=2'")Lamellen fihren.

Abb. 2.7: Modell der Mischstruktur des Raupenmischers (links) und theoretisches Mischprofil nach
dem SAR-Prinzip
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Abb. 2.8: Simulation der Flussbedingungen und des Konzentrationsprofils im CPMM-300
Raupenmischer: Die Simulation bezieht sich auf die Mischung einer Mono mer-Losung (50 Gew.-% THF,
50 Gew.-% Styrol) mit reinem n-Hexan fiir einen Massenstrom von 0,03 g/s. Entnommen aus
Ziegenbalg et al'®, Copyright © 2012, De Gruyter. Wiedergabe mit Genehmigung.

Unter realistischen Bedingungen kommt es jedoch vermehrt zu interner Reibung, welches
eine Zerstorung der Fluid-Lamellen zur Folge hat. Diese transversalen Kriafte dominieren
das Flussprofil mit zunehmender Strecke im Mischer, so dass vermehrt Verwirbelungen

aufireten, welche in einem eher chaotischen Stromungsprofil resultieren (Abb. 2.8).10% 199

Diese ,kontrollierte* turbulente Mischung ist sehr effizient, so dass Mischzeiten tam 959
von wenigen Millisekunden erreicht werden kénnen.!> Die beiden Einginge des
Raupenmischers sind parallel zueinander angeordnet, dadurch ist der Einfluss bei
unterschiedlichen Fluidstromen gering und die Mischzeiten bleiben auch fiir stark
asymmetrische Flussraten nahezu konstant.'®> Diese Tatsache ist insbesondere fiir die
Anwendung zur kontrollierten Selbstorganisation wichtig, weil dort sehr schnell der
Anteil des selektiven Losungsmittels erhoht werden muss und dafiir asymmetrische
Flussraten notwendig werden. Den Raupenmischer gibt es auch in vergroBerter
Ausfiihrung mit 600 oder 1200 um Profilbreite. Damit ist die Mo glichkeit eines einfachen
Upscalings gegeben, denn so konnen bei erhohter Flussrate vergleichbare

Mischbedingungen erzielt werden.
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Tab. 2.1:Spezifikationen des Raupenmischers R-300'"
Modellbezeichnung CPMM-V1.2-R300
GroRe (Lx B x H) [mm] 60 x 45 x 20
Mischkanalbreite [um] 300
Inneres Volumen [uL] 10
Material Edelstahl 1.4435
Betriebstemperatur [°C] -40-220
Druckstabilitat [bar] 100
Flussrate[L/h] 0,5-4
Verweilzeit [ms] 3,672
MaximaleViskositat[mPas] | 100

2322 Phasen der Selbstorganisation im Mikromischer

Die Selbstorganisation im Mikromischer verlduft in verschiedenen Phasen, dhnlich der
Simulationsergebnisse, die von Shillcock et al. beschrieben wurden (Abschnitt 2.2.1). Das
Polymer ist zundchst in einem guten Losungsmittel gelost, die Polymerketten liegen
molekular vor, es findet keine Strukturbildung statt. Im Mikromischer werden
Polymerlosung und selektives Losungsmittel gemischt. Zu Beginn der Mischzeit konnen
Polymerketten noch frei diffundieren und sich organisieren. Wird der Gehalt an
selektivem Losungsmittel zu hoch, kann die Struktur eingefroren werden. Fiir Polymere
mit sehr geringer Wasserloslichkeit kann nahezu keine Diffusion einzelner Polymerketten
mehr stattfinden und damit auch kein Austausch zwischen den Polymerketten der
gebildeten Strukturen. Damit konnen auch Strukturen in einem thermodynamisch
ungiinstigen Zustand kinetisch gefangen werden. Bei Tensiden beispiclsweise oder
anderen kleinen, gut wasserloslichen Amphiphilen ist selbst in reinem Wasser noch freie
Diffusion der Unimere mdglich, wodurch noch eine Dynamik der gebildeten Strukturen

zu beobachten ist.

Die Selbstorganisation, welche hauptsdchlich vom hydrophoben Effekt getrieben ist, setzt

bei einem bestimmten Gehalt an selektivem Losungsmittel (hier: Wasser) ein. Der
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bendtigte Gehalt des selektiven Losungsmittels, bei welchem die Strukturbildung einsetzt,

ist von verschiedenen Faktoren abhingig:

=  Polymerkonzentration
=  Temperatur
= Blockcopolymer-Eigenschaften: Monomere, Blocklingenverhéltnis, Molmasse

= Losungsmitteleigenschaften der verwendeten Losungsmittel

Mit steigender Polymerkonzentration setzt die Mizellenbildung frither ein - dadurch
verldngert sich die Zeit, welche den Mizellen zum Anwachsen in scheibenformigen
Doppelschichten zur Verfligung steht. Die daraus resultierenden Vesikel weisen demnach
groBere Durchmesser auf als bei geringerer Polymerkonzentration.'®” Dies wurde auch

bei den Simulationen von Shillcock et al. beobachtet.

Der Zeitpunkt der Strukturbildung kann durch unterschiedlich schnelle Mischzeiten
beeinflusst werden. Die Mischgeschwindigkeit steht mit der Flussrate in direktem
Zusammenhang. Nur bei sehr niedrigen Flussraten, bei welchen keine Turbulenzen
auftreten, also ein laminares Flussprofil vorherrscht, ist die Mischgeschwindigkeit
verhdltnisméfBig langsam und unabhéngig von der Flussrate. Hierbei beruht die Mischung

ausschlieBlich auf Diffusion und ist somit nur von der Lamellendicke abhingig.

Mit Variation der Flussraten kann das Mischprofil innerhalb der Mischkammer
beeinflusst werden. Am Eingang des Mischers herrscht gewdhnlich noch ein laminares
Flussprofil bis es durch transversale Krifte vermehrt zu Verwirbelungen kommt und in
einen turbulenten Fluss libergeht. Die Mischgeschwindigkeit im turbulenten Bereich des
Mischers ist im Vergleich zum laminaren Bereich stark erhoht. Der Ubergang von
laminarer zu turbulenter Stromung kann tiber die Flussgeschwindigkeit gesteuert werden.
Da der Gehalt an selektivem Losungsmittel in der Polymerphase in direktem
Zusammenhang mit der Mischgeschwindigkeit steht, kann die Strukturbildung neben der
Polymerkonzentration auch durch die Flussrate beeinflusst werden.

Der Einfluss der Flussrate auf die Strukturbildung ist in Abb 2.9 dargestellt. Mit
Erhéhung der Flussrate wird der Ubergang von laminarer in turbulente Strdmung in
Richtung des Mischereingangs verschoben. Dadurch wird die Strukturbildung in einer
fritheren Phase abgebrochen. Auf diese Weise ldsst sich ein auf Grund seiner Geometrie
und Amphiphilie bevorzugt Vesikel-bildendes Polymer auch zur Bildung von sphéirischen

Mizellen oder gar scheibenformigen Doppelschichten zwingen. Raphael Thiermann
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konnte im Rahmen seiner Dissertation Kugelmizellen als auch scheibenformige
Doppellagen aus PBj3¢-PEOgs mittels Mikromischer-Technologie herstellen und mittels
Cryo-Transmissionselek tronenmikroskopie nachweisen.'’” Diese Tatsache zeigt, dass die
Mikromischer-Technologie Mischzeiten ermdglicht, die in der GroBenordnung der
Kinetik der Selbstorganisation von gréoBeren Blockcopolymeren wie dem hier
verwendeten PB;30-PEOgs liegen. Auf diese Weise kdnnen fiir schlecht wasserlosliche

Blockcopolymere kinetisch gefangene Strukturen hergestellt werden.

Konzentration des selektiven Losungsmittels in der Polymerphase

L g
Polymerketten liegen molekular vor, Bereich freier Strukturbildung
Lésungsmittelgemisch nicht selektiv Selbstorganisation kinetisch eingefroren

Erhohung der Gesamtflussrate

Abb. 2.9: Phasen der Selbstorganisation im Mikromischer in Abhéngigkeit von der Flussrate.
Reproduziert mit Genehmigung von Raphael Thiermann.'®’” Der Ubergang von laminarer in turbulente
Stromung ist durch die Musterung und Farbverdnderung im Hintergrund dargestellt.

Neben PB-PEO wurde auch ein Triblock aus der Gruppe der Pluronic®-Polymere in
dieser Arbeit zur Herstellung von polymeren Strukturen verwendet. Auf die beiden

Polymer-Systeme soll nachfolgend genauer eingegangen werden.
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2.3.3 Das Polymer Polybutadien-block-Polyethylenoxid

Das Blockcopolymer Polybutadien-block-Polyethylenoxid PB-b-PEO ist ein nicht-
bioabbaubares Blockcopolymer, das auf Grund seiner Eigenschaften gerne und héufig als
Modell amphiphiler Polymere genutzt wird. Polybutadien, welches den hydrophoben
Block dieses Polymers darstellt, findet auch in der Industrie breite Anwendung. So
flieBen beispielsweise 70 % des jahrlich produzierten Polybutadiens auf Grund der hohen
Elastizitdt und breiten Temperaturbestindigkeit (Einsatzbereich —80 °C bis 90 °C) in die
Produktion von Kraftfahrzeugreifen. Der hydrophile Block besteht aus Polyethylenoxid,
welche das meist verwendete nicht-abbaubare Polymer ist, das Anwendung in
verschiedenen Bereichen der Medizin findet. Wie in Abschnitt 1.2.5 bereits erwahnt, wird
es beispielsweise zur Stabilisierung von Liposomen (Stealth-Liposome) und der
Verldngerung ihrer Blutzirkulationszeit als auch als Polymer fir Wirkstoff-Konjugate
genutzt.

2.3.3.1 Synthese

Die in dieser Arbeit eingesetzten PB-H-PEO-Blockcopolymere wurden von Oliver
Rheingans und Michael Maskos mittels anionischer Polymerisation hergestellt
(Abb. 2.10).” Der hierbei verwendete Cumylkalium-Initiator wurde durch
sdurekatalysierte Addition von Methanol an a-Methylstyrol synthetisiert. Die anionische
Polymerisation von 1,3-Butadien wurde bei —65°C in THF durchgefiihrt, um bevorzugt
eine 1,2-Addition zu erhalten. Nachfolgend wurde zunichst eine kleine Menge
Ethylenoxid zugegeben. Spdter wurde der Ansatz geteilt und erneut jeweils
unterschiedliche Mengen an Ethylenoxid zugegeben. Vor dem Reaktionsabbruch wurden
die Ansitze wieder in jeweils zwei verschiedene Reaktionen geteilt. Ein Ansatz wurde
schlieBlich durch Zugabe von Essigsiure und der andere Ansatz durch Zugabe von
Bernsteinsdure-anhydrid abgebrochen. Auf diese Weise wurden Blockcopolymere mit
jeweils gleichem Polybutadien-Anteil, jedoch unterschiedlich langem Polyethylenoxid-
Block erhalten. Zudem resultierten aus der Reaktion Polymere verschiedener Endgruppen

(-H und —(CO)-CH,~CH,~COOK).
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Abb. 2.10: Reaktionsschema fiir die Synthese von amphiphilen PB-b-Pl<])-Blockc0polymeren79
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2332 Selbstorganisation von PB-b-PEO-Blockcopolymeren

Das PB-b-PEO-Blockcopolymer ist - wie bereits erwéihnt - ein beliebtes Modellpolymer,
dessen Strukturbildung bereits von verschiedenen Forschergruppen untersucht
wurde.”? 3% UL 12 Biy Grund dafiir ist sicherlich, dass der PB-Block mit der 1,2-
Doppelbindung eine Gammastrahlen-induzierte Vernetzung ermdglicht, ohne dass der
Zusatz eines chemischen Vernetzers notwendig ist. Dadurch konnen organisierte
Strukturen nachhaltig fixiert werden, was die Analyse beispielsweise mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie erheblich erleichtert. Es wurde bereits gezeigt, dass sich die
Struktur durch die Vernetzung nicht verindert.''> '3 Des Weiteren zeigen fixierte
Nanostrukturen aus Polybutadien ausreichend Kontrast in der Elektronenmikroskopie, so
dass auf eine zusitzliche Kontrastierung wie beispielsweise mit Uranyl- Acetat verzichtet

werden kann.

Die bevorzugte Strukturbildung des PB-H-PEO-Copolymers in einem selektiven
Losungsmittel  unterscheidet sich, 4dhnlich wie bei Tensiden, je nach
Polymerzusammensetzung. Dabei ist sowohl die Kettenldnge der jeweiligen Blocke als
auch das Verhiltnis der Blocke zueinander von Bedeutung In Abb.2.11 ist ein
schematisches Phasendiagramm fiir PB-h-PEO in Wasser dargestellt, das die bevorzugte
Strukturbildung in Abhingigkeit der Polymerkomposition zeigt.”” '!!

Aus diesem auf experimentellen Daten fiir PB-5-PEO beruhenden Phasendiagramm ldsst
sich eine generelle Tendenz herleiten, die maBgeblich von der Fraktion f des hydrophilen

Blocks abhidngt. Doppellagige Systeme wie vesikuldre Strukturen bilden sich in Wasser,

wenn die hydrophile Fraktion bezogen auf die Gesamtmasse bei ca. f=30% = 10 %
liegt. Erhoht sich der hydrophile Anteil bis zu ca. £<50 %, wird eine zylindrische
Morphologie bevorzugt. Bei fortlaufender Erhohung der hydrophilen Fraktion steigt die
Tendenz zur Ausbildung von sphidrischen Mizellen bis bei sehr hohem Anteil des
hydrophilen Volumens nahezu ausschlieBlich sphirische Strukturen entstehen. Diese
Abhingigkeit der bevorzugten Strukturbildung von der hydrophilen Fraktion des

Amphiphils Isst sich auch auf andere Blockcopolymer-Systeme ibertragen.”® '*
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Abb. 2.11: Morphologie-Diagramm fiir die Strukturbildung von PB-b-PEQO-Blockcopolymeren in

Wasser in Abhéngigkeit der PB-Wiederholungseinheiten und des PEO-Gewichtsanteils (adaptiert
nach Maskos 2006 und Jain & Bates 2004).79’11

Assemblierte Strukturen aus PB-H-PEO sind im Allgemeinen sehr stabil. Mit steigender
Blockldnge des PB-Segments nimmt die Loslichkeit des Polymers in Wasser ab. Dadurch
ist keine oder kaum freie Diffusion von Unimeren moglich und der Austausch zwischen
den gebildeten Strukturen ist kinetisch gechemmt. Die Dimensionen der supramolekularen
Strukturen, beispielsweise die Membrandicke der Vesikel, konnen durch Variation der
Blockldngen ebenfalls beeinflusst werden. Discher und Eisenberg zeigten eine
Proportionalitit der Membrandicke fiir Polymersome von d~MW? (mit b=0,5 bis 0,6)
fiir Blockcopolymere mit MW als Molmasse des hydrophoben Blocks.''> Die Membran
von PB-b-PEO-Vesikeln ist nachweislich sehr stabil und kaum permeabel. Miiller et al.

zeigten mit der Verkapselung des pH-sensitiven Farbstoffs Phloxin B, dass dieser im

Inneren der PB-b-PEO-Vesikel vor pH-Anderungen geschiitzt ist.''® In einer Publikation
von Rodrigues-Garcia et al. wurde die extrem hydrophobe PB-Schicht der Polymersom-
Membran ebenfalls als Diffusionsbarriere fiir hydrophile Substanzen bestitigt.'!” Diese

enorme Stabilitdit und Impermeabilitit der PB-b-PEO-Strukturen erleichtert zwar

grundlegende  Untersuchungen, limitiert jedoch auch die biomedizinischen
Anwendungen. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres, kommerziell

erhiltliches Polymer fiir potenzielle Anwendungen als Wirkstofftrigersystem untersucht.
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2.3.4 Das Polymer Pluronic® L121

Amphiphile Triblockcopolymere aus Poly(ethylenoxid)-Poly(propylenoxid)-
Poly(ethylenoxid), auch bekannt als Poloxamere oder unter dem Handelsnamen
Pluronic®, erfreuen sich eines groBen Forschungsinteresses, insbesondere auch im
Bereich der Biomedizin.?* 82! Viele Poloxamere sind von der US-Behdrde FDA fiir
verschiedene Anwendungen zugelassen und werden bereits in vielen kosmetischen
Produkten beispiclsweise als Emulgatoren eingesetzt.'*> Auch in einigen medizinischen
Formulierungen von zB. hydrophoben Proteintherapeutika wie Interferonen (Rebif®)

sind Poloxamere als Zusatzstoffe zugelassen.'??

Die Beliebtheit der Pluronic®-Polymere als potenzielle Wirkstofftragersysteme ist
sicherlich auch durch Polyethylenoxid als hydrophilem Block begriindet, welcher eine
zusitzliche PEGylierung wie bei Liposomen (Stealth-Liposomen) iiberfliissig macht.
Neben der Verlingerung der Blutzirkulation ist das immer hiufiger aufiretende
Phdanomen der Multi- Drug-Resistenz (MDR) vieler Tumoren ein wichtiges Thema beider
Entwicklung von Wirkstofftrigern. Wie in Abschnitt 1.2.5 bereits erwdhnt, wurden
Pluronic®-Polymere auch im Zusammenhang mit der Uberwindung von MDR durch
Hemmung von Effluxpumpen in der Literatur beschrieben.'** Zudem zeigen Pluronic®-
Polymere generell ein gutes Sicherheitsprofil. Auch wenn es sich bei dem synthetischen
PEO-PPO-PEO um ein nicht-bioabbaubares Material handelt, so werden normalerweise
Molekiile, die unterhalb eines Molekulargewichts von 10-15 kDa liegen, tiber die Niere
ausgeschieden (vgl. Abschnitt 1.2.3).!2%-12

Eine ausfiihrliche Literaturrecherche ergab keine Hinweise auf ein bereits auf dem Markt
befindliches Pluronic®-basierendes Wirkstofftrigersystem. Das in Abschnitt 1.2.5
beschriebene mizellare System aus Pluronic®-Polymeren beladen mit Doxorubicin
(Produkt SP1049C von Supratek Pharma Inc.) befindet sich derzeit in der klinischen
Phase II.

2.3.4.1 Synthese von Pluronic®-Polymeren

Pluronic®-Polymere werden durch schrittweise Addition von Propylenoxid und
nachfolgend Ethylenoxid an Propylenglycol hergestellt (Abb. 2.12). Die Stufen der
Oxyalkylierung werden in Anwesenheit eines alkalischen Katalysators wie Natrium- oder
Kaliumhydroxid durchgefiihrt. Der Katalysator wird nachfolgend neutralisiert und vom
Endprodukt entfernt.'?’
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Abb. 2.12: Syntheseschema fiir PEO-PPO-PEO-Triblockcopolymere nach Schmolka 1977 127

Eine Ubersicht iiber die kommerziell erhiltlichen Poloxamer- (bzw. Pluronic®) Polymere
zeigt Tab. 2.2. Pluronic® L121 entspricht dabei dem Poloxamer 401, welches mit nur
10 % Polyethylenoxid-Anteil zu den hydrophobesten Polymeren dieser Serie gehort und
ein mittleres Molekulargewicht von mnsgesamt ca. 4400 g/mol besitzt.

Tab. 2.2: Poloxamer-Serie'?’

% Ethylenoxid

10 20 30 40 50 60 70 80
401* 402 403 = = = 407 =
331 = 333 334 335 = = 338
= 282 = 284 = = = 288
231 = = 234 235 = 337 238
= 212 = = 215 = 217 =
181 182 183 184 185 = = 188
- 122 123 124 = - = -
101 = = = 105 = = 108

"Molekulargewichtdes hydrophoben Blocks Polypropylenoxid

* Poloxamer401 entspricht Pluronic® L121
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234.2 Phasenverhalten von Pluronic® L121

Abhéngig von der Blocklingenkomposition der Pluronic®-Polymere unterscheidet sich
thre Tendenz der Selbstorganisation in wissriger Umgebung. Viele der hiufig
untersuchten PEO-PPO-PEO-Polymere haben einen hohen hydrophilen Anteil und
organisieren sich in Wasser zumeist in mizellare Strukturen mit einem hydrophoben PPO-
Kern und einer hydrophilen PEO-Hiille.'"*® '® Das in dieser Arbeit verwendete
Pluronic® L121, EOsPOsEOs, ist - wie bereits erwdhnt - ein relativ hydrophobes
Blockcopolymer und zeigt im Phasenverhalten die Tendenz zur Bildung von lamellaren
Strukturen.'** ! Auf Grund dieser Eigenschaft eignet sich dieses Polymer gut zur
Herstellung von Polymersomen. Da Polymersome dhnlich der Liposome sowohl ein
hydrophiles inneres Kompartiment besitzen als auch die Moglichkeit bieten, hydrophobe
Substanzen in der Membran zu losen, sind sie fir die Anwendung als Wikstofftrdger

besonders imteressant.

Vesikel aus PEO-PPO-PEO-Triblockcopolymeren unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht
von den zuvor beschriebenen PB-PEO-Diblock-Vesikeln. PPO ist im Vergleich zu PB
weniger hydrophob und stellt demnach fiir wasserlosliche Substanzen keine so
undurchdringliche Barriere dar, als es bei PB-PEO-Vesikeln der Fall ist. Rhodrigues-
Garcia fiihrte vergleichende Untersuchungen zwischen den beiden Polymer-Systemen
durch und konnte fiir Pluronic®-L121-Vesikel im Gegensatz zu PB-PEO-Polymersomen
eine gewisse Membrandurchlidssigkeit fiir verschiedene Farbstoffe als auch fiir kleine
TIonen zeigen.''” Auf Grund der bedingten Wasserloslichkeit des Polypropylenoxid-
Blocks weist die Pluronic®-L121-Membran einen gequollenen, gelartigen Zustand auf
und ist deutlich flexibler und fluider als die Polybutadien-Membran. Des Weiteren zeigen
PEO-PPO-PEO-Polymere thermo-responsives Verhalten und weisen eine untere kritische
Losungstemperatur, eine sogenannte LCST (lower critical solution temperature) auf.
Unterhalb dieser Temperatur wandelt sich der hydrophobe PPO-Block in einen
hydratisierten, hydrophilen Zustand, so dass aggregierte supramolekulare Strukturen wie
Mizellen und Vesikel beginnen sich aufzuldsen bis schlieBlich nur noch unimolekulare
Ketten vorliegen. Umgekehrt beginnen molekular vorliegende Ketten bei
Temperaturerhdhung in supramolekulare Strukturen zu aggregieren - diese Temperatur
wird auch kritische Aggregationstemperatur (CAC, engl. critical aggregation
temperature) genannt. Die Phaseniibergangstemperatur von Pluronic®-Polymeren ist von

den jeweiligen Blocklingen abhingig und liegt zwischen 14 °C und 100 °C.'?’
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In Abb 2.13 ist ein Phasendiagramm fiir Pluronic® L121 dargestellt. Pluronic® L121
liegt bei niedrigen Konzentrationen und Temperaturen unterhalb von 15 °C
weitestgehend in Form von Unimeren vor (L;). Im Bereich des Zweiphasen-Regimes von
isotroper Polymerlosung und lamellarer Phase (L;+L,) lassen sich Vesikel-Strukturen
herstellen.'*% *! Bei sehr hohen Polymerkonzentrationen (> 75 Gew.-%) wurde in einem

EOsPOgsEOs/D,O-System auch das Vorliegen einer inversen hexagonalen Phase (Ha)
beobachtet.*?

25
20 |
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Abb. 2.13: Phasendiagramm eines EOs;POgEQOs/D,O-Systems: L; entspricht der isotropen
Polymerlésung und Lo der lamellaren Phase. Entnommen aus Schillen et al.'*' und Bryskhe et al.'*°
Copyright © 1999, 2004, American Chemical Society. Wiedergabe mit Genehmigung.

Fir den Gebrauch von Wirkstofftragersystemen ist der Phaseniibergang von
Pluronic® L121 bei niedrigen Temperaturen ungiinstig, da die supramolekulare
Vesikelstruktur relativ instabil ist und dadurch beispielsweise eine gekiihlte Lagerung fiir
empfindliche Wirkstoffe unmoglich wird. Aus diesem Grund wurden schon einige
Arbeiten  beziiglich Stabilisierungsmo glichkeiten von  Pluronic®-Vesikeln
durchgefiihrt."** ** Eine Strategic war beispielsweise der Einbau eines Vernetzers,
Pentaerythritoltetraacrylat (PETA), welcher durch UV-Strahlung oder thermisch induziert
polymerisiert und so die Membran stabilisiert. Allerdings weisen Riickstinde des
Vernetzers zytotoxische Effekte auf. Des Weiteren kann sowohl UV-Strahlung als auch
erhohte Temperatur zur Beschiddigung labiler Wirkstoffe fiihren.
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2.3.5 Der Wirkstoff Camptothecin

Im Rahmen dieser Arbeit war neben der Herstellung von Polymersomen auch deren
Beladung von zentraler Bedeutung. Camptothecin ist eine zytotoxische Substanz, die
urspriinglich aus der Rinde des sogenannten ,Happy tree“, Camptotheca acuminata,
gewonnen wurde.'*>> Die zytotoxische Wirkung von Camptothecin beruht auf der
Interaktion mit dem Enzym Topoisomerase I, welches eine zentrale Rolle bei der
Entspiralisierung von DN A-Abschnitten wihrend der Replikation spielt.'*® Wie viele in
der Krebstherapie eingesetzten Wirkstoffe greift damit auch Camptothecin in Vorginge
bei der Zellteilung ein. Ziel ist es, Krebszellen auf Grund ihrer erhohten Teilungsrate
verstirkt zu treffen. Leider haben solche Chemotherapeutika starke Nebenwirkungen, die
besonders auch andere Zellen mit hoher Teilungstendenz, wie Schleimhidute des Magen-

Darm-Traktes und Haarwurzelzellen treffen.

Nicht nur auf Grund seiner Toxizitdt ist Camptothecin ein geeigneter Wirkstoff, dessen
Wirkung und Sicherheit mit Hilfe eines Tragersystems enorm verbessert werden kdnnten.
Camptothecin ist eine sehr hydrophobe Substanz, die nahezu wasserunloslich ist
(< 10 pg/ml)."'® 137 Eine Verabreichung ohne Losungsvermittler ist daher nur in
minimaler Dosis moglich. Des Weiteren ist flir die Interaktion mit der Topoisomerase I
der Lacton-Ring der Substanz von tragender Bedeutung. In wissriger Umgebung kann
dieser Lacton-Ring schneller Hydrolyse unterliegen und in die weniger biologisch aktive
Carboxylat-Form konvertieren (Abb. 2.14)."*® Ein Wirkstofftrigersystem miisste in
diesem Fall also eine erhohte Wirkstoffloslichkeit vermitteln sowie gesundes Gewebe vor
dem zytotoxischen Wirkstoff und gleichzeitig den Wirkstoff vor schneller Hydrolyse

schiitzen.

H N { ,,;:?'7—;,22\,‘\'\" ”(\’\ﬂ +H,0 U > - ’ o V ) _OH
\_/ \ " -H0 N4

Abb. 2.14: Struktur der Lacton- und Carboxylat-Form des Camptothecins. Der Lacton-Ring kann
unter physiologischen Bedingungen sehr schnell hydrolysiert werden, wodurch Camptothecin an
Wirksamkeit verliert.
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2.3.6 Bombesin als Targeting-Ligand

Der nichste Schritt in Richtung eines multifunktionellen Wirkstofftragersystems ist die
Wirkstoffadressierung. Im Rahmen dieser Arbeit soll ein Wirkstofftransporter entwickelt
werden, der zusdtzlich zur passiven Targeting-Strategie iiber den EPR-Effekt auch iiber
eine funktionalisierte Oberfliche verfligt, um die Moglichkeit einer spezifischen
Zellbindung an erkranktes Gewebe zu priifen.

Bombesin ist ein 14 Aminosduren langes Peptid, das erstmals 1971 von Anastasi et al.
aus der Haut eines Frosches Bombina bombina isoliert wurde.'** Bombesin ist dem
humanen Peptid GRP (gastrin releasing peptide) mit einer Homologie von sieben
Aminoséduren in der Peptidsequenz sehr dhnlich. GRP ist eine Hormon-Substanz, welche
in vielen physiologischen Prozessen eine Rolle spielt, aber insbesondere auch in
Zusammenhang mit humanen Tumoren als moglicher autokriner Wachstumsstimulator
gesehen wurde.'*® Der natiirliche Bindungspartner des GRP, der GRP-Rezeptor (GRPR)
wurde vermehrt auf der Zelloberfliche verschiedener humaner Tumoren nachgewiesen,
insbesondere bei Prostata-, Brust- und Eierstockkrebs.'*'"'¥ Eine Ubersicht iiber die
GRPR-Expression verschiedener humaner Tumoren ist in Tab. 2.3 aufgefiihrt. Auf Grund
der hohen Homologie von Bombesin zu GRP besitzt es ebenfalls eine hohe Affinitdt zum
GRPR. Bombesin und seine Analoge wurden bereits in mehreren Studien als mogliche

Targeting-Peptide fiir die Krebsdiagnose und selektive Radiotherapie untersucht.'#*-14¢
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Abb. 2.15: [Lys’|-Bombesin. Die freie Aminogruppe der dritten Aminosiure Lysin ist griin markiert.
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Auch fir die Adressierung von Wirkstofftrigersystemen ist dieses Peptid dulerst
vielversprechend und zudem sehr viel gilinstiger in der Herstellung als beispielsweise
monoklonale Antikorper. In dieser Arbeit wurde [Lys’]-Bombesin verwendet, welches
ein Bombesin- Analog ist, bei dem die dritte Aminosdure Arginin durch Lysin ersetzt
wurde (Abb. 2.15). Dadurch trigt das Peptid eine frei zugdngliche Aminogruppe, die fiir

die Konjugation an die Polymersom-Oberfliche ausgenutzt werden kann.

Tab. 2.3: Expression des GRP-Rezeptors in menschlichen Tumoren
(in Ausziigen aus Cornelio et al. 2007)147

%
Krebsart 1 Literaturverweis
positiv

IntJ Cancer 1998;79 (1): 82-90.
Cancer Res 1999;59:1152-1159.

PriesEEl ez 00 e Prostate 2000;42 (4): 1139-1146.
Clin Cancer Res 2002;8 (4): 1139-1146.
Gastrinom 100 Clin Cancer Res 2002;8 (4): 1139-1146.

Clin Cancer Res 2002;8 (4): 1139-1146.
Mammakarzinom 33-72 Cancer Res 1995;55 (2): 280-187.
Am J Pathol 1999; 155 (6): 2067-2076.

Ovarialkarzinom 77 Regul Pept 2000; 90 (1-3): 77-84.
Pankreaskarzinom 66 Lab Invest 2000;80 (12) 1807-1817

Br J Cancer 1995;71 (5): 1187-1089.
Kolorektale Tumoren 24 -100 Br J Cancer 2000;82 (1): 124-130.
Eur J Cancer 1999; 35(1): 125-123.

Clin Cancer Res 2002;8 (4): 1139-1146.

Nierenkrebs 35-100 J Urol 2005;173: 2154-2159.
Kara Clin Cancer Res 2002;8 (4): 1139-1146.
B E e e = J Cancer Res Clin Oncol 2002; 128 (12):633-640.
Neuroblastom 23100 Ann Surg 2002;235(5):621-629.

Curr Surg 2001;58(1):36-89.

'In den Studien wurde eine unterschiedliche Anzahln anProbenuntersucht (4<n<100). Der Prozentsatz gibtan, welcher
Anteil der jeweils untersuchten Proben eine GRPR-Uberexpression zeigte.
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2.4 Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel

Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIO superparamagnetic iron oxide)
finden schon seit den 1990er Jahren Anwendung im Bereich der Nanomedizin. Bereits
1994 wurde Endorem® und 2002 Resovist® als Kontrastmittel fir die Magnet-
resonanztomographie von Leber und Milz zugelassen.'*® Beide Produkte bestehen aus
Eisenoxid-Nanopartikeln mit einer Dextran- bzw. Carboxydextranhiille als sterische
Stabilisierung und weisen einen hydrodynamischen Durchmesser im Bereich von
50 bis 150 nm auf. Eisenoxid-Nanopartikel gelten im Allgemeinen als biokompatibel. Die
eingesetzten Eisenmengen in diagnostischer Dosierung entsprechen zudem mit
10 — 50 umol Fe/kg nur etwa 5—10 % der Gesamteisenmenge im Korper und kénnen
daher nach dem Abbau in den Korpereisenpool iiberfiihrt werden.'*® Firr Eisenoxid-
Nanopartikel gibt es auf Grund ihrer besonderen Eigenschaften noch weitere

Anwendungsmoglichkeiten in der Medizin.

Kiirzlich wurde von der MagForce AG in Berlin das erste SPIO-basierende Magnet-Fluid
fir die Hyperthermie-Behandlung von Hirntumoren in Europa zugelassen.'*’ Diese
Eisenoxid-Nanopartikel haben eine Aminosilan-Umhiillung und werden direkt in das

Tumorgewebe jiziert.!>°

Des Weiteren laufen gegenwirtig verschiedene Arbeiten zum sogenannten magnetic
targeting. Ziel ist es dabei, Nanotransporter von einem magnetischen Feld geleitet an den

151-153

Wikort zu  bringen. Fine durch ein magnetisches Feld induzierte

Wirkstofffreisetzung am Zielort ist ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung.'>*

SPIOs oder SPIO-basierte Systeme haben insbesondere auch flir die Kombination aus

Therapie und Diagnose, die bereits erwidhnte Theranostik, groBes Potenzial !> 156

241 Synthese

Bei magnetischen FEisenoxid-Nanopartikeln, die fiir biomedizinische Anwendungen
hergestellt werden, handelt es sich in der Regel um ein Gemisch aus Magnetit Fe;O4 und

seiner oxidierten Form, y-Fe,O3; Maghemit.

Magnetit ist schon sehr lange als magnetischer Werkstoff bekannt und gehdrt mit seiner
inversen Spinellstruktur zu der Klasse der Ferrite.'”’ In der Kristallstruktur liegen die
Saverstoffionen in kubisch dichtester Packung vor, wiahrend Eisen(II)- und Eisen(III)-

Ionen die Oktaeder- und Tetraeder-Liicken dieser Packung besetzen. Die Tetraeder-
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Liicken des A-Untergitters werden dabei durch Eisen(Ill)-lonen besetzt, wihrend die
Oktaeder-Liicken des B-Untergitters statistisch von Eisen(IIl)- und Eisen(II)-Ionen
besetzt sind. Die Kristallstruktur von Maghemit ist der von Magnetit sehr dhnlich. Hier
liegen jedoch ausschlieBlich Eisen(IIT)-lonen vor. Maghemit besitzt eine sogenannte
defekte Spinellstruktur mit Kationenleerstellen in den Oktaeder-Liicken des Gitters aus

Saverstoffionen.

Sowohl bei Magnetit als auch bei Maghemit handelt es sich um ferrimagnetische
Materialien. Die wichtigsten Methoden zur Synthese von magnetischen Eisenoxid-
Nanopartikeln sind die Co-Prizipitation, die thermische Zersetzung und die Templat-
Synthese.

2411 Co-Prazipitation

Die Co-Prizipitations-Methode ist das einfachste und schnellste unter den hier
vorgestellten Verfahren. Hierbei werden relativ kleine Eisenoxid-Nanopartikel (ca. 2 nm
bis 20 nm) durch Féllung von Eisen(Il)- und Eisen(IlI)-Salzen in basischem Medium
erhalten.”® ° Die resultierenden Partikel zeigen zumeist eine relativ breite
GroBlenverteilung. Die wichtigsten Vorteile dieses Verfahrens liegen in der einfachen
Reaktionsfiihrung und der Ermoglichung grofler Ansidtze. Zusammensetzung, Groe und
Form, und somit auch die magnetischen Eigenschaften der Partikel konnen durch
Parameter wie Temperatur, pH-Wert und lonenstirke der Reaktionslosung, sowie die Art
und Stochiometrie der eingesetzten Eisen-Salze (Chloride, Nitrate, Sulfate, ...) und Basen
beeinflusst werden. Ebenso kann der Einsatz verschiedener Stabilisatoren sowohl die
Synthese als auch die spiteren Eigenschaften unter physiologischen Bedingungen stark

beemnflussen.

2412 Thermische Zersetzung

Das Verfahren der thermischen Zersetzung ermdglicht die Herstellung einheitlicher
monodisperser Eisenoxid-Partikel mit kontrollierbarer GroBe (zwischen 3 und 50 nm)
und Form (zB. Kugeln, Stibchen, Wirfel..)."®" ' Dazu wird ein organisches
Vorldufermolekiil (precursor) wie beispielsweise Eisenpentacarbonyl (Fe(CO)s) oder
Eisenacetylacetonat (Fe(acac);) in Anwesenheit eines Stabilisators in hochsiedenden
Losungsmitteln zersetzt. Als klassischer Stabilisator wird Olséure verwendet — es finden
aber auch andere langkettige Fettsduren, Amine oder Thiole Anwendung, Die thermische

Zersetzung wird bei Temperaturen von ca. 100 bis 300 °C durchgefiihrt und ist daher sehr
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energieintensiv. Synthesebedingt sind die resultierenden Partikel generell hydrophob und
miissen fiir eine Anwendbarkeit in biomedizinischem Kontext beispielsweise durch

Liganden- Austausch zunédchst hydrophil stabilisiert werden.

2413 Templat-Synthese

Eisenoxid-Nanopartikel konnen auch mit Hilfe von Mikroemulsionen in einem
begrenzten Raum groBBenkontrolliert hergestellt werden. Dieses Verfahren wurde erstmals
von Inouye et al 1982 zur Eisenoxid-Nanopartikel-Synthese beschrieben.!®? Die
Herstellung von Metalloxiden erfolgt zumeist in inversen Emulsionen (Wasser-in-Ol).
Als Templat dienen dabei mizellare Strukturen, die aus Tensiden wie zB.
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), Natriumdodecylbenzolsulfonat (SDBS) oder
Triton-X 100 gebildet werden. Die GroB3e der Mizellen als Reaktionsriume und damit die
GroBe der Partikel kann tiber die Wahl der Losungsmittel, der Tenside sowie deren
stochiometische Zusammensetzung kontrolliert werden. Problematisch ist jedoch die
groBBtechnische Anwendung dieses Verfahrens, da die Ausbeuten relativ gering sind und

gleichzeitig viel Losungsmittel verbraucht wird.
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2.4.2 Physikalische Eigenschaften von Eisenoxid-Nanopartikeln

2421 Grundlagen des Magnetismus

Die magnetische Induktion oder Flussdichte B, die magnetische Feldstirke H sowie die
Magnetisierung M sind die drei Grundfelder des Magnetismus.'®®> Als Einheit fiir B dient
das Tesla (T), wihrend H und M in Am™' angegeben werden. Im materiefreien Raum wird

der Zusammenhang von B und H iiber die magnetische Feldkonstante py hergestellt:

B = u,H Gl 2.1

mit po= 41107 TmA™ (Permeabilitit des Vakuums)

Die dritte FeldgroBe, die Magnetisierung M, dient der Beschreibung materiegefiillter
Felder. Der Zusammenhang ist durch folgende Gleichung gegeben:

B = u,(H + M) Gl 2.2

Zwischen der magnetischen Feldstirke H und der induzierten Magnetisierung M besteht

fir die meisten Materialien (Diamagnete und Paramagnete) ein linearer Zusammenhang:

M= yH GL 2.3

mit y magnetische Suszeptibilitdt (dimensionslose Proportionalititskonstante)

Die Suszeptibilitdt y beschreibt die Reaktion der Magnetisierung auf ein angelegtes
Magnetfeld und kann damit zur Klassifizierung verschiedener magnetischer Materialien

genutzt werden:

= Diamagnetische Materialien, welche im Allgemeinen Stoffe sind, deren Atome,
Ionen oder Molekiile abgeschlossene Schalen und Unterschalen haben, zeigen
eine negative Suszeptibilitit, deren Wert fir die meisten Festkérper in der

GroBenordnung —107 bis —107 liegt.

= Paramagnetische Materialien aus Atomen, lonen oder Molekiilen, in denen
ungepaarte Elektronen vorhanden sind, zeichnen sich durch eine positive

Suszeptibilitit aus, welche in der GroBenordnung von +107 bis +107 liegt.
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* Ferromagnetische Materialien weisen eine deutlich hohere Suszeptibilitit in der
GroBenordnung von +10% bis +10° auf. Hierzu sei angemerkt, dass bei
ferromagnetischen Materialien kein linearer Zusammenhang zwischen M und H
gilt, da diese bei ausreichend hohen Feldstirken in magnetische Sittigung geraten.
Zudem weisen Ferromagnete eine Hysterese auf, so dass M keine eindeutige

Funktion von H ist.

Experimentell ergibt sich das magnetische Moment m einer Probe als Betrag der
Magnetisierung M integriert iber das Volumen der Probe. Fiir eine Probe mit bekannter

Masse und Dichte ergibt sich dadurch fir m die Einheit An.

Bei paramagnetischen Materialien zeigen die einzelnen Spins untereinander keine
Wechselwirkung. In Abwesenheit eines &dufleren magnetischen Feldes sind die
Richtungen der magnetischen Momente statistisch verteilt. Sie zeigen daher keine
spontane Magnetisierung, Im Gegensatz dazu kommt es bei ferromagnetischen
Materialien zu weitreichenden Spin-Spin-Wechselwirkungen, so dass sich ein
kooperativer oder kollektiver Magnetismus ergibt, der flir eine von Null verschiedene
spontane Magnetisierung des Materials sorgt. Diese Magnetisierung ist von der
Temperatur abhidngig. Mit steigender Temperatur nimmt der Einfluss thermischer
Fluktuationen zu und damit der Wert der spontanen Magnetisierung ab. Bei
Temperaturen unterhalb einer charakteristischen Temperatur, der sogenannten Curie-
Temperatur Tc, weisen ferromagnetische Materialien Doménen mit jeweils homogener
Magnetisierung auf. Diese werden nach dem franzosischen Physiker Pierre Weiss auch
Weiss 'sche Bezirke genannt.

Neben einer parallelen Ausrichtung der Spins innerhalb von Doméanen ferromagnetischer
Materialien konnen auch andere Spinordnungen vorkommen, wie z B. eine antiparallele
Spin-Ausrichtung bei antiferromagnetischen Materialien (Abb. 2.16). Bei ferri-
magnetischen Materialien liegt unterhalb der Curie-Temperatur eine antiparallele

Kopplung verschieden grof8er Spinmomente mnerhalb emnes Weiss’schen Bereichs vor.

ferromagnetisch ~ antiferromagnetisch  ferrimagnetisch

NI THTHE P

Abb. 2.16: Schematische Darstellung verschiedener Spin-Orientierungen
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2422 Superparamagnetismus

GroBere Partikel aus ferro- bzw. ferrimagnetischen Materialen liegen im Allgemeinen als
Mehrdoménenteilchen vor. Wird eine kritische GroBle unterschritten, welche der
Dimension eines einzelnen Weiss’schen Bezirks entspricht, sind alle Elektronenspins
innerhalb des Partikels einheitlich ausgerichtet und es handelt sich um
Eindoméinenpartikel (Abb. 2.17). Diese kritische PartikelgroBe ist materialabhidngig und

liegt typischerweise im GroBenbereich von einigen 10 nm.'®*

ferromagnetisch

>

Partikelgréfie
m ] DZ 5
4

superparamagnetisch M,

Y

Abb. 2.17: Der Ubergang von ferromagnetischem und superparamagnetischem Verhalten in
Abhingigkeit von der Partikelgrofie (in Anlehnung an Cademartiri et al. 2009)'®: Ferro- und
ferrimagnetische Materialien zeigen eine Hysterese-Kurve. Wird ein Magnetfeld mit der Feldstirke H
angelegt, richten sich die magnetischen Momente der Weiss ’schen Bezirke danach aus. Die Magnetisierung
M wichst solange mit der Feldstérke, bis die Spin-Ausrichtung maximal und die Sittigungsmagnetisierung
Mg erreicht ist. Wird nun die Feldstirke wieder verringert, verbleibt eine Remanenz My, da die
Weiss’schen Dominen nicht vollstindig in die urspriingliche Orientierung zuriickkehren. Erst wenn ein
Feld —H¢ (Koerzitivfeldstirke) umgekehrter Richtung angelegt wird, kann das Material wieder vollstidndig
entmagnetisiert werden. Werkstoffe mit einer groBen remanenten Magnetisierung und groBer
Koerztivfeldstirke werden ,,magnetisch hart* genannt. Verringert sich die Partikelgrof3e eines ferro- oder
ferrimagnetischen Materials bis hin zur Dimension kleiner einer einzelnen Weiss’schen Doméne, wandelt
sich die Magnetisierungskurve dieses Partikels und das Material zeigt superparamagnetisches Verhalten.
Die Magnetisierungskurve ist vollig reversibel, zeigt keine Hysterese und damit auch weder eine
Koerzitivfeldstirke Hc noch eine remanente Magnetisierung Mg. Erst wenn bei Abkiihlung einer
superparamagnetischen Probe die Blocking-Temperatur Tg unterschritten wird, kehrt das ferro- bzw.
ferrimagnetische Verhalten des Materials zuriick.
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Auf Grund der magnetischen Anisotropie orientieren sich die magnetischen Momente
bevorzugt in eine bestimmte Richtung (lokales Energieminimum). Daher konnen auch
Eindoméinenpartikel eine remanente Magnetisierung zeigen.!®® Sind die Partikel
ausreichend klein, konnen die magnetischen Momente thermisch induziert die
Energiebarriere (Anisotropieenergie) iberwinden und es kommt zu einer spontanen
Umkehr der Magnetisierung des Teilchens. Dieses Phidnomen wird als

superparamagnetische Relaxation bezeichnet. Die entsprechende Zeitkonstante wird

Néel’sche Relaxationszeit 7, genannt und ist wie folgt definiert:'®’
Ty = To€xp (:V;) mit 7,~10"%s Gl 2.4
B

V. : Volumen des magnetischen Kerns

=

Anisotropiekonstante des Materials (Anisotropieenergie Ag=KVc)
kg: Boltzmannkonstante

T: Absolute Temperatur

Liegen die Partikel suspendiert in einem fliissigen Medium vor, kann die Neuorientierung
der magnetischen Momente auch durch rotatorische Diffusion der Partikel erfolgen. Die
entsprechende Zeitkonstante dieses Mechanismus wird Brown’sche Relaxationszeit 7,
genannt. Sie hingt von den hydrodynamischen Eigenschaften der Partikel ab und ist in

folgendem Zusammenhang dargestellt:

T, = 2 GL 2.5
kT

n: Dynamische Viskositit des Mediums

V., Hydrodynamisches Volumen

In flissiger Phase konkurrieren beide Mechanismen miteinander, wobei der schnellere
Prozess dominiert (Abb. 2.18).'°” Die effektive Zeitkonstante Tory setzt sich wie folgt aus
Ty und Tz Zusammen:

L1421 Gl 2.6

Teff TN 7B

Die Relaxationszeiten sind nach GL 2.4 und Gl 2.5 in unterschiedlicher Weise von der
PartikelgroBe abhingig. Die Néel’sche Relaxationszeit 7, wichst auf Grund der
Exponentialfunktion sehr stark mit dem Partikelvolumen, so dass fiir groBe Partikel der

Magnetisierungsvektor nahezu geblockt ist und der Brown’sche Mechanismus dominiert.
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Fir kleine Partikel ist der Magnetisierungsvektor so beweglich, dass Superpara-

magnetismus nach Néel sogar fir immobilisierte Partikel gegeben ist.'®”

10°

T
104 N /
10'5 — TB / ——]

Relaxationszeitkonstante, 1 (s)

106 Teff
107 /
10°® /
5 6 7 8 9 10

Partikelradius, R (nm)

Abb. 2.18: Abhiingigkeit der Zeitkonstanten von der Patikelgrofle fiir Magnetit-Nanopartikel.167

Superparamagnetische Teilchen verhalten sich also wie paramagnetische Materialien in
Abwesenheit eines magnetischen Feldes, zeigen jedoch eine deutlich hohere
Suszeptibilitit. Die Magnetisierungskurve weist im Vergleich zu ferromagnetischen
Materialien keine Hysterese auf. Die Magnetisierung ist somit vollstindig reversibel und
es bleibt keine Remanenz wie bei einem Ferromagneten zuriick. Sinkt die Temperatur
unter einen kritischen Wert, die sogenannte Blocking-Temperatur, ist die thermische
Energie zu gering, um eine Anderung der Magnetisierungsrichtung der Partikel zu

induzieren und es kommt wieder zu ferromagnetischem Verhalten.

243 Hyperthermie

Die Hyperthermie, eine kiinstlich erzeugte Uberwirmung des Korpers oder lokal
begrenzter Korperregionen, findet in der Krebstherapie als Alternative oder zur
Unterstiitzung von Chemo- oder Strahlentherapie Anwendung Die Erwdrmung kann

durch Mikrowellen, Radiowellen, Ultraschallwellen oder Infrarotstrahlen bewirkt werden.
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Manche Korperbereiche wie beispielsweise das Gehirn sind mit konventionellen
Hyperthermie-Gerédten schlecht zugidnglich, so dass eine exakte Wirmedosierung
lokalisiert in diesem Korperbereich duferst schwierig ist. Diese Problematik wird bei der
sogenannten Magnet-Fluid-Hyperthermie thematisiert. Hierbei wird die Wiarme mit Hilfe
von magnetischen Nanopartikeln in einem hochfrequenten alternierenden Magnetfeld
erzeugt. Erste experimentelle Untersuchungen zur Anwendung von Eisenoxid-
Nanopartikeln zur Hyperthermie-Behandlung wurden bereits in den 1950er Jahren

168

durchgefiihrt. ™ Wie bereits erwdhnt, wurde jedoch erst kiirzlich das erste Eisenoxid-

basierende Magnet-Fluid zur Hyperthermie-Behandlung bdsartiger Hirntumoren in

' Die Eisenoxid-Nanopartikel miissen hierbei direkt in das

Europa zugelassen.
Tumorgewebe injiziert werden, um die erforderliche lokale Konzentration der Partikel am

Wirkort zu erreichen.

Der Mechanismus der Wirmeentwicklung unterscheidet sich fiir ferro- oder
ferrimagnetische Partikel (FM) und superparamagnetische Partikel (SPM). Im
alternierenden magnetischen Feld kommt es fiir erstgenannte durch die stindige
Anderung der Magnetisierungsrichtung zur Reibung an den Dominenwinden und damit
zu einem Hystereseverlust.'” Fiir die Wirmefreisetzung bzw. Hysterese-Verlustleistung

PFM gilt:”l

PFM:uofﬁHdM' G1‘2‘7

f: Frequenz des magnetischen Wechselfelds

Die physikalische Beschreibung des Verhaltens superparamagnetischer Nanopartikel im

1.2 Bei einer

hochfrequenten Wechselfeld basiert auf dem sogenannten Debye-Model
hohen Frequenz kann die Magnetisierung der superparamagnetischen Partikel dem
angelegten Feld nicht mehr folgen, die Antwort der Magnetisierung kann dann als

komplexe Suszeptibilitit beschrieben werden:
x=x +iy’ Gl 2.8

Der Imaginirteil iy ist frequenzabhingig und steht mit den Relaxationsprozessen (nach
g X q gig p

173

Néel und Brown) in Zusammenhang. * Die Wirmegenerierung bzw. Verlustleistung

superparamagnetischer Partikel kann wie folgt ausgedriickt werden:'”!

Pspy = pomx"' (f)H*f Gl 29
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Um unterschiedliche Proben vergleichen zu konnen, wird im Allgemeinen die sogenannte
spezifische Absorptionsrate (SAR) in W/g angegeben. Die spezifische Absorptionsrate
ergibt sich durch Division der Verlustleistung Py bzw. Pspy durch die Massedichte des
magnetischen Materials.'”' Im Vergleich erfordern superparamagnetische Partikel im
Allgemeinen geringere Feldstirken als es fiir ferromagnetische Partikel der Fall ist. So
konnen beispielsweise bei einer Feldstirke von 10 kAm™' mit einer Frequenz von
400 — 500 kHz fir viele kommerziell erhiltliche Ferrofluide bereits SAR-Werte von
ca. 40 — 100 W/g erreicht werden.'” Fiir bakterielle Magnetosome wurden sogar SAR-
Werte von fast 1000 W/g gemessen.'’> Um die spezifische Absorptionsrate experimentell
zu bestimmen, wird die initiale Temperaturerhdhung einer Nanopartikelsuspension mit
einer bekannten Konzentration in einem alternierenden magnetischen Feld gemessen. Die
entsprechende Absorptionsrate bei gegebener Feldstirke und Frequenz kann wie folgt

berechnet werden:'

SAR = —TErebe x (0 x T Gl 2.10

MEisenoxid

Mprope -  Masseder Probe

Mgisenoxia - Masse des Eisenoxids in der Probe

Cp: Wirmekapazitdt der Suspension (fiir geringe Eisenoxidkonzentrationen wird
typischerweise die Warmekapazitidt des Suspensionsmediums angenommen)
AT

v Anfangssteigung der zeitabhdngigen Heizkurve

Mit Hilfe der spezifischen Absorptionsrate des Ferrofluids kann die bendtigte
Konzentration an magnetischem Material im Tumorgewebe abgeschitzt werden. Unter
Annahme, dass es sich um einen kugelformigen Tumor mit dem Radius r handelt und

eine homologe Verteilung der magnetischen Nanopartikel im Tumorvolumen vorliegt,

gilt vereinfacht nach Andri et. al 1999:'77-178

AT3 A

SAR = g Gl 2.11
AT: Temperaturerh6hung im Tumor
Thermische Leitfahigkeit des umgebenden Gewebes
T Radius des Tumors
c: Konzentration der magnetischen Nanopartikel (Masse pro Tumorvolumen)
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Um eine Temperaturerh6hung um 6 K (von 37 °C auf 43 °C) zu erzielen, wiirde damit
beispielsweise fiir Partikel mit einer SAR von ca. 100 W/g bei einem Tumordurchmesser
von 5 mm mit angenommener thermischer Leitfdhgikeit des Tumors und des umgebenden
Gewebes von 0,64 W/(K-m)'”” eine Partikelkonzentration von ca. 18 mg/cm® bendtigt. In
der Phase-I-Studie der Magnetfluid-Hyperthermie bei Glioblastom (bosartiger Hirntumor)
(MagForce Nanotechnologies AG, Berlin) wurden dhnliche Konzentrationen angewendet.
Bei einem medianen behandelten Tumorvolumen von 12,1 mL wurden im Mittel fiinf
Punktionen intratumoral appliziert mit einer medianen Dosierung von 0,2 mL
Magnetfluid (112 mg/mL, Eisenoxidkerne mit Durchmessern von ca. 15 nm) pro mL

Tumorvolumen (entspricht 22,4 mg/cm’).'”

2.4.4 Magnetresonanztomographie (MRT)

Magnetresonanztomographie ist eine weitverbreitete Technik, die vielseitig in der
medizinischen Diagnostik Anwendung findet. Dieses bildgebende Verfahren ermdglicht
eine detaillierte Visualisierung des Korperinneren ohne den Einsatz von ionisierender
Strahlung. Die MRT kann Informationen iiber Struktur, Funktion und Status von

biologischen Geweben im lebenden Organismus liefern.

Das Prinzip der Magnetresonanztomographie basiert physikalisch auf dem Phinomen der
kernmagnetischen Resonanz (NMR nuclear magnetic resonance). In der medizinischen
Bildgebung wird im Allgemeinen die Kernspinresonanz des 'H Wasserstoffkerns
angeregt. Die kernmagnetische Resonanz beruht auf der Wechselwirkung des
magnetischen Moments eines Atomkerns mit einem dufleren magnetischen Feld. Hierbei
wird durch Anlegen eines statischen Magnetfeldes By eine Aufspaltung der
Energieniveaus der Kernspins in mehrere Zustinde (Kern-Zeeman-Niveaus) induziert.
Betrachtet man Wasserstoffkerne mit Spin 2 dann resultieren zwei mogliche Zustinde:
parallel (Tm=+"% ) und antiparallel (¥m=-'%). Zwischen den magnetisch aufge-
spaltenen Energiezustinden sind Uberginge mdglich, wenn eine Wechselwirkung von

elektromagnetischer Strahlung (Radiowellen) mit passender Frequenz besteht.

Die Proportionalitit zwischen Eigendrehimpuls (Kern-Spin J) und magnetischem
Moment p eines Kerns wird iiber eine kernspezifische Konstante, das sogenannte

gyromagnetische Verhdltnis y ausgedriickt.

M=vy] Gl 2.12
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Die Energiedifferenz der zuvor erwéhnten Zustinde ergibt sich aus der Formel fiir einen

magnetischen Dipol in einem homogenen Magnetfeld der Stirke By:
E= —my%B0 und E = +my%B0 2> AE= Y%Bo Gl 2.13
h: Plancksches Wirkungsquantum

Das magnetische Moment eines Kerns rotiert um die Richtung des Feldes By, deren

Frequenz als Larmor-Frequenz m¢ bezeichnet wird. Sie ist abhdngig von der Stirke des

Feldes sowie vom gyromagnetischen Verhiltnis:
wy =Y By Gl 2.14
Entspricht die Frequenz der eingestrahlten elektromagnetischen Welle nach E= hv

der Resonanzfrequenz des Kerns mit hv=h w = % w und damit der Ubergangs-

frequenz zwischen den Energieniveaus so gilt die Resonanzbedingung:

hv = a)=AE=y%BO GL 2.15

h
2m
Bei der Magnetresonanz wird also durch das Anlegen eines Magnetfeldes eine
Aufspaltung der Kernspins in unterschiedliche Energieniveaus erzielt. Die Kernspins der
Molekiile orientieren sich unabhdngig voneinander parallel oder antiparallel zum
vorhandenen Magnetfeld. Fiir Kerne mit dem Spin 2 ist das Besetzungsverhiltnis, also

die Anzahl der Kerne, die sich parallel bzw. antiparallel zum Feld ausrichten im

thermischen Gleichgewicht nach der Boltzmann-Verteilung gegeben:

N _AE) _ _YiBo
ﬁ—exp( kB)—exp( kBT") Gl 2.16

Die Energieunterschiede der beiden Energieniveaus liegen unterhalb der Gro3enordnung

der thermischen Bewegung (kgT). Dennoch ergibt sich eine makroskopische

Magnetisierung My entlang der Achse des Hauptfeldes (z-Achse -My=M,) (Abb. 2.19).

z \ Paraile!
A‘ | -
y /’ \ Anti-Parallel
x 7\ m=-1/2
¥/ T\
¥/ \ '\
4 X

Abb. 2.19: z-Magnetisierung im thermodynamischen Gleichgewicht
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Dieses System kann nun durch einen Radiowellenpuls, dessen Frequenz der Larmor-
Frequenz ®( entspricht, resonant angeregt werden, so dass der Vektor der
Nettomagnetisierung aus der z- Richtung in die x-y- Ebene kippt (Abb. 2.20). Nach diesem
kurzen Puls befindet sich der Zustand der Magnetisierung in einem Nicht-
Gleichgewichtszustand, aus welchem das System nach kurzer Zeit wieder ins
thermodynamische Gleichgewicht zurlickgelangt. Es werden die longitudinale
Relaxationszeit T; (Magnetisierung der Kerne wird in Feldrichtung gedndert) bzw. die
transversale Relaxationszeit T, der Magnetisierung unterschieden. Dabei sind die
Ursachen der Relaxation verschiedene zeitabhingige Wechselwirkungen zwischen dem

Spin und seiner Umgebung (T; Spin-Gitter) bzw. den Spins untereinander (T, Spin-Spin).

By By M
z
-

,.v' B, . X‘J
4—'B1 Xy [
8-l

2 M, > M,

g longitudinal

i

5

(%]

t

sl transversal

% (] “ ‘:‘ “"“‘ ‘ ‘v“ e ‘ Mxy 9 O

I [ | Wi NN

T TR

E ““\“‘“““‘ vV v t

2 4

Abb. 2.20: Longitudinale und transversale Relaxation der Nettomagnetisierung M einer groflen
Anzahl an Protonen im Magnetfeld By nach einem Resonanzfrequenzpuls B;. Durch den 90°-
Radiowellenpuls, dessen Frequenz der Larmor-Frequenz w, entspricht, wird resonant angeregt und der
Vektor der Nettomagnetisierung kippt aus der z-Richtung in die x-y-Ebene (oberes Bild). Die longitudinale
Relaxation bzw. die Wiederherstellung der Lingsmagnetisierung erfolgt, indem absorbierte Energie an die
Umgebung (Gitter) abgegeben wird (Spin-Gitter-Relaxation) (mittleres Bild). Bei der transversalen
Relaxation verliert die Quermagnetisierung an Intensitdt, da die Phasenkohérenz abnimmt. Die einzelnen
Kemspins prézedieren also nicht mehr in Phase, sondemn z.T. schneller oder langsamer und es kommt zu
einem Auseinanderlaufen der Spin-Phasen. Es wird eine abfallende Schwingung, ein sogenannter fieier
Induktionsabfall (engl. fiee indication decay FID) beobachtet (unteres Bild).

65



Theoretischer Hintergrund

MRT-Kontrastmittel

In der Magnetresonanztomographie werden die NMR-Signale der '"H Wasserstoffkerne
ortsaufgelost ausgewertet und Schnittbilder erzeugt. Kontrastmittel werden eingesetzt, um
eine deutlichere Abgrenzung von dhnlichen Korpergeweben (wie zB. Muskeln und
Blutgefile) zu erreichen oder erkranktes Gewebe bzw. Funktionsstorungen (z B. bei der
Bluthirnschranke) zu detektieren. Allgemein werden Positivkontrastmittel mit einer
signalverstirkenden (authellenden) Wirkung und Negativkontrastmittel mit einem
signalmindernden Effekt unterschieden. Positivkontrastmittel wie beispielsweise
Gadolinium-haltige Verbindungen besitzen die Eigenschaft die Ti-Relaxationszeit ihres
umgebenden Mediums zu verkiirzen, wihrend Eisenoxid-Nanopartikel durch ihre Ts-
verkiirzende Wirkung im Allgemeinen als Negativkontrastmittel dienen. Die
Relaxivitétsrate eines Kontrastmittels r; » =1/T; » bezogen auf den Eisengehalt der Probe
ergibt die Relaxivitit R; bzw. R, (iblicherweise angegeben in mmol'Ls™") und erlaubt
damit eine vergleichende Bewertung der Kontrastmittel.'*® Die T,-verkirzende Wirkung
von Eisenoxid-Nanopartikel-basierenden Kontrastmitteln beruht auf der Diffusion von
Wassermolekiilen in das inhomogene Magnetfeld in unmittelbarer Umgebung des
Partikels und steht mit der Kristall-Anisotropie und mit der Néel-Relaxation in
Zusammenhang, ' Firr den Einsatz in der Medizin ist neben den Kontrasteigenschaften
auch das Biodistributionsprofil des Kontrastmittels von entscheidender Bedeutung. So
sind beispielsweise Gadolinium-haltige Kontrastmittel entwickelt worden, welche sehr
schnell (bereits nach wenigen Stunden) aus dem Blutkreislauf eliminiert werden, um
Langzeittoxizitdt zu verhindern. Eisenoxid-haltige Kontrastmittel besitzen eine deutlich
geringere Toxizitdt. Die Biodistribution ist stark von der PartikelgroBe und
Oberflichenbeschichtung abhingig. Eisenoxid-basierte Kontrastmittel werden im
Allgemeinen fiir die Magnet-Resonanztomographie von Leber und Milz eingesetzt, da sie

dort bevorzugt akkumulieren.'*®

2.4.5 Magnetic Particle Imaging (MPI)

Magnetic Particle Imaging (MP]) ist eine relativ neue tomographische Methode, die 2005
von Gleich und Weizenecker erstmals vorgestellt wurde.'®' Dieses bildgebende Verfahren
basiert - wie der Name impliziert - auf magnetischen Partikeln und zeichnet sich durch
eine sehr hohe rdumliche und zeitliche Auflosung gepaart mit sehr hoher Empfindlichkeit

aus. Die Leistungsfihigkeit dieser Methode wurde bereits 2009 am Mausmodell
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demonstriert. Dabei wurden nach einer Bolus-Injektion von 10 pmol(Fe) kg 3D-In-Vivo-

Aufnahmen vom schlagenden Miuseherz gezeigt.'s?

Diese neue Bildgebungsmethode soll
kiinftig auch beim Menschen beispielsweise in der Diagnostik zur Darstellung von
kleinsten BlutgefiBen oder zur Verfolgung von markierten Wirkstofftragersystemen
eingesetzt werden. Gegeniiber komplementiren Verfahren (z.B. CT, PET, SPECT)
wirden Patienten bei einer MPI-Untersuchung nicht mit gefihrlicher Strahlung belastet.

Auch sind die Kontrastmittel aus Eisenoxid-Nanopartikeln ungefihrlich, da sie nach der

Untersuchung von der Leber abgebaut werden konnen.

Das  Messprinzip  beruht auf der nicht-linearen = Magnetisierung  von
superparamagnetischen Nanopartikeln (SPIO) (Abb. 1.21)."%! Das Verfahren nutzt hierbei
zwei iberlagernde Magnetfelder, zum einen ein statisches Selektionsfeld und zum

anderen ein dynamisches Wechselfeld.

Werden magnetische Nanopartikel in das dynamische, sinusoidale Wechselmagnetfeld
gebracht, fiihrt dies zu einer messbaren Anderung ihrer Magnetisierung (Abb. 2.21). Das
gemessene Signal enthdlt auf Grund des nicht-linearen Magnetisierungsverhaltens neben
der Grundfrequenz f; des Wechselfeldes auch hohere Harmonische (also ganzzahlige
Vielfache von fj), welche als Frequenzspektrum sichtbar werden. Die Konzentration der
Nanopartikel kann nach Separation der Harmonischen von der Grundfrequenz ermittelt
werden, da die Signalstirke der Harmonischen sich in ausreichender Néherung linear zur
Partikelkonzentration verhdlt. Das statische Selektionsfeld ermdglicht durch die
Erzeugung eines feldfreien Punkts (FFP) eine oOrtliche Kodierung. Befindet sich
magnetisches Material in der Position des feldfreien Punktes, so wird ein Signal generiert,
das hohere Harmonische enthdlt. Nur magnetische Partikel im FFP antworten auf das

Wechselfeld, alle anderen Partikel auBerhalb des FFP verbleiben in magnetischer
Sattigung.
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Abb. 2.21: Prinzip des Magnetic Particle Imaging (MPI):"*! Befinden sich magnetische Nanopartikel in
einem oszillierenden magnetischen Feld mit der Anregungsfrequenz fy (A), so wird eine charakteristische
Magnetisierungsénderung (C) erzeugt. Auf Grund des nicht-linearen Magnetisierungsverhaltens (B) der
magnetischen Nanopartikel enthélt das gemessene Signal u(t) (D) neben der Anregungsfrequenz auch
héhere Harmonische welche durch einer Fourier-Transformation im Signalspektrum sichtbar werden (E).
Nanopartikel auBlerhalb des feldfreien Punktes (im sog. Selektionsfeld) befinden sich in einem Zustand der
magnetischen Sattigung und antworten daher nicht auf das oszillierende Feld. Umein tomographisches Bild
zu erzeugen, wird die Zielregion gescannt, indem der feldfreie Punkt mit Hilfe zusitzlicher Felder durch
das entsprechende Volumen bewegt wird.

Magnetic Particle Imaging ermoglicht somit die lokale Konzentration von magnetischen
Nanopartikeln quantitativ, mit hoher Empfindlichkeit und sehr guter rdumlicher
Aufldsung (<1 mm) in Echtzeit darzustellen.'®’ 2 Der groBe Vorteil des MPI,
magnetische Partikel ohne stérende Hintergrundsignale darstellen zu konnen, fiihrt aber
gleichzeitig auch zum Verlust von anatomischen Informationen. Daher ist eine
Kombination mit einem anderen Bildgebungsverfahren wie beispielsweise MRT
vorteilhaft. Der instrumentelle Aufbau eines Hybrid MPI-MRI Imaging Systems wurde
2013 von Bruker BioSpin MRI GmbHbeim IWMPI in Berkley, USA, prisentiert.

Zur Charakterisierung von magnetischen Partikeln fiir die Anwendung als MPI-Tracer
kann die Magnetic Particle Spectrometry (MPS) genutzt werden.'®® Dabei wird die
zeitabhingige Antwort der Partikel auf ein oszillierendes Magnetfeld gemessen, jedoch
ohne das Gradienten-Feld, das fiir die 6rtliche Auflosung notwendig wére. Es handelt sich

daher im Grunde um ein null-dimensionales MPI-Gerit.
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Die Bildqualitit im MPI wird entscheidend von den Partikeleigenschaften
(Kerndurchmesser, GroBenverteilung) beeinflusst. Das magnetische Moment steigt mit
dem Kerndurchmesser, wodurch eine hohere Auflosung und bessere Sensitivitit erreicht
werden kann.'®* Gleichzeitig wichst mit steigender GroBe die Trigheit des Kerns, so dass
eine rechtzeitige Relaxation nicht mehr gegeben ist.'®® Optimierte Eisenoxid-basierte
MPI-Partikel miissten theoretischen Berechnungen zufolge einen Kerndurchmesser von

ca. 30 — 60 nm aufweisen.'3% 187

Generell konnen fiir das MPI-Verfahren die gleichen Eisenoxid-Nanopartikel eingesetzt
werden, welche in der MRT bereits Anwendung finden. Problematisch ist jedoch die
breite Grofenverteilung dieser Tracer und damit verbunden der geringe Anteil an

Partikeln, welcher fir MPI ausreichend Signal bietet.
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3  Charakterisierungsmethoden

3.1 Lichtstreuung

Die Lichtstreuung ist eine Ensemblemethode, mit deren Hilfe nano-skalige Partikel in
Losung zerstorungsfrei charakterisiert werden konnen. Der generelle Aufbau einer

Lichtstrevapparatur ist in Abb. 3.1 dargestell.

Probenzelle
LASER
Iy, A Transmittierter Strahl
0
Iyt Intensitat des Primarstrahls \ /. Detektor
A: Wellenlange des eingehenden Strahls ~ Is//
6: Winkel zwischen Primdrstrahl und gestreutem Strahl \\_\ ///
r: Abstand des Detektors von der Probe e g

—

“

Intensitat gestreuten Lichts

Abb. 3.1: Aufbau einer Lichtstreuapparatur

Mit Hilfe der statischen Lichtstreuung, bei der die zeitlich gemittelte, winkelabhingige

Streuintensitdt gemessen wird, konnen Informationen erhalten werden tiber:

= dic molare Masse M (Gewichtsmittel der Molmasse) der Partikel,

* den Trigheitsradius R,, der das Volumenintegral tiber die Masseverteilung
darstellt (als Zentrifugenmittel (z-Mittel) des Trigheitsradienquadrats),

= den zweiten Virialkoeffizient 4, des osmotischen Drucks, als Mal} fir Polymer-

Losungsmitte]l-Wechselwirkungen.

Bei der dynamischen Lichtstreuung werden die zeitlichen Intensitdtsfluktuationen der
Streuintensitit gemessen, indirekt also die Brown’sche Molekularbewegung der Teilchen
beobachtet. Uber die Stokes-Einstein-Beziehung kann dann ilber den Diffusions-

koeflizienten der hydrodynamische Radius ermittelt werden.

Die Methode der Lichtstreuung beruht auf dem Phdnomen der Rayleigh-Streuung, die
nach John William Strutt, 3. Baron Rayleigh, benannt wurde. Trifft eine
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elektromagnetische Welle auf ein Teilchen, so wird an dieser Stelle ein oszillierender
Dipol (Hertz’scher Dipol) erzeugt. Von diesem Streuzentrum ausgehend breiten sich dann
emittierte elektromagnetische Wellen kreisformig in alle Richtungen von dem Partikel
aus. Diese Streuung des einfallenden Lichts wird Rayleigh-Streuung genannt und ist fiir

Gasmolekiile wie folgt definiert:

I:Ii:i16rr4

L, 2 At

a’N(1 + cos %60) Gl 3.1

I;:  Intensitdtdes gestreuten Lichts

Iy:  Intensitdt des Primérstrahls

r:  Abstand des Detektors von der Probe

Ao: Wellenlédnge des eingehenden Strahls im Vakuum
a: Polarisierbarkeit des Streuzentrums

N: Anzahl der Streuzentren

0: Winkel zwischen Primérstrahl und gestreutem Strahl

Die Rayleigh Streuung ist stark von der Wellenldnge abhingig (I~1/A%), wobei Licht
kiirzerer Wellenlinge deutlich stirker gestreut wird als lingerwelliges Licht. Dies ist der

Grund, warum der Himmel blau erscheint.

3.1.1 Statische Lichtstreuung

Bei der statischen Lichtstreuung wird - wie bereits erwdhnt - die zeitlich gemittelte

Streuintensitdt detektiert.

Die Streuung reiner Fliissigkeiten, die aus zufilligen Dichtefluktuationen durch
thermische Bewegung der Molekiile resultiert, ist sehr gering. Die Streuintensitit I
geloster Partikel hiingt daher unter Vernachldssigung der Streuintensitit des

Losungsmitte] nur vom Streukontrast der geldsten Teilchen 4%, von der Konzentration ¢

und dem osmotischen Druck 7 ab.

[,~b%kyT 5m— Gl 3.2

G rn

c¢: Konzentration

m:  Osmotischer Druck

kg: Bolzmannkonstante

T: Temperatur
Partikelanzahl
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Nach Van’t Hoff gilt fiir ideale bzw. reale Losungen:

(Z—”) =% (ideal) Gl 3.3

M: Molmasse der gelosten Partikel

(55) = koT (& +24,¢ ++ ) (real) Gl 3.4

A,: 2. Virialkoeffizient des osmotischen Drucks

Damit erhdlt man fiir ideale Losungen, d.h. hochverdiinnte, sehr kleine streuende Partikel:
I,~b*cM Gl 3.5

Der Streukontrast b, ist jedoch nicht wie bei Gasmolekiilen von der absoluten
Polarisierbarkeit, sondern der Differenz der Polarisierbarkeiten (Aa) zwischen
Losungsmitte]l und gelostem Molekiil abhéngig.
2 2
Aq =220 Gl 3.6

N
4-71'V

np: Brechungsindex des gelosten Teilchens
npo:  Brechungsindex des Losungsmittels
N: Partikelanzahl

V: Volumen

Unter Zuhilfenahme des sogenannten Brechungsindexinkrements (aaLCD) und der

Avogadro-Konstante N4ergibt sich somit fiir das Rayleigh- Verhéltnis:

2 2 2
R=(, = Iy) o =—n,,% (%2) M Gl 3.7

Ao *Ny ac

Experimentell wird zusétzlich zur Streuintensitit der Probe zunichst die Streuintensitdt
des Losungsmittels /;j, sowie die Streuintensitit eines Standards Iy, (typischerweise
Toluol) gemessen. Mit Hilfe des aus Tabellenwerken zu entnehmenden Wertes flir das
absolute Rayleigh-Verhiltnis des Standards Ry .»s kann das Rayleigh-Verhiltnis dann
unabhiingig von den experimentellen Bedingungen wie Abstand der Probe zum Detektor

und Streuvolumen ausgedriickt werden:

R=5"MR i abs Gl 3.8

Istq
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Der Streukontrast b” kann zur Vereinfachung zu K zusammengefasst werden:

2 2
b2 = (Z2) =k Gl 3.9

Ao*N ac
Damit ergibt sich aus Gleichung 3.7 unter Beriicksichtigung der Wechselwirkungen
zwischen gelosten Molekiilen und Losungsmittel (in  Form des zweiten
Virialkkoeffizienten 4,) fiir sehr kleine Teilchen, die keine intrapartikuliren Interferenzen
aufweisen (sogenannte Punktstreuer):

Kc

K 2424, + - Gl 3.10
R M

Fiir groBere Partikel, die mehrere Streuzentren aufweisen, kann es auf Grund des
grofBeren Gangunterschiedes auch zur teilweisen Ausloschung der gestreuten Wellen, d.h.
destruktiven intrapartikuliren Interferenzen kommen. Aus diesem Grund ist die

gemessene Intensitdt abhingig vom Beobachtungswinkel.

Die Winkelabhéngigkeit der Streuintensitit wird durch den Partikelformfaktor P(q) als
Funktion des Betrags des Streuvektors ¢ ausgedriickt (Abb. 3.2):

P(q) =1 —1(R,)2q%+ - GL 3.11
mit

. 6)
4nnD‘Osm<2

gl = q=—2—= Gl 3.12

Bereich des Zimm-Plots

P(q)

Abb. 3.2: Auftragung des Partikelfor mfaktors P(q) fiir monodisperse Kugeln mit dem Radius R
gegen die normierte Lingenskala ¢R in logarithmischer Auftragung.188
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Unter Beriicksichtigung des Formfaktors ergibt sich

K 2 424,04 Gl 3.13
R MP(q)

und mit Gl 3.11 fiir g*(R,?)<<1 lasst sich dann die Zimm-Gleichung ableiten:

Kc _ 1 1 - 2
K= L(142q%R.D) + 245 Gl 3.14

R
Die Auswertung mit Hilfe des sogenannten Zimm-Plots (Abb. 3.3) wird durch eine
besondere Vorgehensweise erleichtert. Dabei wird % auf der Ordinate und g2+ kc auf
der Abszisse aufgetragen, wobei die Konstante k lediglich die Datenauftragung so
anpasst, dass eine doppelte Extrapolation aufc =0 und 6 = 0° (bzw. q = 0) moglich wird.
Der gemeinsame y-Achsenabschnitt entspricht damit 1/M und aus den Steigungen der
beiden Geraden lassen sich der Tragheitsradius (Rgz) und der 2. Virialkoeffizient des

osmotischen Drucks A, ermitteln.

Kc/R

q’+kc

Abb. 3.3: Zimm-Plot: M symbolisiert die gemessenen Daten aus dem statischen Lichtstreu-
Experiment, B extrapolierte Punkte fiir ¢ 20 und ¢ > 0. Der gemeinsame y-Achsenabschnitt stellt
1/M;, dar und aus den Steigungen der Geraden lassensichA4; und R, ermitteln.'®

Hierzu sei noch angemerkt, dass insbesondere synthetische Systeme meist uneinheitlich
in ihrer GrofBle sind, d.h. eine gewisse Polydispersitit aufweisen. Die Zimm-Gleichung
dient daher nur der Bestimmung von mittleren molekularen GroBen, nimlich dem
Gewichtsmittel M,, und dem z-Mittel des Trégheitsradienquadrat (R; ),, welche wie folgt
definiert sind:
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M. = LN MM _ XciM;

w SN, o Gl 3.15
Y N;M;?s?
(R;)Z = (SZ)Z = TM;L Gl 3.16

N, bezeichnet die Gesamtzahl an Partikeln der Sorte i mit dem identischen

Molekulargewicht M; und ¢; die jeweilige Konzentration.

3.1.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Bei der dynamischen Lichtstreuung wird nun nicht mehr die zeitlich gemittelte
Streuintensitit gemessen, sondern die zeitliche Fluktuation der Streuintensitét, welche auf
den interpartikuliren Interferenzen sich bewegender Partikel beruht. Da sich kleinere
Partikel auf Grund der Brown’schen Molekularbewegung schneller bewegen als grofe
Teilchen, kann die =zeitliche Fluktuation der Streuintensitit AufSchluss iiber den
Diffusionskoeffizienten geben. Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung kann die
hydrodynamische PartikelgroBBe erlangt werden.

Diese zeitlichen Intensititsfluktuationen konnen mit Hilfe der sogenannten

Autokorrelationsfunktion g dargestellt werden. Dazu wird die Streuintensitit zu einem
Zeitpunkt t mit der detektierten Streuintensitit zum Zeitpunkt (t + 1) korreliert und iiber

alle T innerhalb eines Zeitraumes t gemittelt. (Abb. 3.4 links).'5®

9.(q, 1) =(1(q,01(q,t + 1)) _ Gl 3.17

Mit zunehmender Korrelationszeit fillt die normierte Autokorrelationsfunktion von <I*>
auf den Wert <[>? ab (Abb. 3.4 rechts). Dieser Abfall der Autokorrelationsfunktion ist
dabei fiir kleine Teilchen, deren Intensitits-Signal schneller fluktuiert, deutlich steiler als

fir groBere Teilchen, welche eine lingere Korrelationszeit aufweisen.
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() I(t+r)  I(t+r)

~

i2)

I(t)

I(1) I(t+1,)

{1y

Abb. 3.4: Prinzip der dynamischen Lichtstreuung: Fluktuation der Streuintensitit (links) und
korrespondierende Autokorrelationsfunktion g;(t) (rechts).188

Die Siegert-Relation tiberfiihrt die gemessene Intensititskorrelation g in die normierte
Amplitudenkorrelationsfunktion g;, welche als exponentiell abklingende Funktion

beschrieben werden kann.

g,(1) = \/—(I(q’r))2 1 = exp(—q*D7) Gl 3.18

Bei logarithmischer Auftragung ergibt sich daraus fiir monodisperse, monomodale
Partikel eine Gerade mit der Steigung —q°D (mit q Betrag des Streuvektors und D
Diffusionskoeffizient). Fiir polydisperse, aber monomodale Proben stellt gj(t) eine

Uberlagerung verschiedener Exponentialfunktionen dar.
g1() = X n;M?P;(q) * exp(—q?*D1) = Y a; * exp(—q?*D7) Gl 3.19

Der Wichtungsfaktor a beziehungsweise n;M?P;(q) entspricht dabei dem Beitrag der
Partikelfraktion 1 zur mittleren Streuintensitdt und somit dem relativen Anteil an der
Amplitudenkorrelationsfunktion. Fiir groBere Teilchen, die intrapartikuldre Interferenzen
aufweisen, ergibt sich daraus auf Grund des g-abhdngigen Wichtungsfaktor P(gq) nur ein
apparenter Diffusionskoeffizient. Fiir die Extrapolation ¢ 20 (und damit P(q) = 1) wird
dann aus D, das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten (D), (Abb. 3.5).

app
_ XnMZPi(q)D;
Dapp (@) = 5 oeiar Gl 3.20
fir g 20
(D), = ZuMDi Gl 321
z ZniMiZ ’
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Abb. 3.5: Bestimmung des z-gemittelten Diffusionskoeffizienten durch Extrapolation von D,,,(q) fiir
q>0

Uber die Stokes-Einstein-Beziehung ergibt sich dann aus (D), der hydrodynamische
Radius als reziprokes z-Mittel:

R, = (i)_1 kT Gl 3.22

Ry/, — 6mn(D),

kg: Boltzmann-Konstante
T: Absolute Temperatur

No: Viskositdt des Losungsmittels

Die Exponential-Funktion gj(t) kann auch mit Hilfe des sogenannten Kumulanten-

Verfahrens (Taylor-Reihen-Entwicklung) angenihert werden:
Ing (1) = =147 + 26,7 — 2Ky 73 + - Gl 3.23

Der erste Kumulant k, = (D)g? liefert dabei den mittleren Diffusionskoeffizienten,
woraus iber die Stokes-Einstein- Beziechung auch der mittlere hydrodynamische Radius

ermittelt werden kann.

Der zweite Kumulant x, kann als Mal3 fiir die Polydispersitit der Probe angesehen

werden:

Kk, = ((D?) — (D)*)q* Gl 3.24
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Dabei ist die Verteilungsfunktion des Diffusionskoeffizienten op wie folgt definiert:

J(D%)=(D)?
e :—§=\/u_z Gl 3.25

Unter Annahme, dass die Verteilungsfunktion der PartikelgroBBen einer GauBverteilung

entspricht, ergbt sich fiir die Polydispersitdt des Radius:

/(R 2)—(Rp)?
h TR Gl 2.26

TR="""(r,)
Fiir p-Werte bei90° von < 0,05 kann damit eine vergleichsweise niedrige Polydispersitit

des Radius von ca. 25 % angenommen werden.

Polymodale Proben, d.h. Proben, die verschiedene Grofenfraktionen enthalten, konnen
mittels DLS nur dann getrennt aufgelost werden, wenn die Teilchenfraktionen jeweils
relativ. monodispers sind und sich die Abklingkonstanten und damit die Radien
mindestens um den Faktor 3 unterscheiden. Im lin-log Plot der g;(t) Funktion ist dann ein
stufendhnliches Abklingverhalten erkennbar. In Abb. 3.6 ist ein Beispiel flir gi(t) einer

bimodalen Probe gezeigt.

g,(x)

logt

Abb. 3.6: Korrelationsfunktion einer bimodalen Probe in lin-log Darstellung188
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3.1.3 Das p-Verhaltnis

Das p-Verhiltnis erlaubt es, mit experimentellen Daten aus statischer und dynamischer
Lichtstreuung, Aussagen iiber die Geometrie der untersuchten Makromolekiile zu
machen. Das p-Verhiltnis ist wie folgt durch den Trigheitsradius R, und den

kugeliquivalenten hydrodynamischen Radiws R; definiert:

/ (R2),
= Gl 3.27

a (<Rih>z)_1

Tab. 3.1 enthidlt eine Liste von theoretischen Werten fur verschiedene

Teilchengeometrien, welche zum Vergleich mit den experimentellen Daten herangezogen
werden konnen. Es sei dazu angemerkt, dass eine Auswertung des p-Verhéltnis fiir
polydisperse Proben schwierig ist, da die Mittelwerte fiir R, und Ry unterschiedlich
gebildet werden.

Tab. 3.1: p-Verhiltnis fiir Partikel unterschiedlicher Geometrie'®®

Homogene harte Kugel 0,775
Hohlkugel 1
Polymerknauel (ideal) 1,505
Starre Stabchen >2

3.1.4 Lichtstreuung an Multikomponentensystemen

Die Lichtstreuung an Multikomponentensystemen kann beispielsweise zur Beurteilung
der Protein-Partikel-Wechselwirkung in physiologischer Umgebung herangezogen
werden. Rausch et al. beschrieben 2010 ein Verfahren, um das Aggregations- bzw.
Agglomerationsverhalten von Nanopartikeln im Blutserum zu untersuchen.'”® Die
Proteine humanen Blutserums lassen sich grob in drei GroBenfraktionen aufteilen.'”®
Daher ldsst sich Blutserum (Index s) durch einen triexponentiellen Abfall der
Autokorrelationsfunktion g, ¢ ausreichend genau beschreiben:

g1s(1) = a; s *exp (—%) +a,  *exp (—L> +a;  *exp (—L> Gl 3.28

1,5 T2,s T3,s

mit a; Amplitude, 7; Abklingzeiten nach t; = 1/q%D; der verschiedenen Komponenten i.
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Die Autokorrelationsfunktionen der meisten Nanopartikelsysteme (g, ,,,,) lassen sich auf

Grund relativ geringer aber dennoch signifikanter Polydispersitit iiber eine Summe aus

zweil Exponentialfunktionen anndhern:

: ) Gl 3.29

Tonp

: ) + Ay np * €XP (—

gl,np (T) = al,np * exp (_ Timp

Nachdem sowohl Nanopartikel als auch Serum getrennt voneinander in der DLS
gemessen wurden, konnen anschlieBend die Nanopartikel in Anwesenheit von Serum-

Proteinen erneut gemessen und analysiert werden.

Findet keine oder nur vernachldssigbare Wechselwirkung der Nanopartikel mit den
Serumproteinen statt, so kann die Autokorrelationsfunktion dieser Mischung g, ,,, durch
eine Summe der beiden individuellen Korrelationsfunktionen aus den vorherigen
Messungen beschrieben werden. Dabei werden alle Fit-Parameter konstant gehalten und

nur der Anteil der Intensitdten f; und f,,, der jeweiligen Fit-Funktionen angepasst.

gl,m (T) = fsgl,s (T) + fnpgl,np (T) Gl 3.30

Kommt es zur Agglomeration der Nanopartikel im Blutserum, so kann die
Autokorrelations funktion mit der oben genannten Funktion nicht ausreichend beschrieben

werden, was an einer signifikanten Abweichung des Fit-Residuums von Null sichtbar
wird (Abb. 3.7 links).

Mit der Ergiinzung einer weiteren Exponentialfunktion fieeg1 age(t) kann auch die Grofle

der resultierenden Agglomerate angenihert werden:

91m (D) = f3915(0) + fap91,np (v) + fagg91,agg ©) Gl 3.31

Diese Anndherung gilt nur unter der Voraussetzung, dass der Anteil der Serumproteine,
die an der Agglomeration beteiligt sind, vernachldssigbar ist, die Messung also in einem
Uberschuss an Serum-Proteinen stattfindet. Ist dies gegeben, kann GIl. 3.31 zur
Anpassung der Autokorrelationsfunktion durch Variation der Intensititsanteile genutzt
werden und so die GroBe der Agglomerate ermittelt werden (Abb. 3.7 rechts). Eine

Proteinadsorption auf der Partikeloberfliche wird dabei vernachldssigt.
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- Messdaten NP+Serum = TWessdafen NP+Serum ~
Fit Triexp+Biexp — Fit Triexp+Biexp+Monoexp
Residuum Residuum
1,04 1,04
0,8 0,8
0,6 0,64 Mittlere hydrodynamische

Radien Ry, (Serum) und

= 0,4 Mittlere hydrodynamische = 0,4 Ry (NP)bleiben konstant.
R Radien R,, (Serum) und ~— Ry, (Agglomerate) wird
o) 0,24 Ry (NP)bleibenkonstant o] 0,24 zusatzlichermittelt.
0,0+ € 0,0 S
\\ --------- P 4 r v L
-0,2 -0,2
10° 10* 107 10% 10" 10" 10' 10* 10° 10" 10° 10° 10" 107 107 10" 10° 10" 10° 10° 10* 10°
t/ms t/ms

Abb. 3.7: Autokorrelationsfunktion einer Mischung aus Nanopartikeln und Serumproteinen. Es ist
leichtes Agglomerationsverhalten zu erkennen. Der Fit aus der Summe der Einzelkomponenten passt nicht
ausreichend und es kommt zu einer sichtbaren Abweichung des Residuums von null (rot markiert). Die
Anpassung (nach Rausch et al. 2010)"° mit der Ergdnzung einer weiteren Exponentialfunktion zur Fit-
Funktion kann ebenfalls die Agglomerate anpassen und fithrt zu einem Residuum von null. (rechts).

3.2 Zeta-Potenzial

Informationen tiber die Oberflichenladung von Nanopartikeln in Dispersion kdnnen iiber
das Zeta-Potenzial erlangt werden. Dazu wird die elektrophoretische Mobilitdt mittels
Laser-Doppler-Anemometrie bestimmt und daraus nachfolgend das Zeta-Potenzial

berechnet.'®!

Die Oberflichenladung eines Partikels in Losung wird durch Anlagerung von Ionen aus
dem umgebenden Medium kompensiert, wodurch eine elektrochemische Doppelschicht
aufgebaut wird. Die innere Schicht besteht aus Gegenionen, die stark an die
Partikeloberfliche gebunden sind. Diese Schicht wird Stern-Layer genannt und ist von
einer weiteren diffusen Schicht von weniger stark gebundenen Ionen umgeben. Diese
diffuse Schicht besitzt bei einer bestimmten Distanz von der Partikeloberfliche eine
Grenze, ab welcher bei Bewegung des Partikels die gebundenen Ionen auf Grund von
Scherkriften nicht mehr folgen. Damit ist die Ladung des Partikels nicht mehr
ausgeglichen und es resultiert ein elektrisches Potenzial an dieser Grenze, welches Zeta-

Potenzial genannt wird (Abb 3.8).
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<_|_Oberﬂéichen-PotentiaI
1¢——— Stern-Potential
| 1

mV {1 H—C—Potential
L

O 1 | >

Abstand zur Partikeloberflache

Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Zeta-Potenzials am Beispiel eines negativ geladenen
Partikels.””! Zu sehen ist die innere stark gebundene Schicht (Stern-Layer) und die diffuse Schicht mit der
Grenze, ab welcher bei Bewegung des Partikels die gebundenen Ionen auf Grund von Scherkréiften nicht
mehr folgen und definitionsgemaf3 das Zeta-Potenzial darstellt.

Das Zeta-Potenzial kann iiber eine elektrokinetische Messung ermittelt werden. Die
geladenen Partikel werden durch Anlegen einer Spannung in Bewegung gesetzt. Hierbei
ist die Geschwindigkeit der Partikel in Richtung der entgegengesetzt geladenen Elektrode
abhéngig von der Viskositit, der Dielektrizitidtskonstante des Mediums, der Stirke des
elektrischen Feldes und dem Zeta-Potenzial der Partikel. Sobald sich ein Gleichgewicht
eingestellt hat, bewegen sich die Partikel mit konstanter Geschwindigkeit, welche als
elektrokinetische Mobilitdt definiert ist und mittels Laser-Doppler-Anemometrie
gemessen werden kann. Der Eingangsstrahl wird durch einen Strahlteiler in zwei Strahlen
gesplittet, welche in der Messkammer wieder zusammengelenkt werden. Im
Kreuzungsbereich entsteht ein Interferenzmuster. Wird der Laserstrahl an einem Partikel
gestreut, kommt es zu einer Frequenzverschiebung (Doppler-Verschiebung), welche
proportional zur Geschwindigkeit der Partikel ist. Mit Hilfe dieser gemessenen
elektrophoretischen Mobilitdt p kann schlieBlich iiber die Henry-Gleichung das Zeta-

Potenzial ermittelt werden.'”!

83



Charakterisierungsmethoden

2
y = 2 Gl 3.32
3n
€: Dielektrizititskonstante des Mediums
C: Zeta-Potenzial

f(ica): Henry-Funktion (abhingig von der Dicke der diffusen Schicht k' und dem
Partikelradius a)

n:  Viskositit des Mediums

Die Henry-Funktion ldsst sich durch verschiedene Nédherungen beschreiben. Fiir grofe
Partikel (> 0,2 pm) in einem Medium mit hoher Ionenstirke kann die Smoluchowski-
Ndherung (mit f(xa) = 1,5) verwendet werden. Fiir kleinere Partikel in einem Medium mit

niedriger Dielektrizititskonstante wird f(ia) = 1 nach der Hiickel-Ndherung.

3.3 Transmissionselektronenmikroskospie (TEM)

Die Elektronenmikroskopie ermdoglicht die Darstellung sehr kleiner Objekte im Mikro-
und Nanometer-Bereich. Beschleunigte Elektronen haben eine sehr viel kleinere

Wellenldnge als sichtbares Licht. Diese kann nach de Broglie {iber den Welle-Teilchen-
Dualismus als A=h/mv (mit h Plancksches Wirkungsquantum, m Masse,
v Geschwindigkeit) beschriecben werden.'” Da das Aufldsungsvermogen eines
Mikroskops durch die Wellenldnge begrenzt ist, konnen mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie deutlich kleinere Objekte abgebildet werden als mit der
konventionellen Lichtmikroskopie. Bei der Transmissionselektronenmikroskopie ist die
Auflésung auf ca. 0,2 nm beschrénkt.

Der prinzipielle Aufbau eines TEM é&hnelt dem eines Lichtmikroskops, jedoch sind die

Glaslinsen durch elektromagnetische Linsen ersetzt (Abb. 3.9).'%

Als Elektronenquelle
konnen thermische Emitter (Wolframdraht, LaBe-Kristall) oder Feldemissionskathoden
zum FEinsatz kommen. Die Elektronen werden von der Kathode zur Anode beschleunigt.

Dazu werden Spannungen in der GréBenordnung von 10° Volt oder mehr angelegt.'”?

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie werden die Elektronen zur Abbildung
genutzt, welche das Objekt durchstrahlt haben. Die Abbildung erfolgt auf einem

Leuchtschirm mit einer Szintillator-Schicht oder durch eine CCD-Kamera.
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Im Elektronenmikroskop muss ein ausreichend hohes Vakuum herrschen, damit keine
Interaktion der Elektronen mit Gasmolekiilen auftritt, wodurch diese zusédtzlich abgelenkt
wiirden. Als Objekttriger dienen runde Netzchen (grids) aus Kupfer (selten auch Gold
oder Nickel), welche zusétzlich mit einem diinnen Kohlefilm beschichtet werden. Die
Probe wird auf diese beschichteten Netzchen gegeben und erst nach vollstindiger

Trocknung gemessen.

Um Trocknungsartefakte zu vermeiden oder um auszuschlieen, dass gemessene Proben
im trockenen Zustand nicht stabil sind, kann Kryo-TEM Anwendung finden. Bei dieser
Variante der Transmissionselektronenmikroskopie wird die wissrige Probe auf das
Kupfergrid aufgegeben und nach Abtupfen in fliissigem Propan schockgefroren, so dass
es zu keiner Wasserkristallbildung kommen kann. Diese Methode kann somit fiir

Untersuchungen von Nanopartikeln in ihrer ,natiirlichen* Umgebung genutzt werden.

Lichtquelle
Elektronen- ¢
quelle Kondensor
Kondensorspule Objekt
Objektiv
Objekt
Objektivspule
Beobachtungs-
Zwischenbild mikroskop
Zwischenbild
Projektions-
spule
Projektions-
linse
Endbild Endbild

Abb. 3.9: Schematische Darstellung eines Elektronenmikroskops im Vergleich zu einem
konventionellen Lichtmikroskop.163
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3.4 Zytotoxizitatstests

Insbesondere flir biomedizinische Anwendungen ist die Evaluation der Zytotoxizitdt der
Nanopartikel notwendig. Sowohl die Unbedenklichkeit des Wirkstoffirdgers an sich als
auch die therapeutische Wirkung eines beladenen Wirkstofftrigers sind dabei von
Interesse. Um erste Informationen iiber die Wirkung auf Zellen zu erhalten, werden im
Allgemeinen in vitro Zytotoxizitatstests durchgefiihrt. Es gibt eine Reihe von Methoden,
die jeweils unterschiedliche Vital-Funktionen der Zellen untersuchen. Fluoresceindiacetat
ist ein farbloses Derivat des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein. In stoffwechselaktiven
Zellen wird Fluoresceindiacetat durch kurzlebige zytoplasmatische Esterasen zu
Fluorescein hydrolysiert. Uber die fluorometrische Quantifizierung des Fluoresceins isst
sich die relative Zellviabilitdt im Vergleich zu unbehandelten Zellen bestimmen.'”® Beim
hiufig genutzten MTT-Assay wird das wasserlosliche, gelbe Tetrazoliumsalz 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid von metabolisch aktiven Zellen
durch eine mitochondriale Dehydrogenase in dunkelblaue, wasserunlésliche Formazan-
Salze umgesetzt.'”* Nach Beendigung der Beobachtungszeit werden die Tetrazoliumsalze
in den Zellen durch Zugabe von DMSO gelost und photometrisch quantifiziert. Das
Zelliiberleben wird wiederum relativ zu einer unbehandelten Kontrolle iiber die

gemessene Formazan-Bildung ermittelt.

3.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (auch FACS, fluorescent activated cell sorting) ist eine
leistungsstarke Methode, um ganze Zellpopulationen in sehr kurzer Zeit (~1000 Zellen/s)
zu analysieren.'”? Die Zellen flieBen einzeln durch eine Messkammer, wo ein Laser-
Strahl auf sie trifft (Abb. 3.10). Das resultierende Streulicht wird in zwei
unterschiedlichen Winkeln detektiert. Das Vorwirtsstreulicht gibt dabei Aufschluss iiber
die GroBe der Zellen und das Seitwértsstreulicht (Messung im 90° Winkel) ldsst
Aussagen tiber die Granularitdt und somit iiber den Zustand der Zellen zu. Mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Detektors konnen markierte Zellen detektiert werden. Beispielsweise ist zur
Untersuchung der Zellbindung oder Zellaufnahme von fluoreszenzmarkierten
NanopartikeIln die Durchflusszytometrie eine gute Methode um quantitative Aussagen zu
erhalten. Die Fluoreszenz wird direkt mit einem Ereignis, d.h. einer einzelnen Zelle in der
Kammer, detektiert. Somit ergibt sich ein Histogramm aus Fluoreszenzintensitit versus

Ereignisse (gemessene Zellzahl).
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Fir komplexere biologische Untersuchungen kdnnen die Zellen abhéingig von ihrer
Markierung mit fluorochromen Antikorpern funktionell getrennt und analysiert werden.
Dazu besitzt ein FACS-Instrument hinter der Messkammer eine Ladungselektrode, um
die markierten Zellen kurzzeitig aufzuladen und {iber eine Ablenkplatte in die jeweiligen

Sammelrohrchen zu lenken.

Zell-Probe

Hll-

/ fliissigkeit
L]
°
Fluoreszenz

- - - -»Streulicht
[ Ladungselektrode
Ablenk- , (+/0/)

platten "/

e

SammelgefiRe

hov

Abb. 3.10: Funktions prinzip eines Durchflusszytometers.'” Die Zellen einer Zellsuspension werden mit
Hilfe einer Hiillfliissigkeit fokussiert einzeln durch die Messzelle geleitet. Dort wird sowohl das Streulicht
als auch die Fluoreszenz detektiert. Uber eine Ladungselektrode und die entsprechenden Ablenkplatten
konnen nachfolgend die Zellen gemif3 ihrer Markierung sortiert werden.

3.6 KonfokaleLaser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) ermdglicht durch eine hohe
rdumliche Auflosung die Abbildung von morphologischen Details von Geweben bis hin
zur subzelluldren Ebene. Die konfokalen optischen Schnitte im zelluldren Bereich sind im

Ergebnis vergleichbar mit computertomographischen Bildern in der Medizin.

Wie ein konventionelles Fluoreszenzmikroskop verfligt ein konfokales LSM {iber einen
dichroitischen Spiegel, der das anregende Licht zur Probe lenkt und gleichzeitig das Licht
der Emissionswellenkinge zum Detektor leitet (Abb. 3.11)."°? Die Anregung erfolgt mit
einem Laser, wobei das Licht iiber ein Objektiv auf einen Punkt in der zu untersuchenden
Ebene der Probe fokussiert wird. Mit Hilfe einer konfokalen Blende (pinhole), welche in

konjugierter Ebene iiber dem Fokuspunkt liegt, wird lediglich Licht aus der Fokusebene
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im Detektor gesammelt und Streulicht, das ober- und unterhalb emittiert wird, wirksam
ausgeschlossen. Galvanometrische Scanspiegel helfen, das Laserlicht sequenziell durch
die Probe zu schicken, sodass punktgenaue Anregung und Emission rasterartig ,,Punkt fiir
Punkt* einen hochaufgelosten optischen Schnitt durch die Probe ergibt. Auf diese Weise
kann eine laterale Auflésung von 0,25 um (oder zT. hoher) erreicht werden. Durch
schrittweises Verschieben der Fokusebene werden verschiedene Bildschnitte erzeugt, die

im Nachhinein zu einem dreidimensionalen Bildstapel zusammengesetzt werden konnen.

Diese Technik ermdglicht beispielsweise eine genaue Lokalisierung von fluoreszenz-
markierten Nanopartikeln, welche von Zellen aufgenommen wurden. Es kann damit
unterschiedenen werden, ob sich die Nanopartikel tatsdchlich innerhalb der Zelle

befinden oder lediglich auBlen an der Zellmembran haften.

Detektor

konfokale Blende _\,
{pinhole)}

dichroitischer Spiegel\

Scanner

Objektiv

Abb. 3.11: Prinzipieller Aufbau eines Konfokalen Laser-Scanning-lVIikroskops192
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4 Ergebnisse und Diskussion

41 Grundlegende Untersuchungenvon Nanostrukturen aus
Poly(1,2-butadien)-block-poly(ethylenoxid)

Das amphiphile Blockcopolymer Poly(1,2-butadien)-block-poly(ethylenoxid), kurz
PB-b-PEO, wurde fiir diese Arbeit als Modellsystem gewihlt. Der hydrophile Block
besteht aus dem hdufig in biomedizinischen Anwendungen eingesetzten PEO (oder PEG).
Daher bieten Nanostrukturen aus diesem Blockcopolymer mit einer hydrophilen PEO-
Oberfliche die Moglichkeit, relevante Untersuchungen beziiglich der Wechselwirkung
mit Proteinen und Zellen durchzufiihren. Der hydrophobe Block aus Polybutadien bietet
durch die verbleibenden Doppelbindungen die Moglichkeit einer Gammastrahlen-
induzierten Vernetzung und dadurch eine Fixierung der selbstorganisierten
supramolekularen Strukturen. Dadurch konnen TEM-Analysen auch im trockenen

Zustand durchgefiihrt werden, ohne dass es der Kryo-TEM-Technik bedarf.

Im Folgenden werden nun die Herstellung und Charakterisierung unterschiedlicher
PB-b-PEO-Nanostrukturen vorgestellt sowie die Untersuchung der Wechselwirkungen
mit Zellen und Proteinen in Abhidngigkeit von Form, GroBe und Oberflichenladung der
jeweiligen Aggregatstruktur diskutiert.

411 Kontrollierte Selbstorganisation von PB-b-PEO-Polymeren

Amphiphile PB-b-PEO-Blockcopolymere konnen sich in einem selektiven Losungsmittel
(in diesem Fall zB. Wasser) in verschiedene supramolekulare Strukturen
zusammenlagern (Abschnitt 2.3.3.2). Aus dieser Selbstorganisation resultieren
dispergierte Mikrophasen, bestehend aus Domidnen von abgeschirmten hydrophoben
Ketten im Inneren der Struktur, sowie hydrophile Polymerketten, welche sich in Richtung
des umgebenden Wassers orientieren. Die GroBe und Form der supramolekularen
Strukturen wird dabei iiberwiegend durch die Komposition des Blockcopolymers, also
dem Verhiltnis von hydrophobem zu hydrophilem Block sowie dem
Gesamtmolekulargewicht bestimmt. Nach dem Modell von Israelachvili besteht ein

Zusammenhang zwischen der bevorzugten Aggregationsmorphologie (zB. Kugel,
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Zylinder oder lamellare Struktur) und der Molekiilgeometrie des Amphiphils (Abschnitt
22)® Die Molekiilgeometrie resultiert dabei aus einer Kombination aus
Grenzflicheneffekten, d.h. der Minimierung energetisch ungiinstiger Wechselwirkungen
zwischen den Teilblocken sowie zwischen dem hydrophoben Block und der wissrigen
Umgebung, der AbstoBung der Kopfgruppen untereinander und aus dem Entropieverlust

auf Grund der geordneten Zusammenlagerung der hydrophoben Ketten.®!

Thermodynamisch betrachtet spielt zudem die Entropie des Wassers bei der
Selbstorganisation der Amphiphile eine entscheidende Rolle. Bei temperaturabhdngigen
Versuchen wurde festgestellt, dass das Losen von apolaren Molekiilen in Wasser mit
vergleichsweise hohen Entropieverlusten einhergeht. Nach dem Iceberg-Modell wird
dieser sogenannte hydrophobe Effekt durch eine ,erzwungene* Strukturierung der

Wassermolekiile in der unmittelbaren Umgebung des apolaren Stoffes erklart. '*% 1%

Fiir die Selbstorganisation bedeutet die Vermeidung des Kontakts zwischen hydrophoben
Ketten mit dem umgebenden Wasser somit neben der Verhinderung enthalpisch
ungiinstiger Wechselwirkungen auch, dass die Anordnungsfreiheit des Wassers

weitestgehend gewahrt wird und so ein Entropieverlust vermieden werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden PB-b-PEO-Blockcolpolymere verschiedener
Masse und Komposition verwendet. Diese wurden von Michael Maskos und Oliver

Rheingans synthetisiert und charakterisiert zur Verfligung gestellt.79’ 197

In Tab. 4.1 sind die wichtigsten Kenndaten der verwendeten Blockcopolymere
zusammengestellt. Die Vorhersage der bevorzugten Struktur in Wasser ohne Zusatz eines
Co-Losungsmittels basiert auf experimentellen Daten von Maskos & Harris 2001,
Maskos 2006, Jain & Bates 2004 wund Bates 2002 (VgL Abb. 2.11,
Abschnitt 2.3.3.2).7% 111,112,198
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Tab. 4.1: Beschreibung der verwendeten PB-b-PEO-Blockcopolymere79

MALDI-TOF MS
% PEO Bevorzugte
Probename M N Endgruppe
n M,./M, PB (w/w) Morphologie
(g/mol)
PB130PEOge-OH 10.800 1,05 130 29 Hydroxyl  Lamelle (Vesikel)
PB130PEOgs-COOH 11.000 1,05 130 29 Carboxyl Lamelle (Vesikel)
PB130PEO10-OH 13.100 1,06 130 43 Hydroxyl Zylinder
PB130PEO;,0-COOH 13.200 1,06 130 43 Carboxyl Zylinder
PB3,PEO,9-OH 3130 1,03 32 43 Hydroxyl Zylinder, Vesikel
PB3,PEO,9-COOH 3315 1,03 32 43 Carboxyl Vesikel, Zylinder

Die gezielte Strukturbildung der PB-b-PEO-Polymere kann neben der
Polymerkomposition ma3geblich durch die Praparationsmethode beeinflusst werden. Bei
Anwendung der einfachsten Methode, der Rehydration in Wasser, welche entweder direkt
aus dem Bulkmaterial oder ausgehend von einem diinnen Polymerfilm auf einer
Oberfliche erfolgt (vlg. Abschnitt 2.3.1), wird im Allgemeinen die thermodynamisch
bevorzugte Aggregat-Morphologie erzeugt. Wird die Strukturbildung ausgehend von
einer Polymerlosung in einem guten Losungsmittel fiir beide Blocke mit Hilfe der Co-
Losungsmittelmethode induziert, so spielen weitere Wechselwirkungseffekte,
insbesondere auch zwischen Co-Losungsmittel und dem hydrophoben sowie dem
hydrophilen Block, eine Rolle.'”® Wird der Anteil des selektiven Losungsmittels (W asser)
sukzessive erhoht, erniedrigt sich die Loslichkeit des hydrophoben Blocks bis der
Wasseranteil einen kritischen Punkt erreicht, bei welchem die Aggregation einsetzt. Eine
weitere Erhohung des Wasseranteils fiihrt schlieBlich auf Grund der schlechten
Wasserloslichkeit des hydrophoben Blocks zur Verhinderung freier Diffusion einzelner
Polymerketten, so dass der dynamische Prozess der Strukturbildung gestoppt wird.
Erfolgt eine plotzliche Erhohung des Wasseranteils bevor die thermodynamische
bevorzugte Struktur gebildet wurde, kdnnen gegebenenfalls auch kinetisch gefangene

Strukturen erhalten werden.??°

Der kritische Gehalt, ab welchem die Strukturbildung einsetzt, ist sowohl von dem
eingesetzten Polymer als auch von dem Losungsmittel und Co-Losungsmittel abhingig.

Fiir PB-b-PEO-Polymere eignet sich THF als Co-Losungsmittel, da es ein gutes
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Losungsmittel sowohl fiir den hydrophilen PEO als auch fiir den hydrophoben PB-Block
ist und uneingeschrankt mit Wasser als selektivem Losungsmittel mischbar ist. Zudem

hat es den Vorteil, dass es sich nachtraglich durch Evaporation entfernen Iisst.

Eine Studie basierend auf den Diblockcopolymeren PBs;-5-PEO g3 und PBs7-b-dPEO 67
in THF/Wasser-Gemischen zeigte mit Hilfe von Streumethoden und Kryo-TEM
Messungen das Einsetzen von Strukturbildungen bereits ab einem Anteil von 50 %
Wasser.'” Bei einem Wasseranteil iiber 70 % wurden keine freien Polymerketten mehr
detektiert. Auf Grund des sehr hydrophoben PB-Blocks und der damit verbundenen sehr
geringen kritischen Aggregationskonzentration kann daher angenommen werden, dass bei
einem Wasseranteil iiber 70 % keine nennenswerte Dynamik in der Strukturbildung von
PB-H-PEO-Polymeren mehr stattfindet. Unabhdngige Experimente von Waltraut Miiller
im Rahmen ihrer Dissertation mit PB3o-PEOgs bestitigten diesen Schwellenwert. Erst ab
einem THF-Anteil von mehr als 38 Gew.-% THF (<62% Wasser) konnten
Strukturverdnderungen hergestellter Polymervesikel in Wasser mittels DLS detektiert

werden.?’!

Fir die Herstellung von Nanostrukturen aus PB-b-PEO-Polymeren mit der Co-
Losungsmittelmethode wurde daher stets auf einen minimalen THF-Endgehalt von iiber
27 Gew.-% (30 Vol-%) geachtet, um die Stabilitdt der erzeugten Polymerstrukturen zu

gewihrleisten.

Im Folgenden soll nun die Herstellung unterschiedlicher Nanostrukturen aus in Tab. 4.1.
genannten PB-H-PEO-Polymeren in Abhingigkeit der Polymerkomposition sowie der

Priparationsmethode vorgestellt und diskutiert werden.

4111 PB130-PEOss

Wegen ihres relativ geringen hydrophilen PEO-Anteils (29 % (w/w)) tendieren sowohl
das PBj390PEO¢c-OH- als auch das PB;30PEOg-COOH-Polymer zur Bildung von
Vesikelstrukturen in Wasser. Polymervesikel aus diesen Polymeren konnen durch direkte
Rehydration oder auch mit der Co-Losungsmittel-Methode erhalten werden. Erfolgt die
Vesikelherstellung mit Hilfe der Filmrehydrierung, werden im Allgemeinen relativ grof3e
(mit Durchmessern bis zu mehreren pum), uneinheitliche mono- als auch multischalige
Vesikel erhalten.?®! Zur Vereinheitlichung und verbesserten GroBenkontrolle bedarf es

einer Nachbehandlung z B. durch Extrusion. Letztere ist zum einen sehr zeitaufwindig,
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da es oftmals mehr als 50 Extrudierschritte bendtigt, um eine zufriedenstellend enge
GroBenverteilung zu erhalten, und zum anderen mit Materialverlust durch Adsorption an
der Extrudiermembran verbunden. Die Co-Losungsmittelmethode liefert generell
kleinere, enger verteilte Vesikel und ermdglicht zudem in eingeschrinktem Malle eine
GroBenkontrolle durch die Regulation der Zutropfgeschwindigkeit des selektiven

Losungsmittels.””!

Die Weiterentwicklung der Co-Losungsmitte-Methode mittels Mikromischer-
Technologie erweitert die Kontrollméglichketit iiber die Strukturbildung durch variierbare
Mischparameter (Abschnitt 2.3.2). Umfassende Untersuchungen zur Strukturbildung von
PBi30PEOg¢s in Mikromischern in Abhéngigkeit von verschiedenen Mischparametern wie
z.B. Gesamtflussrate, Mischverhéltnis und Polymerkonzentration wurden von Raphael

Thiermann im Rahmen seiner Dissertation durchgefiihrt.'®’

Der Einfluss der jeweiligen Parameter auf die Strukturbildung soll nachfolgend kurz

erliutert und die Kontrollmoglichkeiten diskutiert werden.

Wie bereits in Abschnitt 2.2.1. erwdhnt, konnte mit Hilfe der Simulationsmethode
Dissipative Partikel Dynamik (DPD) der Prozess der Selbstorganisation von Amphiphilen

in drei Phasen beschrieben werden:>®

Zuerst bilden sich sehr schnell Mizellen (1), diese wachsen an und organisieren sich
nachfolgend zu Doppelschichten (2). Mizellen und Doppelschichtfragmente diffundieren
und fusionieren zu groBeren Lamellen, bis es zur SchlieBung der Membranen in

Vesikelstrukturen kommt (3).

Bei diesem Prozess spielt die Polymerkonzentration eine entscheidende Rolle. Je hoher
die Konzentration ist, desto schneller wachsen Mizellen zu Doppelschichten an und desto
frithzeitiger konnen Vesikel gebildet werden. Bei hoheren Konzentrationen werden

entsprechend grofBere Vesikel i Vergleich zu geringerer Polymerkonzentration gebildet.

In Ubereinstimmung mit der Simulation wurde diese Konzentrationsabhingigkeit
experimentell auch  im  Mikromischer  bestitigt.'"’ Mit  abnehmender
Polymerkonzentration wurden die Vesikel kleiner. Bei Unterschreitung einer bestimmten
Polymerkonzentration wurden ausschlieBlich Mizellen erhalten, obwohl die
Vesikelstruktur fiir dieses Polymer thermodynamisch bevorzugt ist. Offenbar befand sich
in diesem Fall nicht geniigend Material in der Umgebung einer Mizelle, sodass diese

nicht weiter anwachsen konnte. In einem sehr engen Konzentrationsbereich, der nahe der
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minimalen Konzentration lag, bei welcher noch Vesikel gebildet wurden, konnten zudem
scheibenformige Doppellagen in Kryo-TEM-Aufnahmen visualisiert werden.'’” Diese
Zwischenstufe deutet aufden Vesikel- Bildungsmechanismus hin, welcher ausgehend von
der Kugelmizelle iiber anwachsende Doppelschichten schlieBlich in der Vesikelstruktur

endet.

Die Strukturbildung im Mikromischer erfolgt mit zunehmender Konzentration an

selektivem Losungsmittel innerhalb drei aufeinanderfolgender Bereiche entlang der
Mischstrecke (Vgl Abb. 2.9, Abschnitt 2.3.2.2):

= Die Polymerketten liegen molekular vor. Das Losungsmittelgemisch ist
unselektiv.

= Die Polymeraggregation startet. Das Losungsmittelgemisch ist selektiv, Diffusion
einzelner Unimere ist jedoch moglich.

= Der Abbruch der Selbstorganisation bzw. das Einfrieren der Aggregatstruktur
erfolgt, sobald der Anteil an selektivem Losungsmittel die Diffusion einzelner

Unimere verhindert.

Durch Variation verschiedener Mischparameter konnen die Grenzen zwischen den
einzelnen Bereichen innerhalb der Mischkammer verschoben und damit die

Selbstorganisation kontrolliert beeinflusst werden.

Vormischung:

Wird der Wasseranteil in der Polymer-Startlosung erhoht, so kann der Beginn der
Selbstorganisation in Richtung Mischkammer-Eingang verschoben werden. Auf diese
Weise wird der Bereich erweitert, in dem das Losungsmittelgemisch selektiv ist, die
Diffusion der Polymerketten aber noch moglich ist. Folglich bleibt dem System mehr Zeit
zur  Selbstorganisation, wodurch &dhnlich wie bei einer Erhohung der
Polymerkonzentration groBere Vesikel gebildet werden konnen. Der Wasseranteil in der
Vormischung ist auf einen maximalen Wert beschrinkt, bei welchem noch keine
Strukturbildung einsetzen darf. Dieser liegt fiir PB-5-PEO-Polymere, wie zuvor erwéhnt,

bei maximal 50 % Wasser in der Polymer-Startlosung.'®’

Wird hingegen auf eine
Vormischung verzichtet, so miissen asymmetrische Flussraten gewéhlt werden, damit am
Mischer-Ausgang die THF-Konzentration unterhalb der fir den Abbruch notwendigen

30% liegt. Unter diesen asymmetrischen Flussbedingungen wurden vorwiegend
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Kugelmizellen gebildet, was vermutlich durch verkiirzte Mischzeiten auf Grund von

vermehrt auftretenden Turbulenzen am Mischkammer-Eingang zuriickzufiihren ist.'%’

Flussratenabhiangigkeit:

Analog zur Vesikelherstellung im Batch mit der Co-Losungsmittelmethode, bei welcher
mit zunehmender Eintropfgeschwindigkeit des selektiven Losungsmittels die
Vesikelgroe abnimmt, wird auch durch Erhohung der Gesamtflussrate die GroBle der
Vesikel verringert. Die kontrollierte Herstellung sehr einheitlicher PB;30-PEOgs- Vesikel
unterschiedlicher GroBe wurde im Mikromischersystem bereits erfolgreich realisiert.'®®
Bei variierenden Gesamtflussraten von 0,2 mL/min bis 9,6 mL/min und ansonsten
konstanten Mischbedingungen (Vormischung: 50 % THF/Wasser (w/v)), 4g/L Polymer-
Startkonzentration, Mischverhéltnis 1:1) wurden Vesikel mit hydrodynamischen Radien
zwischen 47 nm und 28 nm mit engen GroBenverteilungen (p < 0,05) erhalten (w als
Mall der Polydispersitit, vgl. Abschnitt 3.1.2). Bei sehr hohen Flussraten iiber
9,6 mL/min lassen sich im Mikromischersystem sehr kurze Mischzeiten realisieren,
welche offenbar in der Groenordnung der Selbstorganisation des PB;30PEOg¢s-Polymers
liegen (Abschnitt 2.3.2). Auf diese Weise wird auch die Herstellung von Kugelmizellen
als eine Vorstufe der Vesikel ermoglicht.

Zusammengefasst lassen sich vereinfacht allgemeine Tendenzen erkennen, in welcher

Weise mit den jeweiligen Mischparametern auf die Strukturbildung Einfluss genommen
werden kann (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Einfluss verschiedener Parameter auf die Herstellung von PB;3¢-PEO¢¢-Vesikeln

Parameter min max VesikelgroBe Kugelmizellen
Polymerkonzentration T 0,7 g/L 4g/L 0 Ja bei min
Wasseranteil in Polymer-Sta rtlésungT 0% 50 % 0 Ja bei min
GesamtflussrateT 0,2 mL/min 10 mL/min J Ja bei max

Nal Igemeine Tendenz bei sonst vergleichbaren Mischparametern
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Die Mikromischer-Technologie ermdglicht damit, aus PB;30-PEOgs sowohl vesikulire als

auch kugelmizellare Strukturen in kontrollierter Weise herzustellen.

Eine Ubersicht simtlicher Nanostrukturen der verschiedenen verwendeten PB-b-PEO-

Polymere befindet sich in Tab. 4.4 am Ende dieses Abschnitts.

Abb. 4.1 zeigt TEM-Aufnahmen von zwei Proben, die aus PB;30PEO¢-OH mit Hilfe des
Mikromischers hergestellt und zur Fixierung mittels Gammastrahlung nachtriglich

vernetzt wurden. Dieses Vorgehen zur Vernetzung der Nanostrukturen hat nachweislich
keinen maBgeblichen Einfluss auf die Struktur.''?

Auf Ergebnissen aus Vorexperimenten beruhend wurden fiir die Vesikelherstellung
symmetrische Flussbedingungen gewihlt, da diese die besten Resultate im Hinblick auf
eine moglichst enge GroBenverteilung geliefert hatten. Wie bereits erwdhnt, wird ein
ausreichend hoher Anteil des selektiven Losungsmittels am Mischerausgang bendtigt, um
stabile Nanostrukturen zu erhalten. Folglich sollte die Polymer-Startlosung bereits einen
gewissen Anteil an selektivem Losungsmittel enthalten. Bei einer Vormischung von
THF/H,0O (50/50 %v/v) und unter symmetrischen Mischbedingungen wurden Vesikel
(3 g/L Polymer, Gesamtflussrate 1,2 mL/min) und, mit einer Erhohung der Flussrate
(9,6 mL/min) sowie einer verringerten Polymer-Startkonzentration (0,7 g/L) auch
Kugelmizellen aus dem bevorzugt vesikelbildenden Polymer erhalten.

Abb. 4.1: TEM-Aufnahmen vernetzter Proben von Kugelmizellen (links) und Vesikeln (rechts) aus
PB;3)PEO¢c-OH: Die Proben wurden mit dem Raupenmischer CPMM-R300 hergestellt: Mischverhiltnis
Wasser/Polymerlosung 1:1, Polymerlosung in THF/H,O (50/50 %v/v), Gesamtflussrate fiir Mizellen-
bildung 9,6 mL/min mit Poly merkonzentration 0,7 g/L und 1,2 mL/min mit 3 g/L Polymerkonzentration fiir
die Vesikelherstellung.
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Die Analyse der hergestellten Vesikel mittels dynamischer Lichtstreuung ergab einen
mittleren hydrodynamischen Radius von 45 nm (y; =0,05). Die Kugelmizellen wiesen
einen mittleren hydrodynamischen Radius von 17 nm auf. Nach Bermudez et al. besteht
mit d~M® (mit b=0,5 bis 0,66) ein proportionaler Zusammenhang zwischen dem
Molekulargewicht des hydrophoben Blocks und der Dimension der Vesikelmembran.?®?
Daraus wiirde sich flir PB;30PEOgs-Vesikel eine Membrandicke (hydrophobe Schicht)
von 14,9 nm ergeben, welche mit den TEM-Aufnahmen in guter Ubereinstimmung steht.
Gleichzeitig wiirde die Membrandicke damit der minimalen Grofle einer Kugelmizelle
entsprechen. Addiert man dazu die PEO-Schicht, welche ca. 4 nm auf beiden Seiten

201 Ubertragen auf die

ausmacht, ergibt sich fiir die Gesamtmembrandicke 22,9 nm.
Kugelmizelle wiirde dies somit im TEM einem Durchmesser (hydrophober Kern) von
14,9 nm entsprechen und einen minimalen hydrodynamischen Durchmesser von 22,9 nm
(Ry=11,5 nm) ergeben. Beide Werte fir die hergestellten Kugelmizellen sind jedoch
etwas grofler als erwartet. Jain & Bates zeigten bereits dhnliche Beobachtungen im Bezug
auf die Dimensionen von PB-H-PEO-Nanostrukturen.!'' Dabei waren bei gleicher
hydrophober Blocklinge die gemessenen Durchmesser von Mizellen im Vergleich zur
Membrandicke von Vesikeln groBer. Zylindrische Mizellen aus PB-b-PEO-Polymeren
gleicher hydrophober Blocklinge wiesen Durchmesser auf, welche zwischen dem
entsprechender sphérischer Mizellen und der Membrandicke vesikuldrer Strukturen lagen.
Jain & Bates erklirten diesen Zusammenhang {iiber die eingeschrdnkte Dynamik
sphérischer Mizellen in Bezug auf die thermodynamische Optimierung ihrer Dimension.
Zylindrische Mizellen beispielsweise kdnnen ihre Durchmesser verringern, indem sie in
die Lidnge wachsen, wodurch sie ihre Dimensionen und somit den Grad der
Polymerstreckung mit der Grenzflichenenergie ins Gleichgewicht bringen. Vesikulire
Strukturen konnen ihre Grole spontan anpassen, jedoch nur unter der Voraussetzung,
dass Wasser aus dem inneren Lumen hinaus oder Wasser von aulen iiber die Membran
ins Innere des Vesikels diffundieren kann. Ein weiterer dynamischer Prozess kann auch
iiber den sogenannten ,Flip-Flop “-Mechanismus gegeben sein, welcher den Transfer
einzelner Molekiile von einer Seite zur anderen beschreibt. Jedoch setzt dies einen
gewissen Grad an Fluiditit der Doppellage und eine hohe Beweglichkeit der amphiphilen

Molekiile voraus.
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Die Herstellung von Vesikeln und Kugelmizellen aus dem carboxylierten Polymer
PBi30-PEOss-COOH erfolgte prinzipiell analog. Der mittlere hydrodynamische Radius
der kleinsten Mizellen, welche hergestellt werden konnten, betrug ebenfalls 17 nm. Unter
gleichen Mischbedingungen, aber mit einer Erhdhung der Polymerkonzentration in der
Startlosung von 0,7 g/ auf 2 g/LL wurden weiterhin iiberwiegend Mizellen hergestellt,
welche jedoch im mittleren hydrodynamischen Radius auf 22 nm (1 = 0,16) anwuchsen.
Die Analyse mittels TEM zeigte vereinzelt (<1 : 1000) auch Vesikelstrukturen. Die
Auswertung der TEM-Messungen der vernetzten, getrockneten Probe ergab einen
mittleren Durchmesser des hydrophoben Kerns der Mizellen von 18 +5nm. Zur
Ermittlung des Molgewichts der Aggregatstruktur wurde auch statische Lichtstreuung
durchgefiihrt. In Abb. 4.2 sind der Zimm-Plot und eine TEM-Aufnahme der getrockneten
Probe nach Vernetzung gezeigt.
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Abb. 4.2: Analyse von Kugelmizellen aus PB;3-PEQg-COOH: Statische Lichtstreuung wurde bei
folgenden Konzentrationen gemessen: ¢y =24,65 mg/L, ¢, = 19,45 mg/L, c3= 15,03 mg/L, c4= 9,61 mg/L,
cs=4,69 mg/L. Aus dem Zimm-Plot (links) wurde das Gewichtsmittel der Molmasse My, = 1,027-10’ g/mol
(y-Achsenabschnitt), der Trigheitsradius <R,> =31 nm (als <Rg2>zl/2) und der 2. Virialkoeffizient A, mit
-8,1-10°* mol dm’/ g2 ermittelt. Die TEM -Aufnahme (rechts) zeigt die getrocknete Probe der Kugelmizellen

(0,5g/L Polymer) nach Vernetzung durch y-Strahlung. Ausmessungen ergaben einen mittleren
Durchmesser (hydrophoberKem) von 18 £ 5 nm.

Aus dem gemessenen Gewichtsmittel der Molmasse von My, = 1,027-107 g/mol Lisst sich
die Aggregationszahl <Z> berechnen. Mit 11000 g/mol fiir das PB;30-PEOss-COOH-
Blockcopolymer ergibt sich damit <Z> =~ 934 Blockcopolymere pro Kugelmizelle. Diese
relativ hohe Aggregationszahl konnte auf die starke Selektivitit des Wassers und die
damit hohe Grenzflichenenergie zwischen hydrophobem Block und umgebendem Wasser
zuriick zufithren sein. Damit strebt das System in Richtung weniger, groerer Aggregate,
Grenzflichene ffekte zu minimieren. Die ermittelte

um ungiinstige moglichst
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Aggregationszahl bzw. das Gewichtsmittel der Molmasse steht zudem in Einklang zu
friiheren Messungen von Vesikeln des gleichen Polymers (Tab.4.3).

Neben dem mittleren Molekulargewicht kann aus der statischen Lichtstreuung auch der
Tragheitsradius R, ermittelt werden. Zusammen mit dem hydrodynamischen Radius aus
der dynamischen Lichtstreuung koénnen iber das sogenannte p-Verhiltnis Ry/Ry in
gewissem Malle auch Aussagen iber die Partikelgeometrie gemacht werden. Der
theoretische Wert fiir das p-Verhéltnis von Hohlkkugeln liegt bei 1. Wie in Tab. 4.3
gezeigt, ergaben sich fiir die Polymervesikel verschiedener Grofen jeweils Werte um

p =1 und entsprechen demnach den Erwartungen.

Fiir die gemessene Probe aus Kugelmizellen ergibt sich fiir das p-Verhéltnis ein Wert von
1,41. Dieser Wert liegt damit zwischen dem theoretischen p-Verhéltnis fir homogene
harte Kugeln (0,775) und dem eines idealen Polymerknduels, welcher 1,505 ist (vlg. Tab.
3.1, Abschnitt 3.1.3)."® Das p-Verhiltnis ist sensitiv fiir das Dichteprofil der Mizelle. So
unterscheiden sich beispiclsweise sogenannte crew-cut Mizellen, bei welchen der
hydrophobe Kern sehr viel grofer ist als die hydrophile Korona, von star-like Mizellen,
bei welchen das Verhiltnis von Kern und Korona genau umgekehrt ist. Fiir erstgenannte
liegt das p-Verhdltnis im Allgemeinen nidher an 0,775 und fiir letztgenannte kann das p-
Verhiltnis auch iber 1 liegen®" *® Die relativ hohe Aggregationszahl lisst zudem
vermuten, dass es sich nicht mehr um vollstindig sphédrische Mizellen handelt, sondern
dass sich auf Grund der erhohten Polymerkonzentration bereits kurze Stdbchen oder
kleinere scheibenformige Mizellen gebildet haben. Das Vorhandensein anisotroper
Strukturen konnte sowohl fiir das p-Verhéltnis (fiir starre Stédbchen Ry/R, > 2) als auch fiir
die relativ hohe Polydispersitdt (i = 0,16) eine Erkliarung sein. Der vergleichsweise hohe
pe-Wert kann auch auf das Vorhandensein vereinzelter Vesikelstrukturen zuriickzufiihren
sein. Diese wurden, wie bereits erwdhnt, in sehr geringer Anzahl auch in der TEM-
Analyse nachgewiesen. Die biomodale Verteilung wiirde demnach ebenfalls den recht

hohen Wert fiir das p-Verhiltnis erklaren.

Aus dem ZIMM-Plot ldsst sich zudem der 2. Virialkoeffizient des osmotischen Drucks
ermitteln. Der A,-Wert fiir die gemessene Probe ist negativ (Steigung der unteren
Geraden). Dies weist auf leichte attraktive Wechselwirkungen zwischen den
Kugelmizellen untereinander hin. Mdglicherweise spielt dabei die Konformation der EO-

Segmente eine Rolle (vgl 4.1.4). Eine Konformationsdnderung kann die Hydrophilie des
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PEO-Blocks verringern, wodurch die Qualitit des Losungsmittels (Wasser) abnimmt und
interpartikulire Wechselwirkungen verstirkt werden. In Abschnitt 4.1.4 wird nochmals
Bezug auf die mogliche Konformationsinderung der EO-Segmente genommen und der

Einfluss auf die Wechselwirkungen mit Proteinen und Zellen diskutiert.

Tab. 4.3: Analyse verschiedener Nanostrukturen aus PB;3;(PEO¢-COOH mittels SLS und DLS

M,, <Rp> <Rg> .
(g/mol) (nm) (nm) M2 Morphologie p=Re/Rn
1,0-107 22 31 0,16 Kugelmizelle 1,41
2,6-107 30 28 0,05 Vesikel 0,93
7,810 44 47 0,08 Vesikel 1,07
2,410° 65 64 0,05 Vesikel 0,98

dn/dc wurde Giberdas Massenverhiltnis der Blocke gewichtet mit dn/dc =0,185 abgeschatzt

<Rg>: Wurzel des z-Mittels des Tragheitsradienquadrats <Rg2>11/2 aus statische Lichtstreuung;

<Rn>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rn>-1 aus dynamischer Lichtstreuung

Die Daten der dreiaufgefiihrten Vesikelproben wurden aus der Dissertation von Waltraut Miiller entnommen.”*

411.2 PB130-PEO129

Das PBj30PEO120-OH unterscheidet sich von dem zuvor diskutierten PBi30PEOgs-
Polymer lediglich durch den langeren PEO-Block (fpro=0,29 = 0,43). Nach dem auf
experimentellen Daten basierenden Phasendiagramms (vgl. Abb 2.11, Abschnitt 2.3.3.2)
bildet PB;30PEO; 2 zylindrische Mizellen als thermodynamisch bevorzugte Morphologie
in Wasser.”” """ Um die thermodynamisch bevorzugte Struktur zu erhalten, werden die
Blockcopolymere im Allgemeinen direkt in Wasser dispergiert. Auf Grund des relativ
groflen hydrophoben Blockes ist dieses Verfahren jedoch sehr zeitaufwéndig und wiirde
kontinuierliches Riihren iber mehrere Tage (> 5) bedeuten.'’® Demzufolge wurde eine

zeiteffizientere Herstellung von Nanostrukturen aus diesem Polymer angestrebt.

Beim Design des Mischerexperiments sind die gleichen Grundsédtze wie zuvor

beschrieben von Giiltigkeit. Um die thermodynamisch bevorzugte Struktur zu erhalten,
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muss demnach zum einen eine ausreichend hohe Polymerkonzentration vorliegen und

zum anderen dem System geniigend Zeit bleiben, um sich selbst orientieren zu konnen.

Abb. 4.3 zigt TEM-Aufnahmen von im Mikromischer hergestellten zylindrischen
Mizellen. Die Enden der Zylinder sind auf Grund der starken Kriimmung relativ
instabil.?** Dadurch wird das Lingenwachstum der zylindrischen Mizellen bevorzugt,
sodass Filament-Langen von mehreren um gebildet werden konnen. Die fadenformigen
Mizellen enden im Allgemeinen in kugelmizellaren Strukturen, was zu einer energetisch
begiinstigten VergroBerung des Kriimmungsradius fiihrt. Des Weiteren sind zum Teil
Verzweigungen innerhalb einer Fadenstruktur zu erkennen. Die Tendenz zur Ausbildung
von Netzwerkstrukturen wurde insbesondere fiir PB-H-PEO-Blockcopolymere mit hohem
Molekulargewicht bereits beschrieben.!!!

Abb. 4.3: TEM-Aufnahmen einer getrockneten Probe aus PB;3)PEO;,)-OH nach Vernetzung durch

v-Strahlung: Die Probe wurden mit dem Raupenmischer CPMM-R300 hergestellt: Mischverhéltnis
Wasser/Polymerlosung 1:1, Polymerlosung in THF/H,O (70/30 %v/v), Gesamtflussrate von 1 mL/min mit
7,3 g/L Polymerkonzentration. Es bilden sich bevorzugt zylindrische Mizellen (links), welche zT.
Verzweigungen aufweisen und mit Kugelmizellen verschmelzen (rechts).

Die Mikromischertechnologie ermdglicht auch aus PB;30PEO;2-OH die Herstellung
sphiarischer Mizellen. Eine Erhohung der Flussrate (9,6 mL/min) bei gleichzeitiger
Verringerung der Polymerkonzentration (0,7 g/L) unter Beibehaltung der weiteren
Mischparameter fiihrt zur Bildung von Kugelmizellen aus dem bevorzugt
Zylinderstrukturen bildenden Polymer (Abb 4.4 links). Die Analyse mittels dynamischer
Lichtstreuung ergab fiir die hergestellten Kugelmizellen einen mittleren
hydrodynamischen Radius von 16 nm. Die Probe zeigte kaum Winkelabhidngigkeit des

apparenten Diffusionskoeffizienten und mit p, =0,1 eine vergleichsweise geringere
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Polydispersitit. Die Zylindermizellen hingegen wiesen in der dynamischen Lichtstreuung
starke Winkelabhingigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten (Abb. 4.4 rechts) und
hohe Polydispersitét (n, > 0,2) auf. Die starke Winkelabhidngigkeit ist dabei nicht nur ein
Ergebnis der vergleichsweise hohen Polydispersitit, sondern vielmehr auch durch den
Einfluss des Partikelformfaktors begriindet. So zeigt beispielsweise das
Tabakmosaikvirus, welches oftmals als monodisperses Modellsystem eines idealen
Stibchens in der Lichtstreuung verwendet wird, eine dhnliche charakteristische
Winkelabhingigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten.””> Die Analyse flexibler
zylindrischer Mizellen in der dynamischen Lichtstreuung ist damit wesentlich komplexer
als fiir sphirische Partikel. Fiir anisotrope Brown’sche Partikel wird die Fluktuation der
Streuintensitdt nicht nur durch translatorische, sondern auch durch rotatorische
Bewegungen der Partikel bedingt. Es gibt verschiedene Modelle, welche den
Zusammenhang zwischen Diffusionskoeffizienten und Stibchengeometrie beschreiben.
Die translatorische Diffusion von stibchenformigen Teilchen setzt sich aus zwei
unterschiedlichen Prozessen zusammen; eine schnellere Diffusion parallel zur Stab- Achse
und eine langsamere Bewegung senkrecht zur Achse. Die rotatorische Bewegung kann
fiir sehr lange Stibchen im DLS-Experiment auf Grund der vergleichsweise langen
Diffusionsdistanz vernachlissigt werden. Ein auf den Berechnungen von Broersma 1960

basierendes, vereinfachtes Modell beschreibt den translatorischen Diffusionskoeffizienten

starrer Stibchen wie folgt:'®®: 2°
L

kgT In(5

D,=-2 @ Gl 4.1
3nnL

kg: Boltzmann-Konstante
T: absolute Temperatur
2: Aspektverhéltnis (L Lange, d Querschnitts-Durchmesser)
n:  Viskositét

Fiir die Zylindermizellen mit einem angenommen Querschnitts-Durchmesser von 32 nm
(Durchmesser der hydrophoben Schicht von 22 nm addiert mit der umrundende PEO-
Schicht von 5 nm), ergibt sich damit aus der dynamischen Lichtstreuung eine mittlere
Fadenldnge von 352 nm. Zylindermizellen dieses Polymers konnen durchaus Filament-
Léngen von bis zu mehreren um aufweisen. Dazu sei angemerkt, dass es sich bei dem

verwendeten Modell, um die Beschreibung von steifen Stibchen handelt. Auf Grund der
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hohen Flexibilitdt der Polymerfiden konnte es daher zu einer Unterbestimmung der

Filament-Linge in der Lichtstreuung kommen.*"’
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Abb. 4.4: Winkelabhingigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten aus der dynamischen
Lichtstreuung von Kugel- und Zylinder mizellen aus dem Blockcopolymer PB3)PEO;,o-OH. Aus der
DLS-Analyse der Kugelmizellen lasstsich aus <D>, (= Da,,, fiir @ = 0) iiber die Stokes-Einstein-Gleichung
mit D =kgT /(6 ©nRy) ein mittlerer hydrodynamischer Radius von <I/Ry>'=16nm ermitteln. Die
TEM-Aufnahme (links) zeigt Kugelmizellen mit einem mittleren Durchmesser des hydrophoben Kerns von
22,5 nm. Demnach wiirde in wéssriger Umgebung die PEO-Hiille der Mizelle eine Schichtdicke von ca.

5nm aufweisen. Die Linge L der Zylindermizellen wurde mit D =kgTIn(L/d)/ (3 m]L)]gS’ 206 ynd
d =32 nm auf 352 nm bestimmt (rechts).

411.3 PB32PEO29

Die deutlich kiirzeren Blockcolpolymere PB3;PEO29-OH bzw. PB3;PEO,o-COOH sind,
abhingig von der Prdparationsmethode, in der Lage, Nanostrukturen verschiedener
Morphologie zu bilden: sowohl sphérische und zylindrische Mizellen als auch Vesikel.
Die thermodynamisch bevorzugte Struktur liegt mit 43 % PEO und Npg=32 an der
Grenze zwischen Lamelle (Vesikel) und zylindrischer Mizelle (vgl. Abb 2.11, Abschnitt
2.3.3.2). Die Endgruppe, Hydroxyl- oder Carboxylgruppe, beeinflusst dabei maBBgeblich
die resultierende  Strukturbildung. Das Hydroxyl-Polymer tendiert in der
Selbstorganisation in Richtung zylindrischer Mizellen, wahrend die geladene Kopf-
Gruppe des Carboxyl-Polymers das System in Richtung vesikulirer Strukturen als
bevorzugte Morphologie verschiebt. Diese verdnderte Selbstorganisation von Hydroxyl-
zu Carboxyl-PEO-Endgruppe wurde bereits von Maskos et al. 2006 beschrieben.”’ Die
geladene Endgruppe kann auf Grund von Wechselwirkungen (pH-abhidngig) zwischen der
Carboxylgruppe und der Polyethylenoxid-Kette zu einer Streckung des hydrophilen
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Blocks fithren.”*® Dadurch wird die eingenommene Fliche der Kopfgruppe im Vergleich
zur ungeladenen Endgruppe verringert. Auf diese Weise verdndert sich die Form des

Molekiils und damit die bevorzugte Strukturbildung (vlg. Abschnitt 2.2).

Nach direktem Dispergieren des Polymers in Wasser und Riihren iiber mehrere Tage,
kann von der Anndherung an ein thermodynamisches Gleichgewicht ausgegangen
werden. Dies fiihrt flir das PB32PEO,9-OH Polymer nahezu ausschlieBlich zur Bildung
von Zylindermizellen, wihrend sich das PB3;;PEO29-COOH Polymer vorwiegend in
vesikulire Strukturen organisiert, neben welchen nur vereinzelt Zylindermizellen
vorkommen.”” Wird das Dispergieren durch erhdhten Energieeintrag mittels Ultraschall
beschleunigt und die erhaltene Dispersion anschlieBend durch eine Polycarbonatmembran

extrudiert, so werden aus beiden Polymeren vesikulire Strukturen erhalten (Abb 4.5).

Abb. 4.5: TEM-Aufnahme vernetzter, getrockneter Proben von Polymervesikeln aus PB3;,PEO,y-OH
(links) und PB3,PEQ,o-COOH (rechts). Je 5 g/L Polymer wurden in Wasser im Ultraschallbad dispergiert
und anschliefend 50 mal durch eine Polycarbonatmembran extrudiert (Porengréfie 100 nm).

Das Carboxyl-Polymer bildet dabei auch mnach 50-facher Extrusion durch
Polycarbonatmembran mit einer PorengroBe von 100 nm generell etwas groflere
Vesikelstrukturen (R, =69 nm, pw, =0,11) im Vergleich zu den gebildeten Hydroxyl-
Vesikeln (R, =63, = 0,14). Die Ursache dafiir ist vermutlich in der unterschiedlichen
Ausgangsstruktur vor der Extrusion zu finden. Das Carboxyl-Polymer liegt in der
Ausgangsdispersion bereits groBtenteils in Vesikelstrukturen vor, daher dient die
Extrusion iberwiegend einer Zerteilung in kleinere Vesikel Das Hydroxyl-Polymer

bildet hingegen vorwiegend Zylindermorphologie in der Ausgangsdispersion aus. Des

104 BAM-Dissertationsreihe



Ergebnisse und Diskussion

Weiteren fiihrt wie bereits erwdhnt die Carboxylgruppe zu einer Streckung des
hydrophilen Blocks und damit zu einer Verkleinerung der Fliache, welche die Kopfgruppe
beansprucht. Dadurch ist die Tendenz zur Lamellenbildung im Vergleich zum Hydroxyl-
Polymer verstirkt und die Ausbildung groBerer Vesikel begiinstigt. Ahnliche
Beobachtungen wurden auch fiir das lingere PBi3¢-PEOgs im Mikromischer beobachtet.
So bildete das carboxylierte Polymer tendenziell etwas groBere Vesikelstrukturen als das
den gleichen Mischbedingungen ausgesetzte Hydroxyl-Polymer.'®’

Im Mikromischer konnten aus den kurzkettigen PB-b-PEO-Polymeren keine vesikuldren
Strukturen  erhalten  werden. Auch im  Batch-Experiment  mittels  Co-
Losungsmittelmethode wurde keine Vesikelbildung erzielt. Diese Tatsache weist darauf
hin, dass die Interaktion des Co-Losungsmittels mit dem Blockcopolymer die
Strukturbildung entscheidend beeinflusst. Das Co-Losungsmittel THF fiihrt demnach
wahrscheinlich zu einer erhohten Quellung des PEO-Blocks. Daraus resultiert eine
Anderung der Volumenverhiltnisse der beiden Segmente, was wiederum zu einer
Verschiebung der bevorzugten Aggregationsmorphologie von lamellaren Strukturen
(Vesikel) in Richtung kugelmizellarer Strukturen fiihrt. Abhidngig von der Flussrate und
der Polymerkonzentration wurden aus den PB3;PEO¢-Polymeren Kugelmizellen und

zylindrische Mizellen im Mischer hergestellt (Abb. 4.6).

Abb. 4.6: TEM-Aufnahmen getrockneter vernetzter Proben von Nanostrukturen aus PB3;;PEO;¢:
Kugelmizellen (links) und Zylindermizellen (rechts). Die Proben wurden mit dem Raupenmischer
CPMM-R300 hergestellt: Mischverhiltnis Wasser/Polymerlosung 1:1, PB3;PEO,9-OH Polymerlésung in
THF/H,O (30/70 %v/v), Gesamtflussrate von | mL/min mit 7,3g/L Polymerkonzentration ergab
vorwiegend zylindrische Mizellen, sphirische Mizellen wurden mit 3,6 mI/min und einer
Polymerkonzentration von 1,5 g/L hergestellt (hier gezeigt PB3,PEO,9-COOH).
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In Tab 4.4 ist eine Ubersicht aller hergestellten Nanostrukturen aus den unterschiedlichen

PB-b-PEO-Blockcopolymeren gegeben.

Tab. 4.4: Zusammenfassung der PB-b-PEO-Nanostrukturen mit ihren Dimensionen

) Mpsg , Hydrodynamische GréRe (nm)°
Polymer Morphologie foeo 2 d(nm) ) } )
(g/mol) Radius/Linge (Zylinder)

PB13oPEOgg-OH Vesikel 0,29 7020 153 (14,9) 45 (,=0,05)
Kugelmizelle 0,29 7020 1744 17 (1=0,16)

PB130PEQgs-COOH Vesikel 0,29 7020 1543 (14,9) 47 (u,=0,06)
Kugelmizelle 0,29 7020 1845 22 (u4,=0,16)

PB130PEO;,0-OH Zylindermizelle 0,43 7020 2243 352 (u,=0,21)
Kugelmizelle 0,43 7020 2315 16 (u,=0,2)

PB13oPEO120-COOH  Zylindermizelle 0,43 7020 2244 368 (11,=0,22)
Kugelmizelle 0,43 7020 2345 17 (ux=0,2)

PB3,PEO,4-OH Vesikel 0,43 1730  8+2(7,9) 63 (12=0,14)

Zylindermizelle 0,43 1730 1343 356 (1=0,23)

Kugelmizelle 0,43 1730 1444 13 (1p=0,13)

PB3,PEO,4-COOH Vesikel 0,43 1730 913 (7,9) 69 (M,=0,11)
Kugelmizelle 0,43 1730 1414 13 (4,=0,13)

# Molekulares Gewicht des hydrophoben Blocks

® Dimensiond des hydrophoben Anteils: Durchmesser fiir Kugeln und Zylinder, Wanddicke fiir Vesikel. Die angegebenen Werte
sind Abschitzungenaus TEM-Messungen. Werte in Klammem wurden berechnet nach Bermudez et al. 2002 mit d ~ Mpg®,
b=0,5 bis 0,66.”

“Hydrodynamische GréRe bestimmt mittels DLS, Radius Ry fiir Kugelmizellen und Vesikel basierend auf der Stokes—Einstein
Gleichung: D =ksT/ (371 Dh) und Lénge Le fiir Zylindermizellen mit D = keTIn(L/d) / (37t L). "% *®

uz als MaR fiir die Polydis persitat mit p, =0,05 bei 90° Streuwinkel entspricht Polydispersitit im Radius von ca. 25%.%%

Die angegebenen Dimensionen basieren auf Abschdtzungen aus TEM-Aufnahmen und
reprasentieren nahezu ausschlieBlich den hydrophoben Anteil der Struktur, da die PEO-
Schicht im trockenen Zustand um die hydrophoben Bereiche kollabiert vorliegt.

Die bevorzugte Strukturbildung wird, wie bereits erwdhnt, mafBgeblich durch die
Polymerkomposition bestimmt. Dennoch lisst sich durch die Priparationsmethode
Einfluss auf die Strukturbildung nehmen und so auch thermodynamisch ungiinstige

Aggregatstrukturen erzeugen. Die Strukturumwandlung geht mit einer Anderung der
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Molekiilgeometrie einher. Die durch die Kopfgruppe eingenommene Fliche nimmt von
der Kugelmizelle iber die Zylindermizelle bis zum Vesikel ab. Gleichzeitig verringert
sich auch die Streckung der hydrophoben Kette in gleicher Abfolge.?!! Daher zeigten
Kugelmizellen in TEM-Aufnahmen im Allgemeinen einen groBeren Durchmesser als die
Zylinderstrukturen des identischen Polymers. Dies ist besonders deutlich an den Enden
der Zylinderstrukturen zu erkennen, welche dort in sphirische Strukturen iibergehen

(Abb. 4.6 rechts).

Alle PB-bh-PEO-Nanoaggregate blieben in Grofle und Morphologie iiber mehrere Monate
stabil, auch wenn diese nicht der thermodynamisch bevorzugten Strukturen entsprachen.
Es wurden generell keine Verdnderungen beziiglich der Triibung der Dispersionen
beobachtet. Beispielsweise wiirde eine Umwandlung von Kugelmizellen in vesikuldre
Strukturen auf Grund der stirkeren Streuung groler Aggregate durch verstirkte Triibbung
erkennbar sein. Zusitzlich wurden Lichtstreuexperimente durchgefiihrt, welche ebenfalls
iiber die Zeit keine Verdnderung anzeigten. Diese fehlende Dynamik bzw. sehr langsame
Austauschkinetik kann auf die Eigenschaften des PB-b-PEO-Polymers zuriickgefiihrt
werden. Die positiven Werte des Flory-Huggins-Interaktionsparameters mit pgwaser~ 3,9
und Yrspro = 0,4 (rrowsser = 0,65)*'2 weisen darauf hin, dass die beiden Blocke stark
segregiert vorliegen und in die hydrophoben Domédnen der Aggregatstruktur weder PEO-

Ketten noch Wassermolekiile vordringen.'’®

Mit zunehmendem Molekulargewicht des
hydrophoben Blocks nimmt die Tendenz zur Aggregatbildung stark zu. Gleichzeitig
verlingert sich die Verweildauer einer Polymerkette in der Aggregatstruktur. Letztere
wird durch die freie Energie der Mizellenbildung bestimmt. Publizierte Werte flir die
Mizellenbildung einer vergleichbaren Kohlensto ftkette mit AGp,ic(—~CHy—) =-2,85 kJ/mol
und AGpi(—CH,—CHy—O-) = +0,8 kJ/mol bei 25 °C zeigen, dass die freie Diffusion
einzelner Polymerketten auf Grund der hohen Energiebarriere verhindert werden kann

und so die Aggregatstruktur kinetisch gefangen bleibt?'® Die kritische
Aggregationskonzentration fillt dabei exponentiell mit steigender Blocklinge.?!?

Zeitaufgeloste SANS-Messungen (small angle neutron scattering) zur Dynamik von
PB-b-PEO-Polymeren in Wasser mit Mizellen sphérischer und zylindrischer Morphologie
bestétigten zumindest fiir die Dauer von acht Tagen, dass die Strukturen in Wasser nach
ihrer Bildung vollstindig erhalten bleiben, ohne dass ein Austausch einzelner
Polymerketten stattfindet.?!'* Zudem bewiesen Jain & Bates mit Kryo-TEM-Studien die
Stabilitit von PB-H-PEO Strukturen fiir PB-Molekulargewichte ab 2000 g/mol {iiber
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mehrere  Monate.!'! Das hier verwendete kurzkettige PB32-PEO2 liegt mit
Mpp =~ 1700 g/mol noch etwas unterhalb dieser Marke, dennoch wurden auch hierbei
keine merklichen Strukturverdinderungen beobachtet. Im Gegensatz dazu wurde eine
gewisse Dynamik fiir Polybutadien in anderen Polymersystemen beobachtet. So
berichteten beispielsweise Walther und Miiller iiber die Ausbildung von hydrophoben
Polybutadien-Briicken zwischen Mizellen aus Mikroarm-Sternpolymeren aus Polystyrol,
Poly(2-vinylpriridin) und Polybutadien in wissriger Umgebung?'® Welche Triebkrifte
zur Bildung einer solchen thermodynamisch dulerst ungiinstigen PB-Wasser-Grenzflache

fiihren, ist jedoch bislang ungeklirt.

4.1.2 In-Situ-Beladung vesikularer PB-b-PEO-Nanostrukturen

Im Hinblick auf die Entwicklung von Wirkstofftrigersystemen wurde neben der reinen
Strukturbildung auch die Moglichkeit der [n-Situ-Beladung dieser polymeren
Nanosysteme untersucht. /n-Situ-Beladung bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die
Nanostruktur in Gegenwart des Cargos gebildet wird, so dass dieser wéihrend der
Selbstorganisation eingebaut werden kann. Vesikelstrukturen bieten im Vergleich zu den
anderen hergestellten Nanoaggregaten den Vorteil, dass sie sowohl eine hydrophile
Beladung in ihrem inneren wassergefiilllen Lumen erlauben als auch {iber die

Moglichkeit des Emnbaus hydrophober Komponenten in der Vesikelmembran verfligen.

41.2.1 Beladung des Vesikellumens mit Phloxin B

Die Beladung mit dem hydrophilen, pH-sensitiven Fluoreszenz-Farbstoff Phloxin B soll
zum einen mit Hilfe der pH-Sensitivitdt Aufschluss iiber die Membranbeschaffenheit der
verschiedenen Vesikel geben und zum anderen die Verfolgung der Polymervesikel iiber
thre Fluoreszenz in vitro beispielsweise bei Zellbindungsstudien ermdglichen. Die
Verkapselung von Phloxin B in Vesikelstrukturen aus PB;30-PEO¢-COOH im Batch-
Verfahren wurde von Waltraut Miiller im Rahmen ihrer Dissertation bereits erfolgreich
durchgefiihrt.?®! Die verhiltnismiBig dicke Vesikelmembran stellt offenbar eine
ausreichend starke Barriere fiir Protonen dar, so dass der pH-sensitive Farbstoff im
Inneren des Vesikels iiber mehrere Stunden in saurer Umgebung (pH=1,5) stabil
bleibt.''® Auf diesen Experimenten basierend wurden in der vorliegenden Arbeit
zusitzlich Beladungsversuche der vesikuldren Strukturen aus dem kiirzeren Polymer

PB3,-PEO29-COOH durchgefiihrt. Da die Verkapselung bei der hydrophilen Beladung der
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Polymersome im Allgemeinen nicht zu 100 % erfolgt, muss der verbleibende freie
Farbstoff in der wéssrigen Umgebung der Vesikel abgetrennt werden. Fiir den reinen
Nachweis der erfolgreichen Beladung lasst sich die Emission des Farbstoffes au3erhalb
der Vesikel im sauren pH-Bereich nahezu vollstindig 16schen und aus der verbleibenden
Fluoreszenz Aufschluss iiber die Beladung des Vesikellumens erhalten.!'® Zum Einsatz
des hydrophilen Farbstoffes als Marker in Zellexperimenten muss jedoch der freie
Farbstoff vollstindig entfernt werden. Die Aufreinigung der beladenen Vesikel mittels
Dialyse ist flir dieses System leider ungeeignet, da der Farbstoff eine sehr hohe Affinitdt
zu verschiedenen Dialysemembranen aufweist und dadurch nicht ausreichend aus dem
Inneren des Dialysebeutels herausdiffundieren kann?®' Aus diesem Grund wurden

praparative Emweg-Gelfiltrationssdulen zur Abtrennung des freien Farbstoffes gewihit.

Die Vesikelbeladung erfolgte fiir das PB;30-PEOsc-COOH im Mikromischer durch
Zugabe des Farbstoffes in das Wasserreservoir (0,05 mg/mL Farbstoffkonzentration) bei
unverdnderten Mischparametern. Die DLS-Analyse mit <Ry>=48 nm, 1, =0,05 (im
Vergleich zu <Ry>=47nm, ©=0,06 fir unbeladene Vesikel) zeigte keinen
signifikanten Einfluss des Farbstoffes auf die Vesikelbildung. Die Beladung der
Vesikelstrukturen aus PB3;-PEO-COOH erfolgte mittels Filmrehydrierung und

anschlieBender Extrusion mit gleicher Farbstoftkonzentration im Wasser.

Fluoreszenzmessungen nach Abtrennung des freien Farbstoffes iiber GroBenausschluss-
chromatographie bestitigten die erfolgreiche Beladung der verschiedenen Vesikel,
zeigten jedoch auch deutliche Unterschiede in der Vesikelpermeabilitit (Abb 4.7).
Wiéhrend Vesikel aus PBj3p-PEOg-COOH nahezu undurchlissig fiir Protonen sind,
wurde bei den Vesikeln aus dem kiirzeren Polymer PB3,-PEO,o-COOH eine erhebliche
Fluoreszenzintensitdtsabnahme bei Absenkung des pH-Wertes der umgebenden Losung
schon nach wenigen Sekunden beobachtet. Zur Kontrolle wurde das gleiche Experiment
mit freiem Farbstoff durchgefiihrt. Dieses zeigt in vergleichbarer Konzentration nahezu
keine Restfluoreszenz (< 0,05 %) nach HCl-Zugabe. Kontrollexperimente mit Zugabe
von Wasser anstelle der Sédure zeigten keine signifikante Fluoreszenzintensitits-
Abnahme. Daher kann ein Verdiinnungseffekt als Ursache fiir die Fluoreszenzloschung

ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.7: Fluoreszenzemission von farbstoffbeladenen Polymervesikeln und freiem Phloxin B in
Wasser und saurer Umgebung ((pH =1) im Vergleich: Die Polymervesikel (1 g/L Polymer) beladen mit
Phloxin B (0,05g/L) wurden mittels Gelfiltration zundchst von dem freien Farbstoff getrennt. Die
Fluoreszenzmessungen wurden bei 23 °C und einer Anregungswellenlénge von 490 nm durchgefiihrt. Zur
Absenkung des pH-Wertes wurde 1 M HCI zugegeben. Vesikel aus PB;30PEOg-COOH wiesen bei pH 1
noch 89 % der Fluoreszenzintensitdt auf (links), wiahrend Vesikel aus PB3,PEO,9-COOH nur noch ca. 3%
Restfluoreszenz zeigten (Mitte). Die Farbstoffkontrolle wurde nahezu vollstindig geloscht bzw. die
Restfluoreszenzintensitét lag unter 0,05 % (rechts).

Die protektive Wirkung der Vesikelmembran des PBj3p-PEOg-COOH Polymers auf den
verkapselten pH-sensitiven Farbstoff wurde bereits von Miiller et al. gezeigt und
entspricht daher den Erwartungen.1 16 Bei den Vesikeln des kiirzeren PB3,-PEO,9-COOH-
Polymers wurden keine Zeichen von Préizipitation oder andere Hinweise auf eine
Zerstorung der Vesikelstruktur festgestellt. Die Stabilitdt der Vesikelstruktur bei pH 1
wurde zudem mittels Kryo-TEM-Analyse bestitigt (TEM-Aufnahme im Anhang,
Abb. 9.1). Daher ist die verstirkte Protonen-Durchldssigkeit der Vesikelmembran
offenbar auf das geringere Molekulargewicht des hydrophoben Blocks zuriickzufiihren.
Wie zuvor bereits erwdhnt, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen dem
Molekulargewicht des hydrophoben Blockes und der resultierenden Membrandicke.?%?
Damit ergibt sich fiir Vesikel aus PB;39-PEO¢-COOH eine hydrophobe Membrandicke
von ca. 149 nm und fir das kiirzere PB3;-PEO2-COOH Polymer nur 7,9 nm.
Gleichzeitig nimmt mit abnehmendem Molekulargewicht des hydrophoben Blockes fiir
Vesikel aus PB-5-PEO auch die mechanische Belastbarkeit der Membran ab und die
Permeabilitidt wichst exponenziell an.''> ** Experimente an Phospholipid-Vesikeln
zeigten fir Protonen (10°—10°ms') im Vergleich zu anderen Ionen
(10?2 =10 cms™!) eine um GroBenordnungen hohere Permeabilitit.?'® Diese Beob-
achtung kann als Indiz fiir das Vorhandensein von kurzlebigen Wasserfiden in der
Membran angesehen werden, welche nach dem sogenannten Grotthuf3-Mechanismus

diese stark erhdohte Protonendurchlissigkeit erkldren konnte. Untersuchung mit Vesikeln
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aus PB4g-b-PEOyg bestitigten zwar die Membranintegritiit fiir kleine hydrophile Molekiile
wie Saccharose, wiesen aber gleichzeitig auch mit Hilfe von Osmose-Experimenten die
Membran-Durchlissigkeit fiir Wasser nach.?!” Demzufolge konnte die vergleichsweise
hohe Protonenpermeabilitit fiir Vesikel aus dem hier untersuchten PB3;-PEO2-COOH
ebenfalls auf das Vorhandensein von kurzlebigen Wasserporen zuriickzufiihren sein. Die
Membranintegritdt fiir den verkapselten Farbstoff ist offenbar gegeben, da auch nach
einigen Tagen noch keine Farbstofffreisetzung beobachtet wurde. Eine kiirzlich
erschienene Publikation bestitigte die Membranintegritit von Vesikeln eines noch
kiirzeren Polymers PB,,-PEO;4 fiir Carboxyﬂuorescein.2 ¥ Die Farbstofffreisetzung lag
hier auch nach einigen Tagen noch deutlich unterhalb 10 %, wéihrend Lipidvesikel im
Vergleich im gleichen Zeitraum bereits 50 % Farbstoftfreisetzung aufwiesen. Des
Weiteren demonstrierten die Autoren dieses Artikels, dass sich durch Mischung der
Lipide mit dem kurzkettigen PB-b-PEO-Blockcopolymer das Freisetzungsverhalten in
einem gewissen Rahmen anpassen ldsst. Insbesondere fiir Anwendungen als
Wirkstofftragersystem ist die Steuerung eines kontrollierten Freisetzungsprofils eine
wichtige Voraussetzung, deshalb konnte eine Mischung mit Lipiden auch fiir das hier
beschriebene PB3,-PEO9-Polymer von Interesse sein. Zudem kdnnte eine Mischung mit

schaltbaren z.B. thermoresponsiven Polymeren erweiterte Kontrollmoglichkeiten bieten.

4122 Hydrophile und hydrophobe Beladung mit superparamagnetischen
Eisenoxid-Nanopartikeln

Zusétzlich zu Phloxin B wurden auch hydrophile und hydrophobe Eisenoxid-
Nanopartikel als potenzieller Cargo fiir die Polymervesikel untersucht. Eisenoxid-
Nanopartikel haben vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten in der Medizin; dazu zihlen
die Kontrasteigenschaften fir die medizinische Bildgebung wie der Magnet-Resonanz-
Tomographie, potenzielle Hyperthermie-Behandlungen oder auch die Moglichkeit,
Wirkstofftrager mit Hilfe eines externen magnetischen Feldes an ihren Wirkort zu lenken,
das sogenannte magnetische Targeting (vlg. Abschnitt 2.4). Insbesondere die
Kombination eines Wirkstofftragersystems mit der Moglichkeit, gleichzeitig
diagnostische Verfahren durchzufiihren, die sogenannte Theranostik, erfreut sich auf
Grund ihres hohen Potenzials fir vielfiltige biomedizinische Anwendungen derzeit

besonderen Forschungsinteresses.

111



Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war zundchst das Ziel, die Beladung von
Vesikelstrukturen sowohl mit hydrophilen als auch mit hydrophoben Eisenoxid-
Nanopartikeln zu realisieren und den Einfluss auf die Strukturbildung zu untersuchen.
Auf Grund des hohen Kontrastes der Eisenoxid-Nanopartikel im Elektronenmikroskop
lassen sich diese direkt visualisieren und im Vesikellumen oder in der Schale

lokalisieren.”?> 219,220

Hydrophile Beladung

Die eingesetzten hydrophil-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel wurden mittels Co-
Prizipitation von Christoph Honnscheidt hergestellt und fiir Beladungsversuche zur
Verfiigung gestellt.”?! Zur Stabilisierung dieser hydrophilen Partikel wurde das Flavonoid
Rutin eingesetzt. Diese hydrophil-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikel wiesen
Kerndurchmesser von ca. 2 — 7 nm auf (Abb. 4.8 links). Die DLS-Analyse ergab einen
mittleren hydrodynamischen Radius von <Ry>= 14,8 nm. Die gro3e Differenz zwischen
Kerndurchmesser und hydrodynamischer GroBe ist offenbar auf die Bildung von
Aggregaten in Wasser zuriickzufiihren. Aggregate aus mehreren Eisenoxid-Kernen

wurden in Kryo-TEM-Untersuchungen visualisiert (Abb. 4.8 rechts) und wiesen
ca. 8§ —30 nm im Durchmesser auf.

Abb. 4.8: TEM-Aufnahmen Rutin-stabilisierter Eisenoxid-Nanopartikel. Die getrocknete Probe (links)
zeigt relativ einheitliche Partikel mit Kerndurchmessern von ca. 2— 7nm. In der Kryo-TEM -Aufnahme
(rechts) ist die Bildung von Aggregaten mehrerer Eisenoxid-Keme in Wasser zu sehen, welche
ca. 8 — 30 nm im Durchmesser aufweisen.
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Die In-Situ-Beladung von PB;30PEOg-COOH-Vesikeln erfolgte zundchst im Batch-
Experiment mit Hilfe der Co-Losungsmittelmethode. Die Polymerlosung in THF wurde
in einem Rundkolben vorgelegt und die Eisenoxid-Nanopartikel in wissriger Losung
zugetropft, bis der Wasseranteil deutlich oberhalb von 70 % lag und die Strukturbildung
beendet war. Verblebendes THF wurde durch Abdampfen entfernt, die Probe mittels
Gammastrahlung vernetzt und in getrocknetem Zustand im TEM analysiert. Die TEM-
Aufnahmen zeigen die erfolgreiche Verkapselung der hydrophil-stabilisierten
Eisenoxidnanopartikel (Abb 4.9). Jedoch weist die Probe eine relativ breite
GroBenverteilung (DLS: Ry =45 nm, p, = 0,1) auf. Zudem ist nur ca. jedes zehnte Vesikel
mit Eisenoxid-Nanopartikeln im Lumen beladen. Des Weiteren ist auftéllig, dass in den
TEM-Aufnahmen der getrockneten Probe keine fieien Eisenoxid-Nanopartikel zu sehen
sind. Da es sich bei dieser gemessenen Probe um eine mittels Gammastrahlung vernetzte
Probe handelt, konnte das Fehlen von freien Eisenoxid-Nanopartikeln auf Prazipitation

als Folge der Probenbehandlung zuriickzufiihren sein.

Abb. 4.9: TEM-Aufnahmen einer vernetzten, getrockneten Probe von Vesikeln aus PBi3)PEQg¢-
COOH beladen mit hydrophil-stabilisierten FEisenoxid-Partikeln. Die Probe wurde im Batch-
Experiment hergestellt: Polymerlosung mit 4 g/L Polymer in THF wurde vorgelegt, mit 9,9 mL/min wurden
die Eisenoxid-Nanopartikel in Wasser (2 g/L, Rutin-stabilisiert) unter Riihren zugegeben, bis der
Wassergehalt deutlich iiber 70 % lag. Verbleibendes THF wurde durch Abdampfen entfernt. Eingebaute
Eisenoxid-Nanopartikel im Vesikellumen sind durch weile Pfeile gekennzeichnet.

Ein vergleichbares Experiment zur Verkapselung hydrophiler Eisenoxid-Nanopartikel
wurde im Mikromischer durchgefiihrt. Der Mikromischer-Versuch lieferte &hnliche
Ergebnisse beziiglich des Anteils an beladenen Vesikeln, jedoch eine deutliche
Verbesserung im Hinblick aufdie GroBenverteilung (R, = 46 nm, p = 0,05). In Abb. 4.10
sind TEM-Aufnahmen dieser Probe gezeigt. Ausmessungen ergaben Durchmesser von

ca. 100 nm, was sehr gut mit den Ergebnissen aus der DLS iibereinstimmt.
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Abb. 4.10: TEM-Aufnahmen von kontinuierlich hergestellten Vesikeln aus PB;3;)PEO¢-COOH
beladen mit hydrophilen Eisenoxid-Partikeln. Die Proben wurden mit dem Raupenmischer CPMM-R300
hergestellt: Mischverhiltnis Wasser/Polymerlosung 1:1, Polymerlosung mit 2 g/L Polymer in THF/H,O
(50/50 %v/v), Gesamtflussrate von I mL/min, die Eisenoxidkonzentration im Wasserreservoirbetrug 1 g/L.

Grundsétzlich hat die Beladung der Vesikel offenbar keinen signifikanten Einfluss aufdie
Strukturbildung, da weder Verdnderungen in der Gréfe noch in der Morphologie im
Vergleich zu der unbeladenen Probe eingetreten sind. Der Erfolg der Verkapselung, also
die Wahrscheinlichkeit, dass bei der Vesikelbildung ein oder mehrere Nanopartikel
eingeschlossen werden, hdngt mit der Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Partikel in
unmittelbarer Umgebung des Polymers zusammen und somit mit der Nanopartikel-
konzentration. Eine Erhohung der Nanopartikelkonzentration wiirde demnach die mittlere
Anzahl von eingeschlossenen Partikeln im Vesikellumen anheben. Zusdtzlich sollte
jedoch beachtet werden, dass das Volumen der Vesikelinnenrdume in Relation zum
Umgebungsvolumen nur sehr klein ist. So wiirde beispielsweise das Verhdltnis zwischen
Vesikelinnenraum und Umgebungsvolumen fiir eine Vesikelprobe mit 2 g/l Polymer-
konzentration (mittlerer hydrodynamischer Radius von 45 nm, geschitzte Gesamt-
membrandicke von 23 nm, einem Innenradius von 22 nm und einem Molekulargewicht
von 7,8:10" g/mol) in etwa 1 :1500 entsprechen. Damit ist die Verkapselungseffizienz
(Menge an eingeschlossenen Eisenoxid-Nanopartikeln im Verhdltnis zu der gesamten
eingesetzten Menge) unter Annahme homogen verteilter Partikel widhrend der
Vesikelbildung generell gering. Zudem miissten zur Aufreinigung zunédchst die nicht
eingeschlossenen Nanopartikel entfernt werden. Auf Grund der starken Gréendifferenz
von <30 nm fir die Magnetpartikel bzw. Aggregate und ca. 100 nm fiir die

Polymervesikel wire beispielsweise eine Separation mittels asymmetrischer Feld-Fluss-
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Fraktionierung denkbar. AnschlieBend miissten dann zusdtzlich die beladenen von den
unbeladenen Polymervesikeln getrennt werden. Dies konnte mit Hilfe einer magnetischen
Saule realisiert werden, wie sie beispielsweise auch fiir die Zellseparation eingesetzt wird,
oder gegebenenfalls auch kontinuierlich in einem mikrofluidischen Magnetseparations-

System222

Hydrophobe Beladung

Die Beladung der Vesikelschale mit hydrophoben Nanopartikeln erfordert den Transfer
der Nanopartikel aus einer organischen Dispersion in die hydrophobe Membranschicht
einer wassrigen Vesikeldispersion. Auf Grund des enormen Oberfliche-zu-Volumen-
Verhdltnisses von Nanopartikeln spielen Grenzflicheneffekte eine grole Rolle. Der
direkte Kontakt hydrophober Nanopartikel mit der wéssrigen Umgebung fiihrt daher im
Allgemeinen schnell zur Phasenseparation und folglich zur Prizipitation der Partikel.
Eine Moglichkeit, diese Phasenseparation beim Transfer der Partikel in die Polymerphase
zu vermeiden, ist die Anwendung der Filmrehydration. Hierbei werden Polymer und
hydrophobe Nanopartikel in einem organischen Losungsmittel gelost und gut gemischt.
AnschlieBend wird ein diinner Film auf einer Glasoberfliche aufgebracht und nach
Abdampfen des Losungsmittels durch Zugabe von Wasser und ausreichendem
Energieeintrag, zB. durch Ultraschall, die Vesikelbildung eingeleitet. Hydrophobe
Nanopartikel, welche sich bereits in der Polymerphase befinden, konnen so von den
hydrophoben Kohlenstoftketten weitestgehend vom Kontakt mit Wasser abgeschirmt und
direkt in die Vesikelschale eingebaut werden. Auf diese Weise wurden hydrophobe
Quantum-Dots mit Kerndurchmessern von ca. 6 nm bereits erfolgreich in Vesikel-

strukturen aus PB3¢-PEOgs-COOH eingebaut.94

Im Rahmen dieser Arbeit sollten hydrophob-stabilisierte Eisenoxid-Nanopartikel in die
Vesikelschale eingebaut werden. Fiir die Beladungsversuche wurden kommerziell
erhiltliche Olsdure-stabilisierte Nanopartikel verwendet. Diese wurden in einem
Mineral6l geliefert und mussten daher zundchst in ein geeignetes Losungsmittel tiberfiihrt
werden. Zu diesem Zweck wurden die hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel mit THF
verdiinnt und anschlieBend mehrfach gegen THF dialysiert bis das Dialysemedium keine
Schlieren mehr zeigte und vollig farblos war. Die GroBenanalyse der gereinigten Probe

im TEM ergab einen mittleren Kerndurchmesser von 7,5 nm (Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: TEM-Aufnahmen einer getrockneten Probe von aufgereinigten hydrophoben Olsiure-
stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln. Das Grof3enhistogramm (links) basiert auf TEM-Ausmessungen
von 300 Partikeln.

Da die hydrophobe Beladung mittels Filmrehydration zum einen relativ zeitaufwéndig
und zum anderen auf wenige Milligramm Polymer pro Ansatz beschrinkt ist, sollte
moglichst eine kontinuierliche Beladung im Mikromischer realisiert werden. Die
kontrollierte Strukturbildung des PBj30-PEOg-COOH im Mikromischer wurde wie
bereits beschrieben erfolgreich durchgefiihrt.'®® Wird dabei auf eine Vormischung mit
Wasser verzichtet und das Polymer in THF erst im Mischer mit Wasser in Kontakt
gebracht, sind asymmetrische Flussraten notwendig. Unter diesen Mischbedingungen
werden jedoch vorwiegend Kugelmizellen und keine oder nur sehr kleine Vesikel
gebildet (vlg. Abschnitt 4.1.1).'""” Zum Einbau hydrophober Eisenoxid-Nanopartikel in
die Vesikelschale wurden daher zwei unterschiedliche Strategien angewendet. Im ersten
Versuch wurde ein 2-Stufen-Prozess durchgefiihrt. Dazu wurden sowohl das Polymer als
auch die Eisenoxid-Nanopartikel in THF gelost. Im Mischerversuch wurde dann mit stark
asymmetrischen Flussraten (Wasser/THF 10 : 1, Gesamtflussrate 10 mL/min) gearbeitet,
um eine moglichst schnelle Stabilisierung der Eisenoxid-Nanopartikel in
Polymermizellen zu erzielen. Im zweiten Schritt wurde weiteres Polymer in THF zu den
gebildeten Eisenoxid-Mizellen zugeben, sodass eine Vormischung mit 30 % Wasser und
4 g/L Polymer als Startlosung fiir einen weiteren Mischprozess eingesetzt werden konnte.
In dieser zweiten Stufe sollte der Einbau der Polymer-stabilisierten Eisenoxide in die
Vesikelmembran erfolgen. Diese wurde unter symmetrischen Flussbedingungen und einer
Gesamtflussrate von 1,8 mL/min durchgefiihrt. Die TEM-Analyse der erhaltenen Probe
ist in Abb. 4.12 links dargestellt. Da es sich auch hier um eine vernetzte und getrocknete
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Probe handelt, bei welcher die gebildeten Nanostrukturen sehr nahe beieinander liegen,
ist die genaue Lokalisation der Eisenoxid-Nanopartikel schwierig. Kugelmizellen und
Vesikelstrukturen liegen nebeneinander vor. Die Eisenoxid-Nanopartikel sind vermehrt in
der unmittelbaren Umgebung der Vesikelstrukturen zu sehen und weniger in den
hydrophoben Bereichen der Kugelmizellen. Dennoch konnte der erfolgreiche Einbau in
die Vesikelschale mit Hilfe der TEM-Analyse nicht eindeutig gezeigt werden. Zudem
sollten ausschlieBlich Vesikelstrukturen hergestellt werden, daher entspricht das
Vorliegen von Kugelmizellen neben beladenen Vesikeln nicht den Zielvorgaben.

Um einheitliche Vesikelstrukturen im Mikromischer herzustellen, ist eine Vormischung
der Polymerlosung mit Wasser notwendig (vgl. Abschnitt 4.1.1). Auf Grund der stark
hydrophoben Oberfliche der Eisenoxid-Nanopartikel ist die Toleranz gegeniiber Wasser
sehr gering. Nur wenn ausreichend Polymer zur Stabilisierung zur Verfiigung steht, kann
eine sofortige Prazipitation kurzfristig verhindert werden. Der maximal mdgliche Gehalt
an Eisenoxid in der Polymerstartlosung mit 20 % Wasseranteil wurde auf 0,08 Gew.-%
(entspricht 4 % bezogen auf die Polymerkonzentration) ermittelt. Bei symmetrischen
Flussbedingungen und einer Gesamtflussrate von 1,8 mL/min wurden in der GroB3e relativ
einheitliche Vesikel erhalten (DLS-Analyse: R, =45 nm, wp, =0,06). Die TEM-Analyse
zeigt zudem die erfolgreiche Beladung der Vesikelschale mit den hydrophoben
Eisenoxid-Nanopartikel (Abb. 4.12 rechts). Zum Teil sind kleinere Aggregate von
Eisenoxid-Kernen in der Schale zu erkennen (gekennzeichnet durch die weilen Pfeile im
linken, oberen Bereich der TEM-Aufnahme). Der hohe Kontrast an der Innenseite der
Schale einiger Polymervesikel weist zudem auf eine relativ homogene Beladung mit
kleinen Eisenoxid-Nanopartikeln hin, welche nicht mehr einzeln aufgelost werden
konnen. Der Einbau der hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel hat offenbar keinen
signifikanten Einfluss auf die Strukturbildung. Dies gilt zumindest in der hier
eingesetzten verhdltnismédfig geringen Partikelkonzentration. Vergleichbare Experimente
mit einem &dhnlichen Polymer (PBjs0-PEOg-COOH) und hydrophoben Quantum-Dots
gleicher Massekonzentration (bezogen auf die Polymerkonzentration) zeigten hingegen
eine starke Verinderung der Strukturbildung.'®” Auf Grund der geringeren Dichte der
Quantum-Dots im Vergleich zu den Eisenoxid-Nanopartikeln lag jedoch eine deutlich
hohere Partikelkonzentration vor. Dieser hohe Anteil an hydrophoben Partikeln fiihrte zur
Fusionierung mehrerer Vesikel und der Ausbildung groBerer Aggregatstrukturen mit
mehreren hydrophilen Kompartimenten.
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Abb. 4.12: Hydrophobe Beladung von Vesikeln aus PB3p-PEOg,-COOH. Die Proben wurden mit dem
Raupenmischer CPMM-R300 hergestellt und fiir die TEM-Analyse vernetzt und getrocknet: Links: 2-
stufige Herstellung: 1. Stufe: Mischverhiltnis Wasser/Polymerlosung 10:1, Polymerlosung 20 g/L in THF
mit 10 Gew.-% Eisenoxid, Gesamtflussrate 10 mL/min. 2. Stufe: Zugabe von PB;3,-PEOs-COOH
Copolymer in THF resultierend in einer Gesamtpoly merkonzentration von 4 g/L und (Wasser/THF
30/70 %v/v),  Mischverhéltnis 1:1, Gesamtflussrate 1,8 mI/min. Rechts:  Mischverhiltnis
Wasser/Polymerlosung 1:1, Polymerlosung in THF/H,O (80/20 %v/v), Gesamtflussrate 1,8 mL/min mit
Polymerkonzentration 2 g/L, 4 Gew.-% Eisenoxid bezogen auf die Polymerkonzentration.

Das kiirzere PB3,-PEO,o-COOH Polymer bildet Vesikel mit einer deutlich diinneren
Membran von nur ca. 7,9 nm (hydrophobe Schicht) aus (vlg. Abschnitt 4.1.1). Die in
dieser Arbeit eingesetzten hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel weisen einen mittleren
Kerndurchmesser von 7,5 nm auf. Ziel war nun zu priifen, ob der Einbau der
hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel auch in die verhédltnismédfig diinne Vesikelschale
moglich ist und inwiefern die Strukturbildung durch die Partikel beeinflusst wird. Das
PB3,-PEO2-COOH Polymer bildet auf Grund seiner Komposition im wissrigen
bevorzugt Vesikel aus, dennoch war die Herstellung von Vesikeln mittels Co-
Losungsmittelmethode im Mikromischer nicht moglich (vlg. Abschnitt 4.1.1.3). Aus
diesem Grund wurden die Versuche zur hydrophoben Beladung der PB3,-PEO2-COOH
Vesikel mittels Filmrehydration durchgefiihrt. In Abb. 4.13 ist die Kryo-TEM-Analyse
der hergestellten Probe gezeigt. Die Beladung der diinnen Vesikelschale mit hydrophoben
Eisenoxid-Nanopartikeln ist offenbar moglich, jedoch erfolgt die Beladung nicht
homogen. Es liegen beladene Vesikel neben leeren Vesikeln vor. AuBerdem existieren
auch multischalige Vesikel (Abb. 4.13 links oben im Bild). Auf Grund des schwachen
Kontrasts des Polymers im Wasserfilm sind unbeladene Vesikel in Kryo-TEM-
Aufnahmen nur im Unterfokus sichtbar. Daher erscheinen die beladenen Vesikel als
kontrastreichere Objekte bei gleicher Fokussierung unscharf und sind deshalb nicht

eindeutig als beladene Vesikel zu identifizieren. Deutlich zu sehen ist der erfolgreiche
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Einbau der Eisenoxid-Nanopartikel in der Vesikelschale in Abb. 4.13 rechts. Hierbei ist
auch eine Verformung der Hohlkugelstruktur des Vesikels zu erkennen. Die inhomogene
Verteilung der Nanopartikel auf die Polymervesikel ist moglicherweise Ursache eines
nicht ausreichend diinnen Polymerfilms vor der Rehydration oder auf eine unzureichende
Durchmischung der Eisenoxid-Nanopartikel mit dem Polymer zuriickzufiihren.
AuBerdem konnte das Aggregationsverhalten der magnetischen Nanopartikel eine Rolle
spielen, welche eine homogene Verteilung auf Grund von attraktiven Wechselwirkungen

zusitzlich erschwert.

Abb. 4.13: Kryo-TEM-Aufnahme hydrophob beladener PBj;,-PEQO,9-COOH Vesikel. Die Herstellung
und Beladung erfolgte mittels Filmrehydration. Eingesetzt wurden 20 Gew.-% Eisenoxid-Nanopartikel
bezogen auf die Polymerkonzentration. Beladene Polymervesikel sind mit weilen Pfeilen gekennzeichnet.

In diesem Abschnitt wurden die Ergebnisse grundlegender Untersuchungen zur
Strukturbildung und Beladung von PB-b-PEO-Polymerstrukturen vorgestellt. Es konnte
die erfolgreiche Herstellung von Strukturen unterschiedlicher Morphologie gezeigt
werden. Durch den Einsatz der Mikromischertechnologie ist es zudem moglich auch
thermodynamisch nicht-favorisierte Aggregatstrukturen zu erhalten. Auf diese Weise
kann aus dem identischen Polymer wahlweise eine vesikulire oder kugelmizellare
Struktur hergestellt werden. Durch Variation der Blocklinge des hydrophoben Blocks
konnen zudem die Dimensionen der Aggregatstrukturen verdndert werden und so durch
Einstellung der Membrandicke eines Vesikels u.a. auch deren Permeabilitit kontrolliert
werden. Die kontrollierte Herstellung verschiedener Nanostrukturen erdffnet so die
Moglichkeit spezifischer Untersuchungen wie beispielsweise zum Einfluss von Grofle

und Form nanoskaliger Objekte in Wechselwirkungen mit Proteinen oder Zellen.
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Mit Hilfe von TEM-Aufnahmen wurden sowohl hydrophile Partikel im Vesikellumen als
auch hydrophobe Nanopartikel in der Vesikelschale lokalisiert. Die Herstellung solcher
Hybrid-Polymersome konnte nicht nur fiir biomedizinische Anwendungen interessant
sein, sondern bietet auch fir die Grundlagenforschung definierte Modellsysteme.
Beispielsweise konnten so magnetische Eigenschaften von Partikeln vergleichbarer
GroBe in Abhingigkeit ihrer direkten Umgebung untersucht werden. Die Fixierung in der
Vesikelschale im Vergleich zur freien Beweglichkeit im Vesikellumen, eine hydrophobe
oder hydrophile Umgebung sowie das Vorhandensein von losen oder eher festen
Aggregaten vergleichbar grofler Eisenoxid-Kerne koénnte eventuell Einfluss auf das

magnetische Verhalten der Hybridstruktur haben.

41.3 Zytotoxizitat verschiedener PB-b-PEO-Nanostrukturen

Im Hinblick auf potenzielle (bio)medizinische Anwendungen polymerer Nanopartikel
wurden Untersuchungen beziiglich der Zytotoxizitit durchgefiihrt. In der
Nanotechnologie spielen, neben reinen Materialeigenschaften wie beispielsweise der
chemischen Zusammensetzung, auch groBenspezifische Eigenschaften eine entscheidende
Rolle. So haben Nanopartikel ein enormes Oberflichen-zu-Volumen-Verhiltnis und sind
in thren Dimensionen so klein, dass sie von Zellen aufgenommen werden konnen. Fiir die
Zellaufnahme sind verschiedene Parameter wie Grofle, Form und Oberfliche von
zentraler Bedeutung*****° Die exakte GroBe kann sich in physiologischer Umgebung,
bedingt durch hohe Salzkonzentrationen und die Anwesenheit von Proteinen, von der
bestimmten PartikelgroBe direkt nach der Synthese stark unterscheiden. Die
Oberflichenbeschaffenheit, welche die Ladung und Rauheit beinhaltet, sowie die Form

der Partikel konnen die Zellinternalisierung ebenfalls beeinflussen.

Nanostrukturen aus den hier vorgestellten PB-b-PEO-Blockcopolymeren bieten den
groBen Vorteil, dass sich Aggregate unterschiedlicher Morphologie aus exakt dem
gleichen Polymer herstellen lassen. Damit ist es moglich, einen Parameter — nimlich die
Form unabhidngig von anderen Parametern wie beispielsweise der genauen chemischen

Zusammensetzung — zu betrachten.

Bei PB-bH-PEO-Blockcopolymeren handelt es sich um ein inertes, nicht-toxisches
Material. Dennoch ist die Zellviabilitit bei der Exposition mit nicht-bioabbaubaren

Materialien eine Frage der Dosis. Abb. 4.14 zeigt eine Zusammenfassung der
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konzentrationsabhéngigen Zytotoxizitdt von Strukturen verschiedener Morphologie aus
dem kiirzeren Polymer PB3;,PEO;9. Im untersuchten Konzentrationsbereich zeigten
Vesikelstrukturen keine signifikanten toxischen Effekte auf die hier inkubierten HeLa-
Zellen. Die Oberflichenladung, genauver die Endgruppen Hydroxyl- bzw.
Carboxylgruppen hatten dabei offenbar keinen signifikanten FEinfluss auf die
Zellviabilitit. Im Gegensatz zu den Polymervesikeln wurden fiir zylindrische und
sphirische Mizellen im gleichen Konzentrationsbereich zum Teil stark zytotoxische
Effekte beobachtet. Wihrend bei den sphidrischen Mizellen noch der nicht-toxische
Konzentrationsbereich erreicht wurde, lag die Uberlebensrate der HeLa-Zellen bei
Inkubation mit polymeren fadenformigen Mizellen auch bei hdchster Verdiinnung unter

5 %.
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Abb. 4.14: Zytotoxizititsstudie mit verschiedenen polymeren Nanostrukturen aus PBj;;-PEO;9 an
HeLa-Zellen. Die Inkubation erfolgte 48 h in DMEM-Medium mit 10 % FCS. Die Verbindungslinie
zwischen den Messpunkten dient der optischen Orientierung und stellt keine Fit-Funktion dar. Die
Grofenskala in den TEM-Aufnahmen ist jeweils 100 nm.
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In dieser Studie wurden Aggregatstrukturen unterschiedlicher Morphologie bei gleicher
Polymer-Massekonzentration verglichen. Wird die Zytotoxizitit nicht auf die
Polymerkonzentration, sondern auf die Anzahl der Partikel, mit denen die Zellen
inkubiert wurden, bezogen, ergibt sich zumindest fiir die sphirischen Mizellen ein
anderes Bild. Vergleicht man das Volumen einer Mizelle mit einem hydrodynamischen
Radius von Ry =13 nm mit einem Vesikel des Radius R, = 69 nm und einer Wanddicke
von 13 nm (abgeschitzt ca. 8 nm hydrophober PB-Anteil, je zweimal 2,5 nm PEO-
Anteil), dann ergibt sich ein um den Faktor 70 kleineres Volumen einer Mizelle im
Vergleich zur Vesikelschale. Daraus resultiert, dass bei gleicher Polymerkonzentration
die Partikelanzahl 70-fach hoher ist fiir die Mizellendispersion im Vergleich zur
Vesikeldispersion. Trdgt man nun die Zellviabilitit bezogen auf die Partikelanzahl
anstelle der Polymerkonzentration auf, ergibt sich bei gleicher Partikelanzahl auch
vergleichbare Zytotoxizitdt (Abb. 4.15 rechts). Die entsprechenden Molmassen wurden
iber eine Dichteabschitzung basierend auf Messungen statischer Lichtstreuung von
Kugelmizellen und Vesikeln des PB;30PEOg-COOH Polymers (Daten im Anhang,
Tab. 9.1) berechnet. Die Oberfliche wurde ebenfalls basierend aufden gleichen Daten fiir
Mizellen (R, = 13 nm) und Vesikel (R, =69 nm) ermittelt und ergab mit 601 m’/g fiir
Mizellen im Vergleich zu 234 m’/g fiir Vesikel nur den Faktor 3 (Abb. 4.15 mittlere
Graphik). Daher scheint im Fall dieser PEO-basierten Polymerstrukturen die
VergroBerung der Oberfliche bei Mizellen im Vergleich zu Vesikeln nur eine

untergeordnete Rolle bei der Zytotoxizitidt zu spielen.
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Abb. 4.15: Zytotoxizitit von Mizellen und Vesikeln aus PB;;-PEO,9-COOH bezogen auf die
Polymerkonzentration, die Partikeloberfliche und die Partikelanzahl im Vergleich. Die
Verbindungslinie zwischen den Messpunkten dient der optischen Orientierung und stellt keine Fit-Funktion
dar.
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Grofenabhingige Zytotoxizititsstudien wurden beispielsweise auch von Kasper et al. mit
sphirischen Silica-Nanopartikeln an Lungenepithelzellen durchgefiihrt.*?® Auch hierbei
fiihrten die kleinen Partikel (r=15 nm) stirkere zytotoxische und inflammatorische
Zellreaktionen hervor im Vergleich zu den groBeren (r = 150 nm) Partikeln bei gleicher

Massekonzentration.

Die vergleichsweise hohe Toxizitit der zylindrischen Mizellen lisst sich jedoch nicht
iiber die Partikelanzahl erkldren. Moglicherweise ist der Wirkmechanismus dhnlich wie
bei Asbestfasern. Auch fiir Carbonanotubes und Carbonanofasern wurde Asbest-dhnliche

Zytotoxizitit beobachtet.??” 22

Zellen versuchen die Faden iber Endozytose
aufzunehmen, konnen dies jedoch aufgrund der zum Teil grolen Linge der zylindrischen
Mizellen nicht vollstindig. Wenn Zellen des Immunsystems, also Makrophagen dies tun,
wird auch von der sogenannten frustrierten Phagozytose gesprochen. Es kommt zu einer
Ausschiittung von Zytokinen, was zu weiteren Entzliindungsreaktionen und schlieBlich zu
Gewebeschidigungen fithren kann. Da es sich bei den fadenformigen Polymermizellen
ebenfalls um sehr stabile supramolekulare Strukturen handelt, welche aus inertem nicht-
abbaubarem Material bestehen, reagieren die Zellen auf die fadenformigen
Polymerzylinder vermutlich dhnlich wie bei anderen Faser-Materialien. Forscher um
D. Discher zeigten jedoch, dass zylindrische Mizellen aus bioabbaubarem Material, mit
Polycaprolactonen als hydrophobem Block, deutlich weniger zytotoxische Effekte
aufweisen und durch die Moglichkeit der Hydrolyse-induzierten Wirkstofffreigabe,
groBes Potenzial fiir biomedizinische Anwendungen haben?*’ Diese fadenformigen
Nanostrukturen profitieren zudem von einer verlingerten Blutzirkulationszeit in vivo im
Vergleich zu sphirischen Nanopartikeln.*® 23! Daher konnten fadenformige
Wirkstofftriger nach dem Vorbild der Natur durchaus hohes Potenzial im
biomedizinischen Anwendungsbereich haben. So weisen beispielsweise auch Viren wie
der Grippevirus H5N1 (1 um Léinge) und der Ebolavirus (< 10 pm Lénge) Filament-
Struktur auf.>?

Beziiglich der formabhingigen Zytotoxizitdt der Nanostrukturen wurde auch bei den
anderen untersuchten PB-b-PEO-Polymeren ein dhnliches Bild erhalten. Abb. 4.16 gibt
einen Uberblick iiber die Morphologie-bezogene Zytotoxizititsstudie. Die Ergebnisse der
Groflencharakterisierung der verschiedenen hergestellten Nanostrukturen sind in Tab 4.4
in Abschnitt 4.1.1 zusammengefasst. Generell induzieren Vesikelstrukturen keine

signifikante Reduktion der Zellviabilitit im wuntersuchten Konzentrationsbereich.
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Kugelmizellen verringern die Zellviabilitdt bei gleicher Massekonzentration, was jedoch
wiederum auf die deutlich hohere molare Konzentration zurtickzufiihren sein konnte. Fiir
das Polymer PBi30PEOgss-COOH ergibt sich beispielsweise aus den Daten der statischen
Lichtstreuung ein Faktor von mindestens 24 fiir die Mizellenanzahl im Vergleich zur
Vesikelanzahl bei gleicher Polymerkonzentration (vlg. Abschnitt 4.1.1, Tab. 4.3).
Zylindrische Mizellen aus dem groferen PB;30PEO2-OH-Polymer erzeugen wie die

anderen fadenformigen Mizellen ebenfalls starke zytotoxische Effekte.

190- I PB_PEO,,-OH Vesikel
_ [0 PB,PEO,-COOH Vesikel
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Abb. 4.16: Zusammenfassung der Zytotoxizitits-Studie mit Polymer-Nanostrukturen verschiedener
Mor phologie. Die Polymerkonzentration lag jeweils bei 0,1 g/L. HeLa-Zellen wurden in DM EM -Medium
mit 10 % FCS fiir 48 h inkubiert.

Die starke Zytotoxizitit der Kugelmizellen im Vergleich zu den Vesikeln ist
moglicherweise nicht nur durch die erhohte molare Konzentration, sondern auch durch
eine groBenspezifisch erhohte Zellaufnahme begriindet. Die Internalisierungsrate von
Nanopartikeln ist offenbar groBBen- und formabhéngig. So werden sphérische Partikel im
Vergleich zu anisotropen Partikeln generell schneller aufgenommen*** ** Die
Zellaufnahme ist zudem stark von den Dimensionen abhidngig. Bei sphirischen Partikeln
werden im Allgemeinen die kleineren Partikel schneller aufgenommen als die groferen
Partikel. Eine Studie mit fluoreszierenden Polystyrol-Kugeln demonstrierte eine
3- bis 4-fach hohere Internalisierungsrate fiir Polymerpartikel mit 50 nm Durchmesser im

Vergleich zu Kugeln mit 100 nm Durchmesser.** Bei stibchen- oder fadenformigen

Nanostrukturen steht die Zellaufnahme zumeist in negativer Korrelation zum
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Aspektverhiltnis, die Aufnahmerate nimmt also bei gleichem Partikelvolumen mit
zunehmendem Aspektverhiltnis ab.??* > % Firr die fadenformigen Mizellen wiirde das
zwar eine vergleichsweise langsame Zellaufhahme bedeuten, dennoch ist dies kein
Widerspruch zu der beobachteten hohen Zytotoxizitit. Ist letztere tatsdchlich Folge einer
frustranen Endozytose, so wiirde ein einzelner Polymerfaden pro Zelle geniigen, um

deren Zelltod zu verursachen.

Weiterhin konnten auch exozytotische Prozesse eine Rolle spielen. Sowohl fiir kiirzere
Nanostidbchen als auch fiir sphdrische Nanopartikel wurde in der Literatur Exozytose
beschrieben.?*® Bei Untersuchungen mit Transferrin-beschichteten Gold-Nanopartikeln
wurde dabei ein linearer Zusammenhang zwischen Grole und Exozytoserate beobachtet,
wobei der Anteil an exozytierten Partikeln fir die kleinste PartikelgroBe (<20 nm) am
hochsten war.>*” Interessanterweise war gleichzeitig der Anteil an exozytierten Partikeln

bei stibchenformigen Nanopartikeln grofer als bei sphirischen Partikeln.

Detaillierte Studien zu den Nanopartikel- Aufnahmemechanismen und Exozytose-
Prozessen konnten im Rahmen dieser Studie leider nicht durchgefiihrt werden. Daher
lassen sich in diesem Zusammenhang keine eindeutigen Aussagen iiber die Ursachen der
Zytotoxizitit treffen. Dennoch ist offenbar die Morphologie der jeweiligen
Nanostrukturen fir die Zellantwort ausschlaggebend. Wiirde beispielsweise die
Wechselwirkung zwischen den amphiphilen Blockcopolymeren und den Phospholipiden
der Zellmembran zytotoxische Effekte hervorrufen, so diirfte dieser Mechanismus unter
Annahme vergleichbarer Stabilitdt der verschiedenen Nanostrukturen nicht von der
jeweiligen Form der Aggregate, sondern ausschlieBlich von der Komposition und
Konzentration der Blockcopolymere abhdngig sein. Diese Tendenz lésst sich jedoch nicht

von den Beobachtungen ableiten.

Auffillig ist dennoch die vergleichsweise starke zytotoxische Wirkung der Kugelmizellen
aus PBj30-PEOg¢s-Blockcopolymer im direkten Vergleich zu Kugelmizellen aus dem
kiirzeren PB3,-PEO29-Blockcopolymer bei gleicher Massekonzentration (Abb 4.16). Die
beiden Proben unterscheiden sich nur geringfiigig im hydrodynamischen Radius, weshalb
die GroBe in diesem Fall nicht der ausschlaggebende Faktor zu sein scheint.
Berechnungen fiir die molare Konzentration ergaben fiir das kiirzere Blockcopolymer
(PB32-PEOy9) eine um den Faktor 5 hohere Anzahl. Die Zytotoxizitit der Kugelmizellen
verhdlt sich jedoch kontrovers, d.h. sie war fiir das langkettige Blockcopolymer
(PB130-PEO¢s) stirker. Daher stehen in diesem Fall offenbar tatsdchlich die
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unterschiedlichen Blocklidngen der Polymere in den Kugelmizellen mit der Wirkung auf
die Zelle im Zusammenhang, Der negative A-Wert aus der statischen Lichtstreuung fiir
Kugelmizellen aus PBj3-PEOg gab bereits Hinweis auf interpartikuldre
Wechselwirkungen, welche vermutlich auf eine erhdhte Hydrophobizitit des
vergleichsweise langen PEO-Blocks zuriickzufiihren ist. Konformationsdnderungen
einzelner EO-Segmente konnten eine steigende Hydrophobizitit mit zunehmender
Kettenkinge erkliren**?% Oelmeier et al. zeigten mit Hilfe der Simulationstechnik der
Molekulardynamik (MD) fiir PEO-Molekiile mit Molekulargewichten von 300 g/mol bis
3500 g/mol in wissriger Umgebung einen starken Einfluss der Kettenlinge auf die
Oberflichencharakteristik und Losungsmittelinteraktion der PEO-Molekiile.**! Die
mittlere Anzahl an Wasserstoftbriicken pro EO-Segment nahm dabei exponentiell mit
steigender Kettenlinge ab. Die Werte fiir die Oberflaichenhydrophobizitit aus der MD-
Simulation wurden experimentell mit Hilfe von einem solvatochromen Farbstoff
bestdtigt. Proteine adsorbieren bevorzugt an hydrophoben Oberflichen, daher kann die
molekulare Konformation des Polyethylenoxids neben der Interaktion mit dem
Losungsmittel (Wasser) auch fiir die Wechselwirkungen mit Proteinen bestimmend

Sei]fl.242

Unabhidngige Studien mit verschiedenen Nanopartikeln beschreiben eine Abhidngigkeit
von Zellinternalisierung und der Adsorption von Serumproteinen an der
Partikeloberfliche.”**?% Alle Experimente der hier beschriebenen Zytotoxizititsstudie
wurden in Zellkulturmedium, angereichert mit 10 % fetalem Rinderserum, durchgefiihrt.
Daher konnten die Unterschiede der Zytotoxizitdt verschiedener Kugelmizellen ebenfalls
durch adsorbierte Serumproteine bedingt sein. Vor diesem Hintergrund wurde im
Folgenden die Interaktion von Serumproteinen mit Nanostrukturen gleicher Morphologie

aus Blockcopolymeren unterschiedlicher Linge weitergehend untersucht.
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4.1.4 Polymere Nanopartikel in Wechselwirkung mit Serumproteinen

In der Nanomedizin spielt das Verhalten eines Nanopartikels in der physiologischen
Umgebung nach Eintritt in den Korper eine entscheidende Rolle (vgl. Abschnitt 1.2.4).
Sobald ein Nanopartikel mit korpereigenen Stoffen wie z B. Proteinen in Beriihrung
gebracht wird, kommt es zu Wechselwirkungen an der sogenannten Bio-Nano-
Grenzflaiche, welche das Schicksal des Partikels mallgeblich beeinflussen. Bei
Wirkstofftragersystemen wird meist von einer systemischen Applikation ausgegangen.
Sobald der Nanotransporter also in den Korper gelangt und {iber die Blutbahn
transportiert wird, kommt es zu direktem Kontakt mit den Blutkomponenten wie u.a. mit

den Serumproteinen.

Um Aufschluss tiber die Wechselwirkungen von Polymerpartikeln mit Serumproteinen zu
erlangen, wurde das PB-b-PEO-Modellsystem in Interaktion mit fetalem Kilberserum
(engl.: fetal calf serum FCS) als auch mit Rinderserum-Albumin (engl.: bovine serum
albumin BSA) untersucht. Albumin ist ein Hauptbestandteil des Blutserums und stellt die
groBte Proteinfraktion im Serum dar.

Die Methode nach Rausch et al. ermdglicht mittels dynamischer Lichtstreuung das
Studium von Nanopartikeln in komplexer Umgebung wie zB. Blutserum (Abschnitt
3.1.4)."° Dabei wird zunichst die Proteinlosung, in diesem Fall das DMEM-
Zellkulturmedium mit 10 % FCS (wie {iblicherweise in der Zellkultur eingesetzt)
gemessen. Da es sich bei Serum um eine Proteinmischung handelt, ist ein
multiexponenzieller Abfall der Autokorrelationsfunktion zu beobachten und es wird ein
triexponenzieller Fit bendtigt, um eine ausreichend gute Anndherung an die gemessenen
Daten zu erhalten.!”® Die Nanopartikel-Probe wird ebenfalls einzeln gemessen, hierbei
sollte jedoch ein biexponenzieller Fit geniigen, um die Daten beschreiben zu kdnnen.
AnschlieBend wird nun die Mischung aus Nanopartikeln und Proteinen in der
dynamischen  Lichtstreuung  gemessen und  bewertet.  Lésst sich  die
Autokorrelationsfunktion aus der Summe der individuellen Korrelationsfunktionen bei
konstant gehaltenen Parametern nur durch Variation der Intensititsanteile gut
beschreiben, so liegt keine nennenswerte Agglomeration der Partikel vor. Weicht jedoch
der Fit von den Daten und damit das Residuum des Fits von Null ab, so ist dies durch die
Formation von Agglomeraten bedingt. Durch Erweiterung der Fitfunktion um eine
weitere Exponenzialfunktion kann die GroBe der gebildeten Agglomerate bestimmt

werden. Untersucht wurden nur die vesikuliren Polymerstrukturen, da diese als
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Wirkstofftragersysteme mit hydrophoben und hydrophilen Beladungsmoglichkeiten das
groffite Anwendungspotenzial bieten. Fiir Vesikel aus dem PBj3¢-PEOgs-Polymer mit
Hydroxyl-Gruppen auf der Oberfliche konnte eine geringfiigige Tendenz zur
Agglomeration mit Serumproteinen beobachtet werden (Abb. 4.17). Die Grofe der
Agglomerate wurde nach winkelabhdngiger Auftragung des apparenten Diffusions-
koeffizienten fiir ¢ 2 0 auf <Ry(Agg)>, = 90,6 nm ermittelt. Dies entspricht in etwa einer
Verdopplung des Radius der Vesikel in Wasser. Dazu sollte jedoch bemerkt werden, dass
diese ermittelte Agglomeratgrofle im Bereich der grof3ten Serumproteine liegt, und damit
eine eindeutige Zuordnung der PartikelgroBe schwierig ist.'”® Uber die Amplitudenanteile
der Mehrkomponenten-Fitfunktion kdnnen die Konzentrations- verhiltnisse der einzelnen
Komponenten grob abgeschidtzt werden. Der Amplitudenanteil der Partikelfraktion der
Grofe <Ru(Agg)>,=90,6 nm lag bei 0,6. Jedoch muss bei der Interpretation dieses
Wertes wiederum beachtet werden, dass grofle Partikel bei gleicher Konzentration (und
gleichem Brechungsindexinkrement) stirker streuen (Streuintensitit ~ R®). Aus diesem
Grund wurde dieser Amplitudenanteil im vorliegenden Fall nur zum direkten Vergleich

des Agglomerationsverhaltens der beiden Vesikeltypen vergleichbarer Ausgangsgrofle
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Abb. 4.17: DLS-Analyse des Agglomerationsverhaltens von Vesikeln aus PB;3)PEO4-OH in
Wechselwirkung mit Serumproteinen. DLS-Messung mit einer Serumkonzentration von 6 mg/mL in
Medium und 0,01 mg/mL PB;30PEOg-OH bei 23 °C, Streuwinkel 60°, zeigt geringfligige
Agglomeratbildung, erkennbar an der Abweichung des Fit-Residuums von 0 (rot markiert). Die
AgglomeratgroBe wurde aus fiinf winkelabhdngigen Messungen ermittelt. Der apparente
Diffusionskoeffizient wurde jeweils aus dem kombinierten Exponenzial-Fit (Triexp + Biexp + Monoexp)
der Autokorrelationsfunktion bestimmt. Aus der Extrapolation q > 0 ergibt sich iber <D>, ein
Agglomeratradius <R,g,>, von 90,2 nm.
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Vesikel des PBi30PEOg-COOH-Polymers mit Carboxyl-Endgruppe anstelle der
Hydroxylgruppe zeigten eine vergleichsweise geringe Tendenz zur Agglomeration
(Abb. 4.18). Der kombinierte Exponenzial-Fit der Autokorrelationsfunktion weicht nur
sehr gering von den gemessenen Daten ab. Ermittelt man dennoch eine Agglomeratgrofie,
wiirde diese mit <Rp(Agg)>,=91,6 nm in der gleichen GroéBenordnung wie bei den
Hydroxylvesikel liegen, mit einem Amplitudenanteil von 0,3 wére die Konzentration der

Agglomerate jedoch geringer.

*  PB, PEQ,-COCH Vesikel + FCS = PB,,PEQ,-COOH Vesikel + FCS
Fit Triexp+Biexp Fit Triexp+Biexp+Monoexp
Residuum Residuum
1,0 1,04
08 \ 081 z
06 06 g
= 044 Rn(Vesikel)=465nm = 041 R, (Vesikel) = 46,5 nm :
- R, (FCS)= 10,6 nm < R, (FCS)= 10,6 nm 4 T v -
& 0.2 2 02  [107em]
0,0+ - 7 00 W TR
-0,2 -0,2
10° 10* 10° 107 10" 10° 10' 10° 10° 10* 10° 10° 10* 10° 107 10" 10° 10' 10° 10° 10° 10°
t/ms t/ms

Abb. 4.18: DLS-Analyse des Agglomerationsverhaltens von PB;3;PEOg-COOH Vesikeln in
Wechselwirkung mit Serumproteinen. DLS-Messung mit einer Serumkonzentration von 6 mg/mL in
Medium und 0,01 mg/mL PB;30PEOs-COOH bei 23 °C, Streuwinkel 60°, zeigt geringfiigige
Agglomeratbildung, erkennbar an der Abweichung des Fit-Residuums von 0 (rot markiert). Die
Agglomeratgrole  wurde aus fiinf winkelabhdngigen Messungen ermittelt. Der apparente
Diffusionskoeffizient wurde jeweils aus dem kombinierten Exponenzial-Fit (Triexp + Biexp + Monoexp)
der Autokorrelationsfunktion bestimmt. Aus der Extrapolation q > 0 ergibt sich {iber <D>, ein
Agglomeratradius <R,gs>, von 91,6 nm.

Zusitzlich wurden Vergleichsexperimente mit reinem Rinderserumalbumin (BSA)
anstelle von Kaélberserum durchgefiihrt. BSA wies im Lichtstreuexperiment einen
hydrodynamischen Radius von <Ry>,=3,8nm auf Fir die Mischungen aus
Polymervesikeln und BSA ergab sich eine Radiusvergroferung fir die Hydroxylvesikel
um 2,8 nm und fiir die Carboxylvesikel um 2,4 nm. Diese Ergebnisse zeigen somit bei
ausschlieBlicher Priasenz von BSA eher die Ausbildung einer Proteinkorona in Form einer

Monoschicht um die Vesikel als eine Agglomeration mehrerer Vesikel

Die Vesikel des kiirzeren PBs3;-PEO2-Polymers zeigten in der dynamischen

Lichtstreuung in der Mehrkomponentenanalyse unabhingig von der Endgruppe keine

Agglomeratbildung in DMEM-Medium mit 10 % FCS (Abb. 4.19). Dieses Ergebnis gibt

129



Ergebnisse und Diskussion

Hinweise darauf, dass fiir die proteinrepulsive Wirkung des PEO-Blocks tatsdchlich die
Kettenlinge entscheidend ist (vgl. Abschnitt 4.1.3).

= PB_PEO,-OH Vesikel + FCS = PB_PEO,-COOH Vesikel + FCS
Fit Triexp+Biexp Fit Triexp+Biexp
Residuum Residuum
1,04 1,01
0,8+ 0,8

061 R, (COOH Vesikel) = 74,8 nm

0,61 =
Ry, (OH Vesikel) = 64,7 nm Ry (FCS)= 10,6 nm

R, (FCS)= 10,6 nm

© 04+ © 0.4+
o 2] > 02-
0,0 "';h"l' .-'fnuawwu 0,0+ T
-0,21 -0,2+
10° 10 107 107 10" 10° 10" 10° 10° 10" 10° 10° 10" 107 107 10" 10° 10" 10° 10” 10" 10°
1/ ms T/ ms

Abb. 4.19: DLS-Analyse des Agglomer ations verhaltens von Vesikeln aus PB3;,PEO,9-OH bzw. COOH
in Wechselwirkung mit Serumproteinen. DLS-Messung mit einer Serumkonzentration von 6 mg/mL in
Medium und 0,01 mg/mL PB;,PEO,q bei 23 °C, Streuwinkel 60, zeigt keine Agglomeratbildung.

PEO wird im Allgemeinen als proteinrepulsiv beschrieben. Diese Wirkung von PEO-
Ketten auf die Proteinadsorption auf Oberflichen wird durch die hohe Flexibilitdt und
sterische  Abwehr der hydrophilen Polymerketten erklirt. Dennoch wird die
Wechselwirkung von PEO und Proteinen kontrovers diskutiert. Experimente
demonstrierten beispielsweise, dass das Phasenverhalten von PEO und Wasser mit dem
Molekulargewicht des Polymers variiert.*” ** AuBerdem wurden unterschiedliche
Konformationen einzelner Ethylenoxid-Segmente beschrieben, welche zwischen polar
(gauche Konformer) und unpolar (trans Konformer) wechseln konnen und
dementsprechend auch in verschiedener Weise mit Wasser wechselwirken.?®2*!
Gleichzeitig mit dem Interaktionsverhalten des Polymers mit Wasser konnte sich
demnach auch das proteinrepulsive Verhalten in eine mdglicherweise proteinadhisive
Interaktion wandeln.**? Attraktive Wechselwirkungen zwischen PEO-Ketten und dem
Protein Streptavidin wurde von Elfremova et al. fiir PEO mit Molekulargewichten von
5000 g/mol beschrieben.**’ Experimente zu dem Adsorptionsverhalten von BSA und
Polyethylenoxid (auf Polystyroloberflichen) zeigten ebenfalls proteinadhdsive Wirkung.
Dabei nahm mit steigender Kettenlinge (148 —700 EO-Segmente, entspricht 6500 —

30800 g/mol) auch die Menge an adsorbiertem Protein zu.>>® Neben dem enthalpischen
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Anteil einer schwachen hydrophoben Interaktion zwischen PEO und BSA konnten
moglicherweise auch Entropieeffekte eine Rolle spielen. Im Gegensatz zu frei gelosten
Polymerketten konnen Polymerketten, welche an einer Oberfliche fixiert vorliegen, nicht
von voller Konformationsfreiheit profitieren, sodass die Bildung von Komplexen mit

Proteinen moglicherweise entropisch bevorzugt sein konnte.

Der Unterschied bei der Proteinadsorption der Vesikel, welche sich ausschlielich durch
die Blocklingen der Polymere unterscheiden, ist daher offenbar durch die zuvor
diskutierte Kettenlingen- Abhiingigkeit der Protein-PEO-Interaktion zu begriinden. Dieser
Zusammenhang zwischen PEO-Blocklinge und Proteinadsorption konnte demnach auch
eine Erklirung fiir die unterschiedliche Wirkung der Kugelmizellen aus PB3,-PEO,¢ und
PBy30-PEOg¢ in den Zytotoxizitdtsuntersuchungen darstellen, da - wie bereits erwihnt -

die Proteinadsorption einen Einfluss auf die Zellinternalisierung von Nanopartikeln hat

(Abschnitt 4.1.3).243-2%

41.5 Polymersom-Zell-Interaktion

Erginzend zu den Lichtstreumessungen wurde auch die Wechselwirkung der Vesikel mit
Zellen fir unterschiedliche Oberflichenladungen untersucht. Dabei sollte insbesondere
auch der Einfluss von Serumproteinen auf die Polymersom-Zell-Wechselwirkung
beurteilt werden. Um die Polymer-Vesikel im Zellexperiment verfolgen zu kdnnen,
wurden hier Phloxin B-beladene Vesikel verwendet (vgl. Abschnitt 4.1.2.1). Die Bindung
der Polymer-Vesikel an HelLa-Zellen wurde nach Inkubation in verschiedenen Medien
mittels Durchflusszytometrie gemessen. Die Inkubation wurde dabei entweder in PBS-
Pufferlosung oder in DMEM-Zellkulturmedium mit 10 % FCS durchgefiihrt. Um
ausschlieBlich die  Zellbildung zu  detektieren, wdhrend energieabhingige
Endozytoseprozesse gehemmt sind, wurden die Zellen fiir 60 Minuten bei 4 °C inkubiert.

Die Zellbindung in PBS ist offenbar von der Oberflichenladung der Vesikel abhingig.
PB3,-PEO2-COOH-Vesikel mit Carboxyl-Endgruppen binden im Vergleich zu den
Hydroxlvesikeln stirker an die Zellen (Abb. 4.20 oben).

Fand die Zellinkubation mit Polymersomen jedoch in Gegenwart von Serumproteinen
(DMEM-Medium mit 10 % FCS) statt, konnten kaum noch Unterschiede bei der

Zellbindung zwischen den Vesikeln mit verschiedenen Endgruppen gefunden werden
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(Abb 4.20 unten). Zudem war die Bindung der Partikel an die Zellen insgesamt stark
reduziert. Es scheint daher sehr wahrscheinlich, dass sich auch um die Vesikel aus dem
kiirzeren Polymer PB3;-PEO,9 eine Proteinkorona ausbildet, welche Einfluss auf die
direkte Wechselwirkung mit den Zellen hat. Reines DMEM-Medium ohne FCS-Zusatz
beinhaltet neben anorganischen Salzen, auch Glukose, Aminosduren und Vitamine. Es ist
daher nicht auszuschlieBen, dass auch diese Komponenten die Polymersom-Zell-
Wechselwirkung mit beeinflussen. An dieser Stelle sei noch einmal erwihnt, dass
samtliche Zytotoxizitdtsuntersuchungen generell in DMEM-Medium, erginzt mit

10 % FCS, durchgefiihrt wurden.

Inkubation in PBS-Pufferlosung

= Kontrolle
) = Carboxyl-Vesikel
< = Hydroxyl-Vesikel
[
>
w
Fluoreszenzintensitat
Inkubation in DMEM-Medium mit 10% FCS
= Kontrolle
= Carboxyl-Vesikel
» = Hydroxyl-Vesikel
4]
f=
[]
>
w
——r —

Fluoreszenzintensitat

Abb. 4.20: Durchflusszytometrie: Analyse der Zellbindung in Abhiingigkeit der Oberflichenladung
der Polymervesikel aus PB;-PEO,:”*' Histogramme von HeLa-Zellen zeigen ladungsabhingige
Zellaufnahme der Polymervesikel in PBS. In Zellkulturmedium, das Serumproteine enthilt, ist die
unspezifische Zellaufnahme stark reduziert. Die Kontrolle unbehandelter Zellen ist in grau dargestellt. Die
Zell-Inkubation mit Phloxin-B-beladenen Vesikeln wurde in PBS-Puffer pH 7 bzw. DMEM Medium mit
10 % FCS, 60 min bei 4 °C durchgefiihrt.
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Die Analyse der Proteinkorona von Nanopartikeln ist Gegenstand aktueller Forschung
und ist auf Grund der enormen Vielfalt im Plasmaproteom und der Austauschdynamik
der verschiedenen Partikel sehr komplex.?*> 25%* Bei Untersuchungen von Silica-
Nanopartikeln und Polystyrol-Nanopartikeln wurden beispielsweise bereits tiber 125
verschiedene Plasmaproteine identifiziert.'> ' Inwiefern die Zusammensetzung der
Proteine auf der Nanopartikeloberfliche von dessen Grof3e, Material, Rauheit und Ladung
beeinflusst wird und in welcher Weise die biologische Identitit des Partikels schlieBlich
die Wechselwirkungen an der Bio-Nano-Grenzfliche bestimmt, ist derzeit noch nicht
vollstindig geklirt. In Zellexperimenten wurde jedoch grundsétzlich ein Zusammenhang
zwischen der Prdsenz von Serumproteinen und der Zellaufnahme von Nanopartikeln
beobachtet.**> 2% 2> Die Untersuchung der Zellaufnahme von Nanopartikeln in vitro
wird oftmals in serumfreiem Zellkulturmedium durchgefiihrt, da viele Partikel in
Anwesenheit von Serumproteinen zur Agglomeration neigen. Die hier vorgestellte
Zellbindungsstudie zeigt jedoch deutlich, dass die Zellbindung maf3geblich durch die
Anwesenheit von Serumproteinen beeinflusst wird, auch wenn diese nicht zwangslaufig
mit der Agglomeration der Polymervesikel in Verbindung steht. Des Weiteren zeigten die
Carboxylvesikel im Vergleich zu den Hydroxylvesikeln eine stirkere Zellbindung. Diese
Tendenz blieb auch in Prasenz von Serumproteinen bestehen. Eine dhnliche Studie mit
Polystyrol-Nanopartikeln mit unterschiedlicher Oberflichenfunktionalisierung zeigte
ghnliche Trends beziiglich der Zellaufnahme in HeLa-Zellen.”>® Auch hierbei war die
Zellbindung und Internalisierung in serumfreiem Medium in vitro deutlich stirker als
nach Zusatz von fetalem Rinderserum. Der Vergleich in der Zellauthahme bezogen auf
die Oberflichenladung bestitigte ebenfalls die hier gezeigten Zusammenhdnge. So
wurden sowohl in serumfreien Medium als auch nach Serumzusatz die negativ geladenen
Partikel in hdherem MaB aufgenommen als ungeladene oder positiv geladene Partikel.*>®
Die bevorzugte Aufnahme negativ geladener Nanopartikel wurde ebenfalls in anderen /n—

vitro-Zelistudien beschricben,?2>> 244253

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass auch an Polymervesikeln aus
Blockcopolymeren mit dem proteinrepulsiven PEO als hydrophilem Block durchaus
Proteinadsorption stattfindet. Die Wechselwirkung der Serumproteine mit PEO ist dabei
offenbar von der Blocklinge abhingig. Unabhidngig von der Blocklinge kann keine

volistindige Priavention der Proteinadsorption erreicht werden.
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Generell ist eine Adsorption von Serumalbumin fiir die Anwendung in der Medizin
jedoch nicht nachteilig zu sehen, da Albumin zur Klasse der Dysopsonine zihlt und damit

eine erwiinschte Verlingerung der Blutzirkulation zur Folge haben kann.

Photos et al. untersuchten beispielsweise die /n—vivo-Blutzirkulationszeit von PB-b5-PEO-
Vesikeln verschiedener Kettenlingen im Vergleich zu Liposomen und PEGylierten
Liposomen (Stealth-Liposome). Hierbei wiesen auch die Polymervesikel aus dem
lingsten Polymer mit PB;30-PEOgg, welches einem PEO-Molekulargewicht von
3680 g/mol entspricht, eine im Vergleich zu Liposomen und Stealth-Liposomen lange

Zirkulationszeit (mit t;,= 25,5 h) auf.>’

Die Anwesenheit von Serumproteinen fiihrte fiir beide hier untersuchten Polymervesikel
zu einer reduzierten Zellbindung Ein Ziel der Nanomedizin ist die unspezifische
Zellaufnahme moglichst zu minimieren, um Nebenwirkungen an gesundem Gewebe zu

verhindern, daher ist im Grunde auch dieser Effekt wiinschenswert.

Die Zellbindung der Polymervesikel an Hela-Zellen in PBS zeigte dennoch eine
Abhéngigkeit von der Oberflichenladung der Partikel Die Tendenz zur bevorzugten
Bindung von negativ geladenen Vesikeln im Vergleich zu neutralen Hydroxyl-Vesikeln
war auch nach Serumzugabe noch schwach zu erkennen. Somit ist offenbar auch nach
Ausbildung einer Proteinkorona die urspriingliche Oberflichenfunktionalisierung von
Bedeutung. Diese Beobachtung weist darauf hin, dass auch bei Ausbildung einer
Proteinkorona eine Funktionalisierung der Vesikeloberfliche mit spezifischen Targeting-
Liganden durchaus erfolgsversprechend sein kann. Die Liganden wiren somit filir eine
spezifische Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren auf den Zielzellen zugéinglich
und konnten eine rezeptorvermittelte Zellaufnahme in erkrankte Zellen ermdglichen. Um
die Zugédnglichkeit der Liganden weiter zu verbessern, konnten diese tiber einen Spacer-

Arm an die Polymersom-Oberfliche gekuppelt werden.
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4.2 Polymer-Vesikelaus Poly(ethylenoxid)-block-
Poly(propylenoxid)-block-Poly(ethylenoxid)

Im Hinblick auf potenzielle Anwendungen in der Nanomedizin wurde auch die
Herstellung und Beladung von Vesikeln aus dem Triblockcopolymer Poly(ethylenoxid)-
block-Poly(propylenoxid)-block-Poly(ethylenoxid), kurz PEOsPPOgPEOs, im Rahmen
dieser Arbeit untersucht. Dieses Polymer ist unter dem Handelsnamen Pluronic® L121
kommerziell erhdltlich. Pluronic®-Polymere gelten im Allgemeinen als biologisch gut
vertriaglich. Einige Pluronic®-Polymere sind bereits fiir verschiedene Anwendungen in
Medizin und Kosmetik von der US-Behoérde FDA zugelassen (vgl. Abschnitt 2.3.4).'%
Die Hiirden fiir neue Medikamente wie auch neue Arzneiformulierungen sind aufgrund
der strengen Zulassungsregularien sehr hoch. Fir die Entwicklung eines
Wirkstofftrigersystems bietet daher ein bereits gepriiftes, sicheres Ausgangsmaterial
enorme Vorteile und damit verbesserte Chancen, in den klinischen Studien den hohen

Anforderungen an das Sicherheitsprofil zu geniigen.

Pluronic®-Polymere sind in einer Vielzahl von Blockldngenkompositionen erhdltlich
(vgl. Abschnitt 2.3.4). PEO-reiche Pluronic®-Polymere bilden in Wasser im Allgemeinen
sphiarische oder stibchenformige Mizellen. Konzentrations- und temperaturabhéngig
kann es dabei auch zu einem Ubergang in ein Polymergel kommen?'? 3%
Pluronic® L121 gehdrt mit nur 10 % PEO zu den PPO-reichsten Pluronic®-Polymeren
und unterscheidet sich stark im Phasenverhalten von den hydrophileren PEO-PPO-PEO-

Blockcopolymeren.

Eine Studie zum Phasenverhalten von Pluronic® L121 (PEOsPPOgPEOs) in einem
D,O/p-Xylol-System zeigte eine bevorzugte Bildung lamellarer und reverser (Wasser-in-
Ol) Strukturen fiir das PPO-reiche Polymer.*” Im Vergleich dazu wurden bei einem
PEO-reichen Blockcopolymer mit &hnlichem Molekulargewicht PEO43PPOsPEO4;
(80 Gew.-% PEO) bevorzugt normale (Ol-in-Wasser) Strukturen beobachtet. Wihrend fiir
ein weiteres Polymer PEO9PPO4PEO 9 (40 Gew.-% PEO) mittleren PEO-Anteils eine
volle Phasensequenz von L; (normale Mizelle (Ol-in-Wasser)) iiber Lo (lamellare Phase)
bis zu L, (reverse Mizelle (Wasser-in-Ol)) beobachtet wurde, wies Pluronic® L121 bei
keiner Losungsmittelkomposition Normalphasen bei 25 °C auf. Offenbar fiihrt also die
Blockkomposition dieses relativ hydrophoben Polymers mit dem sehr geringen PEO-

Anteil zu einer eingeschrinkten Phasensequenz. In konzentrierten Blockcopolymer-
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systemen wird das Phasenverhalten wie bereits erwdhnt maB3geblich von zwei Beitrdgen
der freien Energie bestimmt: von der Grenzflichenenergie und von dem Entropieverlust
aufgrund der geordneten Zusammenlagerung der hydrophoben Ketten. Diese Triebkrafte
bestimmen die Phasensequenz in der Polymerschmelze als Funktion der
Blockkomposition. Fiir die Selbstorganisation von PEO-PPO-PEO-Blockcopolymeren in
wiassriger Umgebung ist dennoch der hydrophobe Effekt, also die Entropie des Wassers,
als Haupttriebkraft der Aggregation anzusehen. Dies wurde durch eine umfassende
Studie zur kritischen Aggregationstemperatur und kritischen Aggregationskonzentration
von zwdlf verschiedenen Pluronic®-Polymeren experimentell bestitigt.>>® In dieser
thermodynamischen Untersuchung wurden fiir alle Polymere positive Enthalpie-Werte
(AH®) fiir die Polymeraggregation bestimmt. Die freie Energie AG® der Mizellisierung ist
offenbar dennoch negativ, da eine spontane Bildung thermodynamisch stabiler Mizellen

stattfindet. Folglich muss dieser endotherme Prozess entropisch getrieben sein.

Pluronic®-L121-Polymere bilden aufgrund des hohen hydrophoben Anteils (nur
10 Gew.-% PEO) in wissriger Umgebung keine sphirischen Mizellen, sondern bevorzugt
lamellare Strukturen aus.”®® Aus diesem Grund eignet sich dieses Polymer gut zur
Herstellung polymerer Vesikel, welche mit einem hydrophilen inneren Kompartiment
sowie einer duBeren hydrophoben Membran gute Voraussetzungen zum Ldsen und

Transportieren verschiedener Wirkstofftkomponenten bieten.

Im Vergleich zu Vesikelstrukturen aus den zuvor beschriebenen PB-bH-PEO-
Diblockpolymeren verhalten sich Pluronic®-L121-Vesikel in einigen Punkten deutlich

unterschiedlich.

Wegen der Molekiilstruktur des symmetrischen Triblocks, verglichen mit dem
asymmetrischen PB-bH-PEO-Dilock, differieren Pluronic®-Vesikel stark in ihrer
Membranarchitektur (Abb. 4.21). Wihrend sich die PB-5-PEO-Vesikelmembran aus zwei
sich gegeniiberliegenden Monoschichten bildet, wobei die hydrophoben Polymerketten
zum Teil interdigitieren, konnen sich die Pluronic®-Polymere in der Membran auf
verschiedene Arten anordnen: Aufgrund der Block-Komposition hydrophil-hydrophob-
hydrophil kann eine Polymerkette die gesamte Membrandicke durchspannen (I-Form),
alternativ konnen jedoch auch beide hydrophilen Blocke entweder der wéssrigen

Umgebung oder dem hydrophilen inneren Lumen des Vesikels zugewandt sein (U-Form).
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Nach Noolandi und Svensson steigt die Wahrscheinlichkeit, dass sich beide hydrophilen
Segmente auf der gleichen Seite des PPO-Blocks anordnen, mit zunehmender Gro3e der
hydrophoben Domine in der lamellaren Phase.”®"?% Die apparente Membrandicke der
L121-Vesikel nach Abschitzungen iiber den Massendickenkontrast aus Cryo-TEM-
Aufnahmen ist mit 3 — 5 nm relativ klein, sodass hierbei vermutlich der Grof3teil der

Polymerketten eher die gesamte Membrandicke durchspannt.'*!

Ein weiterer Unterschied zwischen PB-b-PEO-Vesikeln und Pluronic®-Polymersomen
liegt in der Loslichkeit des hydrophoben Blocks. Generell ist der PPO-Block besser
wasserloslich als der PB-Block. Im zuvor beschriebenen Experiment zum
Phasenverhalten von Pluronic® L121 (PEOsPPO&PEOs) n einem D,O/p-Xylol-System
wurde bei einer vollstindigen Séttigung des PEO-Blockes mit Wasser in der lamellaren
Phase ein molekulares Verhiltnis von Wasser zu EO von ungefihr 24 ermittelt.”>® Diese
Wassermenge iibersteigt die theoretische Loslichkeit von Wasser in PEO. Diese Tatsache

weist darauf hin, dass Wassermolekiile zum Teil auch den PPO-Block solvatisieren.

PEQ-b-PPO-b-PEQ PEO-b-PB
{Pluronic® L121)

(1? {\E—,(’\h 0, 0,
GBOZDD) PEO 10 % PEO 29%

A B A A B

o Cargo
(hydrophil, niedermolekular}

* Triblock * Diblock
* Wassermolekiile auch im PPO-Block * Sehr hydrophob (PB-Block)
* Fluide, flexibel * Wenig fluide, relativ steif
* Relativ permeabel fir kleine hydrophile * Impermeabel

Substanzen (abhéngig von Blocklange)

Abb. 4.21: Schematische Darstellung der Vesikelmembran aus Pluronic® L121 (PEO-PPO-PEQO) und
PEO-b-PB im Vergleich.
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PEOs5-PPOgs-PEOs weist zudem thermoresponsives Verhalten auf. Wird Pluronic® L121
auf Temperaturen unterhalb der LCST des PPO-Blocks von 15 °C gekiihlt, so 16st sich
der gesamte Triblock in der wissrigen Umgebung und die supramolekulare Struktur des

Vesikels desorganisiert sich (vlg. Abschnitt 2.3.4.2, Abb. 2.13).

Unabhidngig von diesem thermoresponsiven Verhalten ist die Membranpermeabilitit der
PEO-PPO-PEO-Vesikel in wissriger Phase im Vergleich zur PB-PEO-Membran erhoht,
so dass verschiedene kleine geladene wie auch ungeladene Molekiile durch die Membran
diffundieren konnen. Eine Studie von Rodriguez-Garcia et al demonstrierte
beispielsweise die Durchldssigkeit von Pluronic®-L121-Vesikeln fiir Calcein im direkten

Vergleich zu Vesikeln aus PB4sPEO29 (M =3800 g/mol), welche im Gegensatz dazu

Membranintegritdt fir den Farbstoff zeigten. '’

Diese Permeabilitdt, welche offenbar mit der hoheren Solvatisierung der Membran in
Zusammenhang steht, ermdglicht eine zeitverzogerte Freisetzung von eingekapselten
Substanzen, wie z.B. Wirkstoffen, was es zusammen mit der guten Biovertraglichkeit zu

einem vielversprechenden System fiir den Einsatz in der Nanomedizin macht.

4.2.1 Herstellung und Beladung von Pluronic®-Polymersomen

Pluronic® L121 unterscheidet sich auch im Hinblick auf die Herstellungsmoglichkeiten
von Vesikeln vom PB-PEO-Modellpolymer. Letzteres ermdglicht die Herstellung von
Vesikelstrukturen mittels Filmrehydration oder auch der einfachen Batch-Ausfiihrung der
Co-Losungsmittelmethode, bei der sukzessive der Wasseranteil der Polymerlosung
(zundchst in THF) erhoht wird. Pluronic® L121 neigt auf Grund des sehr hohen
hydrophoben Anteils (90 %) und der damit verbundenen Molekiilgeometrie zur Bildung
von groBeren Lamellen, wohingegen die Vesikelbildung, insbesondere die kleiner Vesikel
mit hoher Kriimmungsenergie, thermodynamisch nicht bevorzugt ist."*% 3! Foster et al.
berichteten bereits iiber die Herstellung von L121-Vesikeln im Mikrometer-Bereich
mittels Doppelemulsionsmethode.*®® Kleinere Vesikel mit Radien unter 100 nm wurden
bisher zumeist in 2-Stufen-Prozessen wie beispielsweise mittels Ultraschall und
nachfolgender Extrusion durch eine Polycarbonat-Membran hergestellt.'*!-** Bryskhe et
al. demonstrierten die spontane Bildung von L121-Vesikeln aus einer auf8 °C gekiihlten,
verdiinnten Polymerlosung in Wasser, welche nachfolgend durch Temperaturerhohung

zur Aggregation gebracht wurde.'>® Dabei wurden unilamellare Vesikel mit Radien
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zwischen 30 und 200 nm mit einer exponenziellen Groflenverteilung erhalten. Diese
waren iber einige Stunden stabil, jedoch zeigte sich nach wenigen Wochen Prizipitation,

welche vermutlich auf die Bildung grof8erer Lamellen zurlickzufiihren ist.

Mit dem Ziel, eine kontinuierliche Herstellung nanoskaliger Vesikel mit enger
GroBenverteilung zu realisieren, wurde die bereits vorgestellte Mikromischer-
Technologie an das Pluronic®-L121-Polymer adaptiert. Gleichzeitig wurde eine In-Situ-

Beladung der gebildeten Vesikel erfolgreich umgesetzt.

Die Mikromischer-Technologie beruht auf dem Grundprinzip der Co-Ldosungs-
mittelmethode (Abschnitt 2.3.2). Fiir die Auswahl eines geeigneten Co-Losungsmittels ist
die Erflillung folgender Grundvoraussetzungen entscheidend: Das Co-Ldsungsmittel
sollte ein gutes Losungsmittel fiir beide Blocksegmente sein und es sollte unbegrenzt mit
dem selektiven Losungsmittel, hier Wasser, mischbar sein. Zusétzlich sollte das Co-
Losungsmitte]l auch die Beladung der Vesikel ermdglichen, d.h. beispielsweise auch stark
hydrophobe Komponenten, welche in die Vesikelschale integriert werden sollen, gut
l6sen. Zwei gute Losungsmittel fiir eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen, die
gleichzeitig unbegrenzt mit Wasser mischbar sind, sind z.B. DMSO und THF. DMSO
wird hdufig zur Losungsvermittlung von Fluoreszenzfarbstoffen oder fiir die
Kryokonservierung von Zellen in der Biologie eingesetzt. Es weist eine relativ hohe
Dichte (1,1 glem’) wie auch Viskositit (2,14 mPas bei 20 °C) auf, weshalb es bei einer
Mischung mit Wasser aufgrund der langsamen Diffusion vergleichsweise lange Zeit zur
vollstindigen Homogenisierung benétigt. THF mit einer Dichte von 0,89 g/crm® und einer
Viskositit von 0,55 mPas liegt deutlich niedriger, wodurch eine schnelle Mischung in der
mikrofluidischen Anlage gewihrleistet ist. Des Weiteren lassen sich in THF
beispielsweise auch Olsdure-stabilisierte Eisenoxidpartikel 16sen, wihrend diese in
DMSO, welches nicht mit Alkanen mischbar ist, prazipitieren. Aus den hier genannten
Griinden wurde somit THF auch fiir die Herstellung von Pluronic®-Vesikeln als Co-

Losungsmittel gewahlt.

Im Gegensatz zu den PB;30-PEOgs-Polymeren lassen sich mit Pluronic® L121 mit der
Co-Losungsmittelmethode im Batch keine Vesikel herstellen. Offenbar verliuft hierbei
die Bildung von gro3en lamellaren Strukturen so schnell, dass es bereits nach kurzer Zeit

zur Prazipitation kommt und keine stabile Vesikellosung entsteht. Um eine vorzeitige
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Phasenseparation zu vermeiden, wurde daher bei der Herstellung von Pluronic®-Vesikeln
auf eine Vormischung mit Wasser verzichtet. Um dennoch einen geniigend hohen Anteil
des selektiven Losungsmittels fiir die Strukturbildung zu erreichen, wurden
asymmetrische Mischbedingungen gewédhlt. Flussraten von 1 ml/min fiir die
Polymerlosung und 10 mL/min fiir das selektive Losungsmittel Wasser erwiesen sich
dabei als praktikabel. Anders als die PB-PEO-Diblock-Polymere welche mit
29 % —43 % PEO unter diesen Bedingungen nahezu ausschlieBlich kugelmizellare
Strukturen bilden wiirden, aggregiert das Triblockpolymer Pluronic® L121 mit nur
10 % PEO unter diesen asymmetrischen Flussbedingungen in vesikulire Strukturen,

wihrend die Ausbildung der bevorzugten grofen Lamellen im Mischer verhindert wird.

Die Unterschiede im Aggregationsverhalten im Mikromischer zwischen PB-5-PEO und
dem nun vorgestellten Pluronic® L121 sind neben dem hohen hydrophoben Anteil auf

weitere Faktoren zuriickzufiihren.

Grundsétzlich unterscheiden sich Tri- und Diblockpolymere in ihrem Aggregations-
verhalten. Die Gruppe um Adi Eisenberg zeigte beispielsweise flir ein Triblockcopolymer
aus Polystyrol und Poly[5-(N,N,-Diethylamino)isopren] neben Unterschieden in der
Loslichkeit auch die Bildung besonderer schalenartiger Polymeraggregate, wahrend sich
das Diblockpolymer vergleichbarer Komposition mit identischen Blocklingen unter

gleichen Bedingungen in Vesikelstrukturen organisierte. "’

Zusitzlich zur Triblockkomposition handelt es sich bei Pluronic® L121 mit einem
mittleren Molekulargewicht von ca. 4400 g/mol um ein relativ kleines Polymer, welches
dementsprechend einen kleinen hydrodynamischen Radius und damit einen
vergleichsweise hohen Diffusionskoeffizienten aufweist. Verglichen mit PB;30-PEOge
(M =10800 g/mol), welches mit mehr als dem doppelten Molekulargewicht sehr viel
langsamer diffundiert, ist somit wahrscheinlich auch die Kinetik der Selbstorganisation
des Pluronic® L121 sehr viel schneller. Des Weiteren kdnnte sich auch der Mechanismus
der Strukturbildung der beiden Polymersysteme unterscheiden. Wéhrend bei den nun fiir
die Vesikelherstellung aus Pluronic® L121  eingestellten sehr hohen Fluss-
geschwindigkeiten bei allen hier untersuchten PB-PEO-Polymeren ausschlieBlich
Mizellen entstanden, wurden fiir Pluronic® L121 zu keiner Zeit mizellare Strukturen
gefunden. Dies konnte zum einen mit der schnelleren Selbstorganisation
zusammenhingen, jedoch auch in einem verdnderten Bildungsmechanismus aufgrund der

besonderen Molekiilgeometrie begriindet sein. AuBBerdem unterscheiden sich, wie bereits
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erwidhnt, auch die Membranarchitekturen der beiden Polymersysteme. Wéahrend bei PB-
PEO-Diblockpolymeren eine Doppelschicht aus jeweils zwei gegeniiberliegenden
Monoschichten aufgebaut ist, kann die Membran aus Pluronic® L121 aus nur einer
Polymerschicht gebildet werden, in welcher der Triblock die gesamte Dicke durchspannt.
Ein ebenfalls nennenswerter Unterschied der beiden diskutierten Polymere liegt in der
Loslichkeit bzw. Mobilitdt einzelner Polymerketten im Losungsmittelgemisch. Wahrend
fiir PB-b-PEO-Polymere die Diffusion in einem THF/Wasser-Gemisch bereits ab ca.
70 % Wasseranteil auf Grund der sehr geringen Loslichkeit stark eingeschrdnkt ist und
die Struktur kinetisch gefangen bleibt, liegt Pluronic® L121 selbst in reinem Wasser bei
Raumtemperatur neben lamellaren Aggregaten noch teilweise in unimolekularen Ketten
vor."*® Demzufolge wird der Prozess der Selbstorganisation des Pluronic® L121 im
Vergleich zum PB-b-PEO im Mikromischer nicht so abrupt beendet, weshalb es den
Erwartungen entspricht, dass selbst unter Annahme eines vergleichbaren Struktur-
bildungsmechanismus iiber die Kugelmizelle als Zwischenstruktur auch bei sehr hohen
Mischgeschwindigkeiten keine sphidrischen Mizellen aus dem L121-Polymer erhalten
werden konnen. Pluronic® L121 besitzt zudem mit beiseitig jeweils nur fiinf EO-
Segmenten (im Vergleich zu 29 EO-Segmente fiir das kiirzeste hier verwendete PB-PEO-
Polymer, M = 3300 g/mol) wahrscheinlich nicht die Moglichkeit die instabile

Zwischenstruktur der Kugelmizellen ausreichend sterisch zu stabilisieren.

Mit den hier eingestellten hohen Flussgeschwindigkeiten Esst sich die Bildung relativ
einheitlicher nanoskaliger Vesikel aus Pluronic® L121 im Mikromischer realisieren. Die
vergleichsweise schnelle Strukturbildung im Mikromischer ermdglicht gleichzeitig den
Einbau von stark hydrophoben Komponenten, welche unter anderen Bedingungen in

direktem Kontakt mit Wasser sofort ausfallen wiirden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden P luronic®-Polymersome als auch Hybrid-Polymersome
mit hydrophiler und hydrophober Beladung hergestellt und umfassend charakterisiert.
Fiir Modell-Untersuchungen dienten dabei die Farbstoffe Phloxin B und Rhodamin B als
Cargo. Im Hinblick auf die Entwicklung eines theranostischen Wirkstofftragersystems
wurden zudem hydrophobe Eisenoxid-Nanopartikel in die Vesikelmembran eingebaut
sowie eine Beladung der Polymersome mit dem Zytostatikum Camptothecin
durchgefiihrt. Das potenzielle Wirkstofftragersystem wurde anschlieBend beziiglich des
Freisetzungsverhaltens in vitro untersucht sowie die zytotoxische Wirkung des

verkapselten Wirkstoffs auf Krebszellen getestet. Zusdtzlich wurde die Mdglichkeit zu
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einem aktiven Targeting iiber eine Oberflichenfunktionalisierung mit dem spezifischen
Liganden Bombesin gepriift. Das Potenzial der Hybrid-Polymersome fiir die
medizinische Bildgebung als theranostischer Nanotransporter wurde zudem mit Hilfe

verschiedener Messungen zu den magnetischen Eigenschaften evaluiert.

Auf die einzelnen Systeme wird im Folgenden niher eingegangen. In Abb 4.22 ist
zusammenfassend noch einmal der allgemeine Versuchsaufbau fiir die Herstellung und

Beladung von Polymersomen im Mikromischer schematisch dargestellt.
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Abb. 4.22: Kontinuierliche Herstellung beladener Pluronic®-Polymersome. Die Startlosung beinhaltet
das PEO-PPO-PEO-Polymer in Tetrahydrofuran, welches ein gutes Losungsmittel fiir beide Blocke
darstellt. Diese wird sehr schnell dem selektiven Ldsungsmittel (Wasser) fiir den PEO-Block im
Mikromischer in Kontakt gebracht, wodurch die Selbstorganisation der Polymer-Vesikel induziert wird.
Die Beladung mit hydrophoben Substanzen (z.B. Olsiure stabilisierte Eisenoxidnanopartikel oder schwer
wasserlosliche Wirkstoffe) kann durch einfache Zugabe in die Start-Polymerldsung vor dem Mischen
realisiert werden. Aufgrund ihrer Lipophilie werden diese dann wéhrend des Strukturbildungsprozesses in
den hydrophoben Bereich der Membran eingebaut. Hydrophile Substanzen koénnen entweder in das
Wasserreservoir gegeben werden oder, wenn es die Loslichkeit erlaubt, auch in die THF-Startlosung. Es
folgt eine vollstindige Entfernung des Co-Losungsmittels sowie gegebenenfalls eine Aufreinigung der
beladenen Vesikel durch Dialyse und/oder Gelfiltration. Die Carboxylierung des Polymers im Vorfeld der
Polymersom-Herstellung kann zusitzlich eine weitere Oberflichenmodifikation zB. mit Peptiden oder
Proteinen zu Targeting-Zwecken gewihrleisten.
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4211 Kontrollierte Vesikelbildung aus Pluronic® L121 und L121-COOH

Eine kontrollierte Herstellung einheitlicher Polymervesikel im Submikrometerbereich ist
insbesondere fiir biomedizinische Anwendungen sehr wichtig. Die exakte GroB3e ist zwar
nur einer von vielen Faktoren, welcher den Weg eines Nanotransporters durch den Korper
beeinflusst, dennoch ein entscheidender Faktor. Vesikel mit Radien zwischen 50 und
100 nm besitzen ein verhiltnismiBig groBes Innenvolumen, welches fiir hydrophile
Beladung genutzt werden kann. Zudem sind sie gro genug, um eine renale
Ausscheidung zu verhindern. Gleichzeitig sind Polymervesikel dieser Dimensionen klein
genug, um beispielsweise durch die Liicken erweiterter Blutgefde in Tumorgeweben
oder an Entziindungsherden gelangen zu konnen und so vom passiven Targeting nach
dem Enhanced Permeability and Retention Effect (EPR Effekt) profitieren. Des Weiteren
erleichtert eine Grof3e unterhalb 200 nm im Durchmesser eine Sterilfiltration, welche fiir

medizinische Anwendungen oft unabdingbar ist.

Im Hinblick auf einen gezielten Wirkstofftransport sollte auch das Ankniipfen eines
spezifischen Targeting-Liganden an der Polymersom-Oberfliche moglich sein, damit
neben der Ausnutzung des EPR-Effekts im Sinne des passiven Targetings fiir
Nanotransporter auch eine aktive Targeting-Strategie verfolgt werden kann. Dazu wurde
eine Modifikation des PEOs-PPOgs-PEOs-Polymers mit Hilfe von Bernsteinsdure-
anhydrid durchgefiihrt (Abb. 4.23).

[} o]
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Abb. 4.23: Reaktionsschema: Carboxylierung von Pluronic® L121

IR-Spektroskopie-Messungen bestitigten den Erfolg der Carboxylierung. Das Spektrum
der Probe nach der Modifikation und Aufreinigung weist eine deutliche Bande im
typischen ~Absorptionsbereich einer Carbonylfunktion von 1670-1820 cm™ auf
(Abb. 4.24). Die Spektren des unbehandelten Pluronic® L121 im direkten Vergleich zur
modifizierten Probe sind noch einmal im Anhang gezeigt (Abb. 9.2).
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Abb. 4.24: IR-S pektrum nach Carboxylierung des Pluronic® L121 mit Bernsteinséureanhydrid. Die
typische Carbonylbande ist mit einer griinen Markierung versehen.

Die Vesikelherstellung im Mikromischer erfolgte wie bereits erwahnt bei asymmetrischen
Flussbedingungen von 1 mL/min (10 g/L Polymerlésung in THF) und 10 mL/min
Wasser. Sowohl das Polymer Pluronic® L121 als auch das carboxylierte Polymer
L121-COOH organisieren sich unter diesen Bedingungen in vesikulire Strukturen. Die
Analyse mittels dynamischer Lichtstreuung ergab einen mittleren hydrodynamischen
Radius Ry von 60 nm fiir Vesikel aus L121 und fiir das carboxylierte Polymer einen etwas
groBBeren mittleren Vesikelradius Ry von 75 nm (Tab 4.5). Die w-Werte liegen mit 0,11
und 0,13 hoher als fiir die im Mikromischer hergestellten PB;30-PEOgs- Vesikel, jedoch in
der gleichen GroBenordnung der extrudierten Vesikelproben des PBj;;-PEOyg (vgl
4.1.1.3). In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei Pluronic® L121 um ein
gro3technisches Produkt handelt, welches eine vergleichsweise hohe Polydispersitit
aufweist und zudem sehr wahrscheinlich mit Homopolymeren der Blocksegmente
verunreinigt ist, ist diese relativ enge GroBenverteilung, welche vergleichbar mit einer

extrudierten Probe ist, durchaus zufriedenstellend.

Mit Hilfe der statischen Lichtstreuung wurde zusitzlich der Tragheitsradius R, der
Vesikelproben ermittelt. Das p-Verhiltnis Ry/Ry, welches in beiden Féllen nahe des
theoretischen Wertes fiir eine Hohlkugelstruktur (p = 1) lag, bestdtigt damit das Vorliegen
der vesikuldren Struktur. Des Weiteren wurde das C-Potential beider Proben bestimmt.

Vesikel des carboxylierten Polymers wiesen dabei deutlich stirker negative Werte auf als
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die unmodifizierten Pluronic®-Vesikel. Diese Verschiebung des C-Potenzials bestitigt
damit das Ergebnis der IR-Spektroskopie und zeigt ebenfalls die erfolgreiche
Konvertierung der Hydroxyl-Endgruppen in die negativ geladenen Carboxyl-

Endgruppen.

Tab. 4.5: Analyse der herstellten Pluronic®-L121- und L121-COOH-Vesikel

Rn a Rg C-Potenzial
Probename K2 (90°) p=Rg/Rn
[nm] [nm] [mV]
L121 60 0,11 61 1,02 -19+2
L121-COOH 75 0,13 77 1,03 -4413

® Mittlerer hydrodynamischer Radius der Polymersome wurde aus winkelabhingiger, dynamischer
Lichtstreuung emmittelt. Der zweite Kumulant p, kann als MaR der Poly-dispersitdt angesehen werden (nach
der Kumulanten-Methode®® ** entspricht 11,=0,05 bei 90° Streuwinkel einer Polydispersitit im Radius von ca.
25%).

e Rg Tragheitsradius aus statischer Lichtstreuung bei 0,1 g/L

Eine hydrophile Beladung der Pluronic®-L121-Vesikel mit den Farbstoffen Phloxin B
und Rhodamin B erfolgte bei gleichen experimentellen Bedingungen, jedoch wurde der
jeweilige Farbstoff im Wasserreservoir erginzt und die Vesikel anschlieBend iiber eine
Gelfiltrationssdule aufgereinigt. Der Zusatz der Farbstoffe hatte keine Auswirkung auf
den Strukturbildungsprozess. Untersuchung der zeitlichen Stabilitit der Pluronic®-L121-
Vesikel in Abhédngigkeit ihrer Beladung werden in Abschnitt 4.2.2 diskutiert.
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42.1.2 Beladung von Pluronic®-L121-Vesikel mit hydrophoben Eisenoxid-
Nanopartikeln

Die Kombination von magnetischen Nanopartikeln und einem vesikuliren Wirkstoft-
trigersystem ist auf Grund der vielfiltigen Moglichkeiten im biomedizischen
Anwendungsbereich von besonderem Interesse. Wie bereits erwdhnt, kdnnen so
therapeutische Funktionen wie der Wirkstofftransport oder auch Hyperthermie-
Behandlungen mit diagnostischen Verfahren wie beispielsweise MRT kombiniert werden,
wodurch eine Nachverfolgung des Nanotransporters innerhalb des Korpers moglich
wiirde. In dem zuvor beschriebenen PB-bH-PEO-Modellsystem konnten maximal
4 % (w/w) hydrophober Eisenoxid-Nanopartikel bezogen auf die Polymerkonzentration
mit Hilfe der Mikromischertechnologie eingebaut werden. Fiir einige Anwendungsgebiete
wie beispielsweise die magnetische Lenkung des Wirkstofftragers durch den Korper oder
eine durch ein externes alternierendes Magnetfeld induzierte Wirkstofffreisetzung wiirde
eine hohere und homogenere Beladung der Vesikel mit magnetischen Nanopartikeln eine

verbesserte Leistung bedeuten.

Ziel war somit die Beladungsdichte der Pluronic®-Polymersome im Vergleich zu dem
PB-b-PEO-System deutlich zu steigern. Wichtig war auch hierfiir die Herstellung von
relativ eng verteilten Proben, da die PartikelgroBe erheblichen Einfluss auf die
Blutzirkulation, die Klirung aus dem Blutkreislauf durch das mononukleédre

Phagozytensystem (MPS) und damit auf die Biodistribution hat (vgl. 1.2.3).

Die In-Situ-Beladung von L121- und LI21-COOH-Vesikeln mit magnetischen
Eisenoxid-Nanopartikeln erfolgte unter gleichen Mischbedingungen wie die Herstellung
der leeren Vesikel Die Olsiure-stabilisierten Eisenoxid-Partikel wurden der
Polymerstartlosung in THF zugesetzt. Es wurden magnetische Polymersome mit
4 —-50 % (w/w) erfolgreich hergestellt. Die Verkapselungseffizienz, also der Anteil der
eingebauten Nanopartikel bezogen auf die eingesetzte Menge an Partikeln, lag in allen
Féllen nahe 100 %. Dies wurde durch eine thermogravimetrische Analyse bestitigt
(Daten im Anhang, Abb. 9.3). Es wurde zu keiner Zeit eine Prézipitation der Eisenoxid-

Nanopartikel beobachtet.

Die erhaltenen Magnetvesikel zeigten eine relativ enge GroBenverteilung mit
w(90°)< 0,1, welche demnach im Vergleich zu den unbeladenen Vesikeln noch
verbessert war. Die Beladung hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Strukturbildung.

Alle Radien <Rp>, lagen weiterhin unterhalb 100 nm. Auch fiir die beladenen Vesikel
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wiesen die {-Potential-Messungen erwartungsgemill die gleichen Unterschiede fiir die
Hydroxyl und die Carboxyl-Vesikel auf. In Tab 4.6 sind die Kenndaten der hergestellten

Magnetvesikel zusammengefasst.

Tab. 4.6: Charakteristika hergestellter L121- und L121-COOH-Vesikel mit Eisenoxid-Beladung

Ry ¢-Potenzial  Eisenoxid”

Probename K" (90°)

[hm] [mVv] [%(w/w)]
1121 (4% Fe,0,) 62 0,07 -1943 4,1
1121 (8% Fe,0,) 63 0,04 -17+43 7,1
1121 (16% FecO,) 63 0,03 -19+2 17,4
1121 (50% FecO,) 62 0,03 -1713 49,8
L121-COOH (8% Fec0,) 73 0,08 -45+3 7,6

aMittlererhydrodynamischer Radius der Polymersome wurde aus winkelabhédngiger,
dynamischerLichtstreuung ermittelt. Der zweite Kumulant p, kannals MaR der Poly-
dispersitit angesehenwerden (Nach der Kumulanten-Methode® ** entspricht 11,=0,05
bei 90° Streuwinkel einer Polydispersitatim Radius von ca. 25%).

® Angegebener Eisenoxidgehalt bezieht sichauf die Polymerkonzentration und wurde
mittels Thermogravimetrischer Analyse ermittelt.

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Hybrid-Polymersome
visualisiert. Das Pluronic®-Polymer hat im Vergleich zu Eisenoxid auf Grund der
geringen Massendichte nahezu keinen Kontrast unter dem Elektronenmikroskop. Die
beladenen Polymersome erscheinen daher weitestgehend als isolierte Anhdufungen von

Eisenoxid-Nanopartikeln, welche die sphérische Morphologie der Vesikel andeuten.

Abb. 4.25 (links) zeigt eine TEM-Aufnahme einer getrockneten Vesikelprobe aus
carboxyliertem Pluronic® L121 mit ca. 8 % Eisenoxid-Gehalt. Einige der magnetischen
Polymersome sind trotz des Wasserentzugs in ihrer kugelformigen Morphologie noch
erkennbar. Im Gegensatz zu dem PB-b-PEO verfiigt das Pluronic®-Polymer nicht iiber
Doppelbindungen, welche fiir eine Vernetzung ausgenutzt werden konnen. Oft ist die
Stabilitdt unvernetzter Polymervesikel in getrocknetem Zustand nicht mehr gegeben,
sodass diese aufgrund ihrer Hohlkugelstruktur kollabieren. Offenbar helfen im Fall der
hier gezeigten Hybrid-Polymersome die eingebauten hydrophoben Eisenoxid-
Nanopartikel, die Vesikelmembran zu stirken und damit zumindest teilweise ihre

Vesikelstruktur zu bewahren. Vesikel mit zu geringem Eisenoxid-Gehalt kollabierten
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dennoch und erscheinen in der TEM-Aufnahme daher als kleinere, weniger definierte
Partikelgruppen. Dadurch erscheint diese Probe in der TEM-Aufnahme relativ
polydispers.

Ein einfacher Versuch zeigte, dass sich die hergestellten magnetischen Polymersome
(7,6 % Eisenoxid) mit Hilfe eines dueren Magnetfeldes (hier ein Stabmagnet) aus der
Dispersion separieren lassen (Abb. 4.25, rechts). Die Mdglichkeit die magnetischen
Polymersome mit Hilfe eines externen Magnetfeldes zu bewegen, konnte auch fiir ein
potenzielles magnetisches Targeting von Interesse sein. Bealle et al. demonstrierten diese
Moglichkeit mit Eisenoxid-beladenen Liposomen bereits im Zellversuch, bei welchem
durch ein Magnetfeld eine erhohte Zellaufnahme der Liposomen induziert werden
konnte.”’®> Um diese Anwendung genauer zu evaluieren sind an den magnetischen

Polymersomen Messungen zur magnetophoretischen Mobilitdt in Abhéingigkeit des

Eisenoxid-Gehaltes fiir die Zukunft geplant.

Abb. 4.25: TEM-Aufnahme einer getrockneten Vesikelprobe aus Pluronic®-L121-COOH, beladen
mit magnetischen Fisenoxid-Nanopartikeln (7,6 % Eisenoxidgehalt). Das Foto (rechts) zeigt die
gleiche Probe in wissriger Dispersion vor und nach der Magnetseparation.

Kryogene Elektronenmikroskopie ermdglicht die Visualisierung einer Probe in wissriger
Umgebung. Die Probe wird hierbei so schnell schockgefroren, dass die Bildung von
Wasserkristallen weitestgehend vermieden wird und die Probe in ihrer ,natiirlichen®
Umgebung abgebildet werden kann. Mit Hilfe der Kryo-TEM-Technik wurden
Aufnahmen von Magnetvesikeln mit unterschiedlicher Beladungsdichte erhalten
(Abb. 4.26).
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Abb. 4.26: Kryo-TEM-Aufnahmen von L121-Vesikeln, hydrophob beladen mit 4,1 % Eisenoxid
(links) und 17,4 % (W/w) Eisenoxid (rechts) in der Vesikelme mbran.”%® Copyright © 2013, Royal
Society of Chemistry. Wiedergabe mit Genehmigung.

Beide Aufnahmen zeigen eine definierte sphdrische Morphologie der Hybrid-Vesikel.
Die Eisenoxidpartikel sind relativ homogen iiber die gesamte Vesikelmembran verteilt.
Der Kontrast ist dabei iiber das ganze Vesikel gleichméfig stark. Dies ist ein Hinweis auf
eine vesikuldre Struktur, da fiir eine Kugelmizelle, bei der das Innere mit Magnetpartikeln
geflillt wire, der Kontrast im Zentrum der Struktur deutlich hoher als in der duBeren
Region sein miisste. Mit Hilfe statischer Lichtstreuung wurde zudem exemplarisch fiir die
Probe mit 17,4 % Eisenoxid der Trigheitsradius bestimmt. Dieser lag bei Rg= 62 nm
(Rhn=63nm) und bestitigte iiber das p-Verhiltnis Ry/Rp,=0,98 damit ebenfalls die
vesikulire Hohlkugel-Struktur.

In den Kryo-TEM-Aufnahmen (Abb. 4.26) wiesen die Vesikel ca. 160 nm im
Durchmesser auf. Dieser Wert liegt tiber den mittleren hydrodynamischen Durchmessern
von ca. 125 nm aus der Lichtstreuung. Ausgehend von ca. 25 % Abweichung vom

mittleren Radius, einem pp-Wert von ca. 0,05 entsprechend, liegt der TEM-Durchmesser

in dieser Aufhahme noch innerhalb der Partikelverteilung.

Eine Berechnung basierend auf der Bulk-Dichte von Magnetit ergab eine Anzahl von
ca. 40 Eisenoxidpartikeln (mittlerer Durchmesser 6 nm) pro Vesikel mit einem
Durchmesser von 160 nm und einer Beladungsdichte von 4 % (w/w). Die Kryo-TEM-
Aufnahme zeigt zwar eine deutlich hohere Partikelanzahl, da es sich jedoch bei der
Elektronenmikroskopie um eine Methode handelt, die nur einen relativ kleinen Ausschnitt

der Probe zeigt, ist dieser statistisch oft nicht repridsentativ. Dennoch weist dieses
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Ergebnis darauf hin, dass die Eisenoxid-Nanopartikel nicht vollstindig homogen in den

Vesikeln verteilt vorliegen.

In Abb. 4.27 sind Kryo-TEM-Aufnahmen einer Pluronic®-Vesikelprobe mit 50 % (w/w)
Eisenoxid dargestellt. Die Nanopartikel sind hierbei relativ homogen iiber alle Vesikel
verteilt. Die Magnetvesikel weisen zudem mit p=0,03 (R,=62nm) eine
vergleichsweise enge Grofenverteilung auf Auffillig ist bei den Vesikeln mit dieser
hohen Beladungsdichte eine leichte Verformung der Membran, wodurch die Vesikel
keine vollig sphiarische Morphologie mehr aufweisen. Dennoch sind die Magnetvesikel
iiber lange Zeit stabil und bleiben in ihrer Grofe unverdndert. Dieser Stabilisierungseffekt
wird im nichsten Abschnitt 4.2.2 noch ndher erliutert und diskutiert.

Abb. 4.27: Kryo-TEM-Aufnahmen einer Vesikelprobe aus Pluronic® L121 mit 50% (w/w) Eisenoxid

Zusammenfassend kann die Mikromischer-Technologie mit den hier genutzten hohen
Flussraten (10 mL/min) als gut adaptierte Methode zur Herstellung von beladenen
Pluronic®-Vesikeln beschrieben werden. Mit Hilfe der rapiden und -effizienten
Mischmethode wurden nicht nur sehr uniforme Vesikel erhalten, sondern gleichzeitig der
effiziente Einbau von extrem hydrophoben, Olsiure-stabilisierten Eisenoxid-
Nanopartikeln ermoglicht, die unter anderen Bedingungen unmittelbar prizipitieren
wiirden. Auerdem wurde ein recht hoher Durchsatz von 600 mg/h (bezogen auf die
Polymerkonzentration) erzielt, welcher verglichen mit der auf wenige mg pro Ansatz
beschriankten konventionellen Herstellung mittels Extrusion eine erhebliche Verbesserung
darstellt. Eine weitere Durchsatzsteigerung mit hherer Polymerkonzentration sowie einer

Flussratenerhdhung ist denkbar. Der Einsatz eines grofleren Raupenmischers, z.B. Modell
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CPMM-R600, konnte die MaBstabvergroBerung der Polymersom-Produktion zusitzlich

erleichtern.

4.2.2 Stabilitat der non-equilibrium L121-Vesikel in Abhangigkeit der
Beladung

Pluronic® L121 hat, wie bereits zuvor erwahnt, die Ausbildung von groBBen lamellaren
Strukturen anstelle von Vesikeln als thermodynamisch bevorzugte Morphologie. Die
Mikromischer-Technologie ermdglicht die Herstellung von Vesikeln, jedoch verdndern
diese ihre Grofe nach der Praparation noch weiterhin. Dies ist vor allem mit der guten
Loslichkeit des gesamten Blockcopolymers zu erkliren. Oberhalb der kritischen
Aggregationskonzentration (CAC critical aggregation concentration) liegen weiterhin
Unimere und Polymeraggregate nebeneinander vor. Dies wurde von Bryskhe et al. in
einem NMR-Diffusionsexperiment gezeigt.'® Anders als bei dem Phasen-
separationsmodell, bei welchem die gebildeten Polymeraggregate als separierte Phase
oberhalb der CAC angesehen wird, wiirde eine Beschreibung der Vesikelbildung des
Pluronic® L121 als ein Assoziations-Dissoziationsgleichgewicht zwischen Aggregaten

2% Die freie Diffusion einzelner

und Unimeren wahrscheinlich treffender sein.
Polymerketten erlaubt damit eine gewisse Dynamik und einen Austausch zwischen den
Vesikeln, so dass es zur Ausbildung der thermodynamisch favorisierten groferen
lamellaren Strukturen kommen kann. Im Gegensatz dazu verhindert bei PB-b-PEO-
Nanostrukturen der hydrophobe PB-Block durch die geringe Wasserloslichkeit, dass es zu
einem Angleichen an das thermodynamische Gleichgewicht kommt, was wie zuvor

gezeigt in kinetisch gefangenen Strukturen resultieren kann.

Die Verdnderung der Pluronic®-Vesikel wurde mittels dynamischer Lichtstreuung
beobachtet. Abb. 4.28 zeigt die Winkelabhingigkeit des apparenten Diffusions-
koeffizienten der gleichen L121-Vesikelprobe am Tag der Herstellung und im Vergleich
nach 14 Tagen. Da der Diffusionskoeffizient reziprok mit dem Radius iiber die Stokes-
Einstein-Gleichung in Zusammenhang steht, ergibt sich aus dem y-Achsenabschnitt
dieser Auftragung eine Verdnderung des mittleren Radius von 60,2 nm auf 105,8 nm nach

14 Tagen.
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Abb. 4.28: DLS-Analyse der zeitabhiingigen Verinderung von L121-Vesikeln. Gezeigt ist die
Winkelabhéngigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten der identischen Probe am Tag der Herstellung
und nach 14 Tagen. Die Vesikeldispersion hatte eine Konzentration von 04 g/L Polymer. Die aus der
Extrapolation der Daten q > 0 resultierend berechneten hydrodynamischen Radien betrugen
Rp(Start) = 60,2 mit p, = 0,11 und Ry(14 Tage)= 105,8 nm mit p, = 0,03.

Dieses Anwachsen der VesikelgroBe kann durch das Bestreben nach der Reduktion der
Kriimmungsenergie und der Bildung von lamellaren Strukturen erklirt werden. Im
Gegensatz zu der von Bryskhe et al. beschricbenen Eingerfristigen Sedimentation,'*°
wurden bei den im Mikromischer hergestellten Pluronic®-Vesikel auch nach mehreren
Monaten keine Zeichen von Prédzipitation beobachtet. Mo glicherweise ist hierfiir die hohe
Einheitlichkeit der gebildeten Vesikel verantwortlich. Existieren bereits zu Beginn grof3e
Aggregate konnen diese zu Lasten kleinerer Vesikel stark anwachsen, was lingerfristig
zur Priazipitation fihrt. Durch die Herstellung im Mikromischer wird die Bildung solcher
groBer Doppellagen verhindert und es kommt lediglich zu einer zeitabhdngigen
VergroBerung der Vesikelradien. Die Kinetik des Vesikelwachstums ist dabei zu Beginn
unmittelbar nach der Herstellung recht schnell (Radiuserhohung um ca. 30 —50 %
innerhalb weniger Stunden), verlangsamt sich jedoch zunehmend. Mdglicherweise
existiert abhingig der Polymerkonzentration auch eine GleichgewichtsgroBe oder ein
metastabiler Zustand, welcher durch die sehr langsame Diffusion groBBer Vesikel bedingt,
kinetisch gehemmt ist. In verdiinnter Vesikeldispersion (<3 g/L) lag selbst nach iiber

einem Jahr der mittlere hydrodynamische Radius noch unterhalb von 150 nm.
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Die Stabilitét der Pluronic®-L121-Vesikel scheint zusétzlich durch die Wechselwirkung
mit anderen Komponenten im System beeinflusst zu werden. Neben der Beladung mit
Magnetpartikeln wurden die L121-Vesikel nach gleichem Verfahren mit dem Farbstoff
Rhodamin B beladen. Dieser wurde dem Wasserreservoir in einer Konzentration von
10 mg/L zugesetzt. Der iiberschiissige, nicht eingeschlossene Farbstoff wurde mittels
Gelfiltration von den Vesikeln getrennt. Auch hier wurde die Probe am Tag der
Herstellung und wieder nach zwei Wochen mittels DLS gemessen (Abb. 4.29). Diese
Probe zeigte kaum eine GroBenverdnderung und wies zudem mit > 0,06 eine geringe
Polydispersitit auf. Die VesikelgroBe wurde jedoch im Gegensatz zu den unbeladenen
Vesikeln mit der Zeit geringfiigig kleiner von <Rp>,=65,5 auf <Ry>,=57,9. Eine
mogliche Erklarung hierfiir konnte die geringere Konzentration sein, da die Messungen
an einer Polymersom-Dispersion mit 0,2 g/l Polymer anstelle von 0,4 g/l wie fiir die
unbeladenen Vesikel durchgefiihrt wurde. Dementsprechend wurde vermutlich durch die
Verdiinnung das Gleichgewicht zwischen den Polymeraggregaten in Richtung der
Unimere verschoben, so dass einzelne Polymerketten aus den Vesikeln heraus-
diffundierten. Die geringere Aggregationszahl bedingte dann folglich den kleineren
hydrodynamischen Radius. Der Anteil an Unimeren in einer Pluronic®-L121-Dispersion
ist generell vergleichsweise groB3. So wurde beispielsweise fiir eine Probe mit
0,01 Gew.-% Pluronic® L121 in Wasser, also 0,1 g/L Polymer, bei 25 °C ein Anteil an
Unimeren von ca. 40 % bestimmt.'*’ Die Konzentrationsabhingigkeit der Aggregation
wurde auch bei temperaturabhiingigen Messungen zur kritischen Aggregationstemperatur

von Pluronic®-Polymeren beobachtet.'?% 28
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Abb. 4.29: Stabilisierender Effekt von Rhodamin B auf L121-Vesikel. Gezeigt ist die
Winkelabhéngigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten der identischen Probe am Tag der Herstellung
und nach 14 Tagen. Die Vesikeldispersion hatte eine Konzentration von 0,2 g/L Polymer (0,7 % (w/w)
Rhodamin B, bezogen auf die Polymerkonzentration). Die aus der Extrapolation der Daten q = 0
resultierend berechneten hydrodynamischen Radien betrugen Ry(Start) = 65,5 mit p, = 0,06 und Ry(14
Tage)= 57,9 nmmit p, = 0,03.

Rhodamin B besitzt aufgrund der geringen GroBenverdnderung sowie der geringen
Polydispersitit der beladenen Pluronic®-Vesikel offenbar eine stabilisierende Wirkung.
Bei Rhodamin B handelt es sich um einen relativ hydrophilen Farbstoff. Bei Versuchen
zur Membranpermeabilitit an mikrometergroBen Pluronic®-L121-Vesikeln (GUV giant
unilamellar vesicles) von Rodriguez-Garcia et al. wurde eine signifikante Akkumulation
des Farbstoffes an der Vesikelmembran beobachtet.!'” Zusammen mit der Tatsache, dass
trotz der nachweislich hohen Permeabilitit der Pluronic®-L121-Membran fiir hydrophile
niedermolekulare Stoffe ein erheblicher Anteil des Rhodamin B innerhalb des Vesikels
verblieb, ldsst auf eine gewisse Affinitdt des Farbstoffes zur Pluronic®-L121-Membran
schlieBen. Diese Wechselwirkung zwischen Rhodamin B und Pluronic® L121 kdnnte

somit eine Erklirung fiir die verbesserte Stabilitdt der Vesikel sein.

Neben Rhodamin B wurden auch die hydrophoben Eisenoxidpartikel auf ihre
stabilisierende Wirkung untersucht. Abhingig von der Konzentration der Eisenoxid-
Nanopartikel wurde auch dort eine Stabilisierung der L121-Vesikel beobachtet. Schon bei

einer Beladung von 4 % (w/w) Eisenoxid verdnderten sich die Vesikel merklich weniger,
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d.h. die Verdnderung von <Ry>, nach 2 Wochen differierte weniger als 10 % vom
Ursprungswert. Bei Vesikeln mit 16 % (w/w) Eisenoxid-Nanopartikeln zeigten die
Vesikel keine zeitabhidngige GroBendnderung mehr (Abb. 4.30). Selbst nach mehreren
Monaten wurde hier mit <Rp>, = 62,3 nm keine signifikante Verdnderung des mittleren
hydrodynamischen Radius im Vergleich zur DLS-Messung am Tag der Herstellung
(<Rp>, = 62,5 nm) beobachtet.
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Abb. 4.30: Stabilisierender Effekt von hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikeln auf L121-Vesikel.
Gezeigt ist die Winkelabhdngigkeit des apparenten Diffusionskoeffizienten der identischen Probe am Tag
der Herstellung und nach 14 Tagen. Die Vesikeldispersion hatte eine Konzentration von 0,2 g/L Poly mer.

Die aus der Extrapolation der Daten q = 0 resultierend berechneten hydrodynamischen Radien betrugen
Rp(Start) = 62,5 mit p, = 0,06 und Ry,(14 Tage)= 61,2 nm mit p, = 0,08.

Erginzend zur zeitlichen Verdnderung wurde die Stabilitit auch im Hinblick auf die
kritische Aggregationskonzentration untersucht. Insbesondere fiir die Anwendung im
biomedizinischen Bereich ist es von Interesse, dass dic Vesikel auch in hoher
Verdiinnung, z.B. nach der Injektion in den Blutkreislauf, stabil bleiben. In Abb. 4.31
sind die Messungen zur Bestimmung der kritischen Aggregationskonzentration gezeigt.
Mit zunehmender Verdiinnung nimmt die Streuintensitit ab, bis sich alle Polymerketten
in Losung befinden und ein Plateau erkennbar ist. An diesem Punkt, d.h. dem
Schnittpunkt aus den beiden linearen Regressionsgeraden kann die kritische
Aggregationskonzentration ermittelt werden. Daraus ergibt sich fiir unbeladene L121-
Vesikel ein Wert von 0,017 g/lL. Dieser liegt etwas oberhalb des von Lee et al
publizierten Werts mit 0,0114 g/L, welcher nach der Pyrene-Methode bei 23 °C bestimmt
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wurde.?” Diese Fluoreszenz-basierende Methode wire jedoch fiir die Untersuchung der
Eisenoxid-beladenen Vesikel ungeeignet. Fiir die mit 16 % Eisenoxid beladenen Vesikel
wurde eine deutliche Verringerung der kritischen Aggregationskonzentration gefunden,
welche um den Faktor 4 auf 0,0045 g/L (Polymerkonzentration) sank. Bei der
Vesikelprobe mit 50 % (w/w) Eisenoxid konnte auch mit der sehr sensitiven
Lichtstreumethode keine Aufldsung der Vesikelstrukturen mehr detektiert werden (Abb.
4.31, rechts). Die Eisenoxidpartikel liegen hier in hoher Anzahl eingebaut in der
Vesikelmembran vor und sind zudem relativ homogen iiber alle Vesikel verteilt. O ffenbar
filhrt dies zu einer starken Stabilisierung der Vesikelprobe, sodass weder eine zeitliche

Verdnderung eintritt noch eine Destabilisierung durch Verdiinnung induziert werden

kann.
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Abb. 4.31: Bestimmung der kritischen Aggregationskonzentration von L121-Vesikeln verschiedener
Beladungs dichte mittels Lichtstreuung. Die Streuintensitit wurde auf die Konzentration normiert.
Aufgetragen gegen die Polymerkonzentration kann die kritische Aggregationskonzentration am
Schnittpunkt der beiden Extrapolationsgeraden ermittelt werden. Es ergab sich 0,017 g/L fiir unbeladene
Vesikel und 0,0045g/L fiir L121-Vesikel mit 16 % Eisenoxid (links). Bei Vesikeln mit einem
Eisenoxidgehalt von 50 % wurde kein Auflosen der Vesikelstruktur detektiert (rechts).

In Abb. 4.32 sind noch einmal die Daten fiir die Vesikelprobe mit 16 % Eisenoxid iiber
einen groferen Konzentrationsbereich dargestellt. Es ist deutlich ein 2-Stufen-Verlauf zu
erkennen. Dies konnte ein Hinweis auf eine inhomogene Verteilung der Eisenoxid-
Nanopartikel tiber die Vesikel sein. Offenbar 16st sich bereits im Konzentrationsbereich
zwischen 0,01 und 0,015 g/L Polymerkonzentration ein Teil der Aggregatstrukturen auf.
Der Schnittpunkt der hier blau gekennzeichneten Regressionsgeraden liegt ca. bei

0,011 g/L. Dieser Wert entspricht dem Literaturwert fiir die CAC unbeladener Pluronic®-
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L121-Vesikel und wiirde demnach das Auflosen leerer Vesikel anzeigen. Die zweite
Stufe (Regressionsgerade orange gekennzeichnet) mit dem Schnittpunkt bei 0,0045 g/L

reprasentiert dann die Desorganisation der beladenen Vesikel.

Diesen Daten zufolge scheint die Verteilung der Eisenoxid-Nanopartikel bei der In-Situ-
Beladung im Mikromischer nicht vollstindig homogen zu verlaufen. Moglicherweise
fithren attraktive Krifte zwischen den Nanopartikeln bereits vor der Strukturbildung zu
einer lockeren Aggregation. Die lokale Konzentrationserhohung der Partikel fiihrt dann

zu einer inhomogenen Verteilung bei der Vesikelbildung,

Bei der Vesikelprobe mit 50 % FEisenoxid wurde im Lichtstreuexperiment kein
frithzeitiges Auflosen einer zweiten Vesikelpopulation detektiert. Daher bewirkt
moglicherweise die Erhohung der Partikelkonzentration bis zu einer annihernden
Sattigung der Vesikel eine verbesserte Verteilung iiber alle Vesikel Des Weiteren konnte
eventuell eine Homogenisierung der Partikel-Polymer-Mischung unmittelbar vor dem
Eintritt in das Mischersystem die Verteilung iiber alle Vesikel verbessern. Alternativ
konnten bei Bedarf durch einfache Magnetseparation beladene von unbeladenen Vesikeln

getrennt werden.
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Abb. 4.32: Normierte Streuintensitit von L121 Vesikeln mit 16% Eisenoxid in Abhiingigkeit der
Konzentration. Der 2-stufige Verlauf deutet auf das Vorliegen verschiedener Vesikel-Populationen hin.

Die farbliche Kennzeichnung der Regressionsgeraden soll eine optische Zuordnung der Punkte zu der
Population unbeladener Vesikel (blau) und beladener Vesikel (orange) darstellen.
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Der Einbau der Eisenoxid-Nanopartikel bewirkte zusitzlich zur Herabsetzung der CAC
auch eine verstiarkte Temperaturbestdndigkeit der Vesikel Dieser Effekt konnte ebenfalls
mittels Lichtstreuung und Kryo-TEM nachgewiesen werden (Abb. 4.33 und Abb. 4.34).
Wihrend sich die L121-Vesikel wie erwartet unterhalb von 15 °C komplett auflosen,
konnten die Eisenoxid-beladenen Vesikel (16 % (w/w)) noch bei 7 °C detektiert werden,
auch wenn sich der mittlere hydrodynamische Radius von 63 nm (1 = 0,03) auf 35 nm
(e =0,06) sichtlich verringerte. Die Kryo-TEM-Aufnahmen stehen mit den DLS-
Messungen in Bezug auf die VesikelgroBe in Einklang. Die vesikuldre Struktur bleibt
offenbar auch deutlich unterhalb der kritischen Aggregationstemperatur des
Pluronic® L121 intakt. Die Reduktion der VesikelgroBe ist wahrscheinlich durch das
Herauslosen einzelner Polymerketten aus der Vesikelstruktur bedingt. Fiir andere
Pluronic®-Polymere wie F68 und L64 wurde bereits eine Temperaturabhiingigkeit der
Aggregationszahl in der Literatur beschrieben. Diese zeigte ebenfalls eine Abnahme der

Aggregationszahl mit sinkender Temperatur.2®®: 27

Die zuvor beschriebenen Experimente zur CAC-Bestimmung gaben Hinweise auf eine
teilweise inhomogene Verteilung der Partikel iiber alle Vesikel. Demzufolge wiirde der
Anteil der Vesikel mit nur sehr wenig oder keiner Beladung bevorzugt zuerst aufgelost.
Da kein prazipitiertes Eisenoxid detektiert wurde, kam es jedoch offenbar auch bei 7 °C

nicht zu einer vollstindigen Auflosung beladener Vesikel

1 [= L121 Veskel -
60 L121 Vesikel (16% Fe,0) ;
50 P
40
AN on ]
g 30-_ »
20-
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Abb. 4.33: Bestimmung der Kkritischen Aggregationstemperatur mittels DLS. Die Polymer-
konzentration beider Proben betrug 0,2 g/L. Gestartet wurde die Messung bei 23 °C und anschlieBend
sukzessive bis auf 7 °C abgekiihlt. Die Verbindungslinien zwischen den Messpunkten dienen der optischen
Orientierung und stellen keine Fit-Funktionen dar.
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Abb. 4.34: Kryo-TEM-Aufnahmen: L121-Vesikel mit 16 % Fisenoxid bei 8 °C.

Nach der temperaturabhiingigen Messung wurden die Proben wieder auf Raumtemp eratur
gebracht und nach zwei Wochen erneut gemessen. Erwartungsgemil3 war dieser Prozess
reversibel, so dass in beiden Proben wieder Vesikelstrukturen messbar waren (Tab. 4.7).
Beide Proben erreichten auch wieder anndhernd ihre urspriingliche Grof3e mit nur einer
geringfiigig breiteren GroBenverteilung. Die Reversibilitdt einer reinen L121-
Vesikeldispersion nach Durchlaufen eines Temperaturzyklus in Bezug auf die
urspriingliche Grofenverteilung als auch auf die Konzentration wurde bereits von

139 Nach den Daten in Tab. 4.7 scheinen bei Erreichen der

Bryskhe et al beschrieben.
Starttemperatur offenbar auch die beladenen Vesikel wieder reversibel auf ihre

Ursprungsgrofle anwachsen zu kdnnen.

Tab. 4.7: Vesikel-Wiederfindung nach Durchlaufen eines Temperaturzyklus

Rn a R
Probename M2 (90°)
[nm]
L121 Start 68 0,08
L121 Recover* 62 0,1
1121 (16% Fe,0,) Start 62 0,03
1121 (16% Fe,O,) Recover* 65 0,08

*Mittlerer hydrodynamischer Radius der Polymersome wurde aus
winkelabhangiger, dynamischer Lichtstreuung ermittelt.

*Nach Abkuihlung derProbe, wurde diese wiederauf Raumtemperatur (23°C)
gebrachtund nach 2 Wochen erneut gemessen.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch den Einbau von stabilisierenden
Komponenten die zeitliche Grofenveranderung der L121-Vesikel beeinflusst werden
kann. Der Einbau der hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel ermoglichte eine
Herabsetzung der kritischen Aggregationskonzentration sowie der kritischen
Aggregationstemperatur. Diese Stabilisierung durch nicht-kovalente Wechselwirkungen
ist im Vergleich zu anderen Methoden wie zB. mit chemischen Vernetzungsagenzien

(z.B. Pentaerythritol-tetraacrylat),' >

nicht-toxisch und zudem wird gleichzeitig das
Anwendungsspektrum der Vesikel durch zusitzliche magnetische Eigenschaften erweitert

(Abschnitt 4.2.5).

4.2.3 Freisetzungsmodell Phloxin B

Wie die PB-b-PEO-Vesikel wurden auch die L121-Vesikel mit dem pH-sensitiven
Farbstoff Phloxin B beladen. Dazu wurde der Farbstoff dem Wasserreservoir in einer
Konzentration von 80 mg/L zugesetzt. Die beladenen Vesikel wurden analog der L121-
Vesikel unter identischen Mischbedingungen hergestellt. Der freie Farbstoff wurde durch
Gelfiltration von den beladenen Vesikeln abgetrennt. Zur Untersuchung der
Membranpermeabilitit wurde auch hier die pH-Sensitivitit des Phloxin B als Indikator
ausgenutzt. Eine Verdnderung des duleren Mediums von neutral auf pH 1 fiihrte zu einer
vollstindigen und sofortigen Loschung der Fluoreszenz (Abb 4.35). Die Membran der
Vesikel ist demnach, anders als die PB-Vesikel, durchlissig fir H'-Ionen (vgl. Abschnitt
4.1.2.1). Die Beladung mit Eisenoxid flihrte in diesem Fall zu keinem Unterschied
verglichen mit den unbeladenen Vesikeln.

—— 121 Vesikel (Phioxin B) — 121 Vesikel (16 % FexOy, Phlaxin B) —— Phloxin B

L121 Vesikel (Phloxin B) pH 1 L121 Vesikel (16 % Fe, O, Phloxin B) pH 1 Phloxin B {pH 1)
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Abb. 4.35: pH-abhingige Fluoreszenzintensitit von Phloxin-beladenen L121-Vesikeln. Die Proben
wurden vor der Messung durch Gelfiltration von iiberschiissigem freien Farbstoff abgetrennt. Die
Fluoreszenzmessungen wurden bei 23 °C und einer Anregungswellenldnge von 490 nm durchgefiihrt. Zur
Absenkung des pH-Wertes wurde 1 M HCI zugegeben.
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Untersuchungen zur Membranpermeabilitit von Pluronic®-Vesikeln, welche ebenfalls
eine hohe Durchlissigkeit fir kleine Ionen, Zucker und Wasser zeigten, wurden von
Rodriguez-Garcia et al. in der Literatur beschricben.!'” Demnach ist es nicht
iiberraschend, dass auch Protonen ungehindert durch die Membran diffundieren konnen
und ebenfalls, dass die Eisenoxid-Partikel zumindest in der Konzentration (16 % (w/w))

keine ausreichende Barriere darstellen.

Mit den Phloxin-beladenen Vesikeln wurde erginzend auch eine Freisetzungsstudie
durchgefiihrt (Abb. 4.36). Da jedoch Phloxin B die Eigenschaft besitzt, an die
Dialysemembran zu binden, konnten diese Ergebnisse leider nur qualitativ, relativ
zueinander ausgewertet werden. Dennoch ist deutlich sichtbar, dass die Farbstoff-
Freisetzung bei 37 °C aus den Magnetvesikeln im Vergleich zu den puren L121-Vesikeln
verzdgert ist. Auerdem wurden die Proben nach ca. 1 Woche (gekennzeichnet durch den
blauen Hintergrund) in den Kiihlschrank (8 °C) gestellt, wobei eine beschleunigte
Freisetzung aus den L121-Vesikeln und gleichbleibend geringe Freisetzung aus den
Eisenoxid-Vesikeln beobachtet wurde. Diese Beobachtungen stimmen sehr gut mit den
Messungen zur kritischen Aggregationstemperatur iiberein und bestdtigen die Stabilitidt

Eisenoxid-beladener Vesikel bei niedrigen Temperaturen.

30+ —=— 121 Vesikel
L121 Vesikel (16% Fe 0))

Phloxin B Freisetzung (%)
9 3 & 8 &

o
1 1
B

"4 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit (Tage)

o

Abb. 4.36: Modell-Freisetzungsversuch mit Phloxin B aus L121-Vesikeln und L121(16% Fe,O,)-
Vesikeln. Die prozentuelle Freisetzung bezieht sich aufdie zu Versuchsbeginn in den Vesikeln befindliche
Farbstoffmenge. Die beladenen Vesikel wurden in eine Dialysemembran gegeben und in ein mit Wasser
gefiilltes temperiertes Behiltnis gegeben. Die Konzentration des freigesetzten Farbstoffes wurde au3erhalb
der Dialysemembran zu bestimmten Zeitpunkten gemessen. Die erste Phase des Freisetzungsversuchs
wurde bei 37 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Temperatur auf 8 °C herabgesetzt (gekennzeichnet
mit blauem Hintergrund). Die Verbindungslinien zwischen den Messpunkten dienen der optischen
Orientierung und stellen keine Fit-Funktionen dar.
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4.2.4 Pluronic®-Polymersome als theranostisches Wirkstofftragersystem

Pluronic® L121 ist ein kommerziell erhiltliches Polymer und bereits fiir einige
kosmetische Anwendungen von der FDA zugelassen.'?? Verwandte Pluronic®-Polymere
werden auch als pharmazeutischer Zusatzstoff bereits eingesetzt (vgl. Abschnitt 2.3.4).
Auf Grund dieses guten Sicherheitsprofils eignen sich Pluronic®-Polymere als
Grundmaterial fir ein Wirkstofftragersystem. In Kombination mit der Beladung mit
magnetischen  Nanopartikeln und der Mboglichkeit einer reproduzierbaren,
kontinuierlichen Herstellungs- und Beladungsmethode im Mikromischer bietet es ein
vielversprechendes System fiir potenzielle Anwendungen in der Klinik. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden Vesikel aus Pluronic® L121 sowohl mit dem Krebswirkstoff
Camptothecin als auch mit magnetischen Nanopartikeln in situ beladen. Diese
Hybridvesikel wurden in vitro auf ihr Freisetzungsverhalten untersucht und die
Wirksamkeit im Zellversuch getestet. Des Weiteren wurden verschiedene Methoden zur
magnetischen Charakterisierung durchgefiihrt, um die magnetischen Hybrid-
Polymersome auf potenzielle Anwendungen im Bereich der Theranostik zu priifen. Im
Folgenden sind die Ergebnisse zur Entwicklung eines Pluronic®-L121-basierenden

multifunktionellen Nanotransporters im Detail dargestellt.

4241 Agglomerationsverhalten in Anwesenheit von Serumproteinen

Die hergestellten Pluronic®-Polymersome wie auch die magnetischen Polymersome
wurden zunédchst auf ihr Agglomerationsverhalten in Anwesenheit von Serumproteinen
gepriift. Pluronic®-L121-Vesikel zeigten keine Agglomeration in DMEM mit 10 % FCS,
unabhingig der Endgruppe und der Beladung. In (Abb. 4.37) ist exemparisch das
Ergebnis der DLS-Analyse fiir L121-Vesikel mit 16 % Eisenoxid dargestellt. Die
Autokorrelationsfunktion ldsst sich gut durch eine kombinierte Fit-Funktion nach der
Methode von Rausch et al. beschreiben. Es ist keine signifikante Abweichung des

Residuums von null zu erkennen. Es wurden demnach also keine Agglomerate detektiert.
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Abb. 4.37: DLS-Analyse des Agglomerationsverhaltens von L121-Vesikeln (16 % Fe,O,) in
Wechselwirkung mit Serumpr oteinen. DLS-Messung bei Streuwinkel 30° zeigt keine Agglomeratbildung
(Methode nach Rausch et al. 2010)190. Die Daten der Autokorrelations funktion der Mischung aus Vesikeln
und Serum-Proteinen lassen sich gut durch den Fit mit einer zusammengesetzten Exponentialfunktion mit
fixierten Parametern der zuvor gemessenen Einzelkomponenten nur durch Anpassung der Intensititsanteile
beschreiben. Es resultiert keine signifikante Abweichung des Residuums von 0.

4242 Beladung der Polymersome mit dem Wirkstoff Camptothecin

Camptothecin ist ein Krebsmedikament, das natiirlicherweise in der Rinde des
Camptotheca acuminata, auch ,happy tree* genannt, vorkommt."*> Die zytotoxische
Aktivitdit dieses Wirkstoffes beruht auf der Interaktion mit dem Enzym
Topoisomerase 1.'*®  Camptothecin ist sehr toxisch und nur in seiner Lactonform
vollstindig wirksam. In wiéssriger Umgebung kann es schnell in die weniger aktive

138 Die hohe Toxizitit wie auch

Carboxylform hydrolysiert werden (vgl. Abschnitt 2.3.5).
die Instabilitit in wassriger Umgebung machen fiir Camptothecin ein

Wirkstoffirdgersystem besonders wiinschenswert.

Aus diesem Grund wurden Camptothecin-Polymersome hergestellt, zum einen nur mit
dem Wirkstoff beladen und zum anderen dual beladen mit Camptothecin und
magnetischen Nanopartikeln (8 % FexOy). Eine Zusammenfassung der Charakterisierung

dieser Camptothecin-Vesikel ist in Tab. 4.8 gegeben.
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Tab. 4.8: Charakteristika Camptothecin-beladener L121-Vesikel mit und ohne Fisenoxid-Cargo

Rn a C-Potenzial Eisenoxid’ Camptothecin®
Probename H2 (90°)
[nm] [mV] [%(w/w)] [%(w/w)]
Camptothecin-Polymersome 63 0,12 -17+42 — 2,4
Magnetische Camptothecin- 61 0,06 1843 71 26

Polymersome

? Mittlerer hydrodynamischer Radius der Polymersome wurde aus winkelabhéngiger, dynamischer Lichtstreuung ermittelt. Der
zweite Kumulant p, kannals MaR der Polydispersitit angesehen werden (nach der Kumulanten-Methode™® % entspricht
K2=0,05 bei90° Streuwinkel einer Polydispersitatim Radius von ca. 25%).

® Angegebener Eisenoxid-Gehaltbezieht sich auf die Polymerkonzentration und wurde mittels Thermogravimetrischer Analyse
ermittelt.

¢ Camptothecin-Gehalt bezieht sichebenfalls auf die Polymerkonzentration und wurde mit Hilfe einer HPLC-basierten Methode
ermittelt.””

Die Verkapselungseffizienz des Camptothecins war nahe 100 % (96 % fiir einfach
beladene Polymersome und 100 % fiir dual beladene Polymersome, quantifiziert mittels
HPLC nach Warner und Burke’’’). Die maximale Beladung war jedoch durch die
Loslichkeit von Camptothecin in THF limitiert. Daraus resultierend ergab sich eine
Beladung von 2,4 % bzw. 2,6 % fiir einfach und dual beladene Polymersome (Daten im
Anhang, Tab. 9.2). Dies entspricht in etwa 70 pmol Camptothecin pro Gramm Polymer
und ist damit ca. 70-fach hoher als in anderen Formulierungen wie z.B. Pluronic®-F-127-

Mizellen.!!® 27!

Zunichst wurde eine In-Vitro-Freisetzungsstudie durchgefiihrt (Abb. 4.38). Dabei zeigte
sich eine langsame, kontinuierliche Wirkstofffreisetzung aus beiden Polymersom-
Formulierungen. Jedoch war auch hier die Freisetzung aus den magnetischen
Polymersomen verzogert. Dies konnte zum einen auf die erhohte Stabilitit der Eisenoxid-
Hybrid-Vesikel zuriickzufiihren sein oder auch auf eine Interaktion der

Wirkstoffmolekiile mit den Eisenoxid-Nanopartikeln in der Vesikelmembran hindeuten.
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Abb. 4.38: In-Vitro-Wirkstoff-Freisetzungsstudie von Camptothecin-beladenen und dual-beladenen
Polymersomen in PBS bei 37 °oC 27

Die Wirkung der Camptothecin-beladenen Polymersome auf Krebszellen wurde in einer
Zellviabilitdtsstudie mit Prostata-Krebszellen (PC-3 Zelllinie) evaluiert (Abb. 4.39). Die
Zellen wurden jeweils fir 72 h mit dem Wirkstoff bzw. den Wirksto ffformulierungen
inkubiert. Die zytotoxische Wirkung der Camptothecin-Polymersome war vergleichbar
mit dem freien Wirkstoff. Allerdings ist die Dosis der Camptothecin-Verabreichung
durch die geringe Wasserlsslichkeit (1,3 pg/mL) stark limitiert?’' Durch die
Verkapselung des Camptothecins in die hydrophobe Schicht der Polymersom-Membran
konnte die Loslichkeit des Wirkstoffes in wéssriger Umgebung erhoht werden. Die
hohere Dosis ermoglichte so eine weitere Reduktion der iiberlebenden Krebszellen. Die
Zellviabilitdt der PC-3 Zellen konnte auf diese Weise mit Hilfe beladener Polymersome
auf 20 % verringert werden, wiahrend beider hdchsten Dosis Camptothecin noch ca. 40 %

der Zellen tberlebten.

Die zuvor erwdhnte In—Vitro-Freisetzungsstudie zeigte flir die dual-beladenen
Polymersome bis zum Tag 3 eine Wirkstofffreisetzung von ca. 50 % (Abb. 4.38). Auf
Grund der Depot-Wirkung der Polymersome konnte die zytotoxische Wirkung der
beladenen Polymersome gegeniiber dem freien Wirkstoff {iber eine lingere
Inkubationsperiode noch verstirkt sein. Da Inkubationen linger als 72 h ohne einen
Wechsel des Mediums jedoch schwer zu realisieren sind, konnte die Langzeitwirkung der
Camptothecin-Polymersome im Rahmen dieser Arbeit nicht weitergehend untersucht

werden.
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Abb. 4.39: Zytoxizitit von wirkstoffbeladenen Polymersomen im Vergleich zum freien Wirkstoff
Camptothecin.266 Prostata-Krebszellen (PC-3) wurden 72h bei 37 °C in DMEM + 10 % FCS inkubiert.
Wirkstofffreie Polymersome (L121 Vesikel) und magnetische Polymersome (L121 Vesikel (8% Fe,Oy))
zeigten keine Zytotoxizitdt bei der hochsten angewendeten Polymersom-Konzentration von 300 mg/L
(rechts).

4243 Wirkstoffadressierung — aktives Targeting mit Bombesin

Der gezielte Transport an den Wirkort ist eine der wichtigsten Aufgaben eines
Wirkstofftrigersystems. Um neben dem passiven Targeting iiber den EPR-Effekt auch
aktives Targeting {iber eine spezifische Bindungsstelle wie einen Rezeptor zu
bewerkstelligen, muss ein Ligand auf die Polymersom-Oberfliche gebunden werden.
Dazu bendtigt man zunichst funktionelle Gruppen, die eine Biokonjugation ermoglichen.
Aus diesem Grunde wurde, wie bereits erwidhnt, im Vorfeld der Polymersom- Herstellung

das Pluronic® L121 mittels Bernsteinsdureanhydrid carboxyliert.

Als Targeting-Ligand wurde Bombesin ausgewihlt, ein 14 Aminosduren langes Peptid
mit hoher Homologie zu dem humanen GRP (Gastrin Releasing Peptide). Der Gastrin
Releasing Peptide Receptor GRPR ist in einigen Tumorarten, insbesondere bei
Eierstock-, Prostata- und Brustkrebszellen, iiberexprimiert und stellt daher ein geeignetes

Target dar.142’ 143,273

Bombesin hat auf Grund der groBen Ahnlichkeit zu dem GRP ebenfalls hohe Affinitit
zum GRP Rezeptor und eignet sich daher gut als Ligand, um eine spezifische Bindung

der Polymersome an Krebszellen zu erzielen.

Um die Konjugation des Bombesins an die Carboxylgruppen zu erleichtern, wurde

[Lys3]—Bombesin, ein Analog, bei dem die 3. Aminosdure Arginin gegen Lysin
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ausgetauscht wurde, verwendet. Damit stand eine freie Aminogruppe zur Verfligung und

die Konjugation mit der Carboxyl-Oberfliche des Polymersomes konnte mittels giangiger
Carbodiimid-Chemie durchgefiihrt werden (Abb. 4.40)

o
,N\> H,N-{Lys*]-Bombesin _[Lys*-Bombesin
o — . N
0] H

Abb. 4.40: Reaktionsschema zur Funktionalisierung von L121-COOH-Vesikeln mit [Lys3 |-Bombesin

Diese Reaktion wurde erfolgreich durchgefiihrt und eine Kupplungseffizienz von > 80 %
erreicht. Die Menge an konjugiertem Peptid wurde durch eine HPLC-basierte
Aminosdureanalyse nach saurer Hydrolyse auf 49 nmol [Lys’]-Bombesin pro mg
Polymer bestimmt (Daten im Anhang, Tab. 9.3). Als Kontrollprobe wurde die gleiche
Reaktion ohne Kopplungsagenzien durchgefiihrt und nach Aufreinigung mittels Dialyse
analog der gekuppelten Probe analysiert. Auf diese Weise konnte die kovalente

Verkniipfung zwischen Peptid und Polymersom nachgewiesen werden.

Zusitzlich zum Bombesin wurde auch eine Fluoreszenzmarkierung mit Alexa Fluor® 647
durchgefiihrt, um in vitro die Polymersome im Zellversuch verfolgen zu konnen
(Fluoreszenzspektren im Anhang, Abb.9.5). Die Immobilisierung des Fluoreszenz-
farbstofts wurde ebenfalls iiber die Aktivester-Chemie analog durchgefiihrt.

Die spezifische Bindung der Bombesin-funktionalisierten Polymersome wurde mittels
Durchflusszytometrie (FACS), Konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (CSLM) und
einem Fluoreszenz-basierten Aufnahmetest untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.41
zusammengestellt. Die  Untersuchungen wurden mit  fluoreszenzmarkierten
Polymersomen mit 8 % Eisenoxid-Beladung, die jeweils mit oder ohne Bombesin-
Funktionalisierung ausgestattet waren, an PC-3-Zellen durchgefiihrt. Nach zwei Stunden
Inkubation wurde die Zellaufnahme mit den unterschiedlichen Methoden ausgewertet.

Die Ergebnisse zeigten, dass es einen gewissen Anteil an unspezifischer Polymersom-
Aufnahme in die PC-3-Zellen gab. Dennoch wurden die Bombesin-funktionalisierten
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Polymersome in deutlich hoherem Malle aufgenommen. Die FACS-Analyse zeigt eine
deutliche Verschiebung des Histogramms in Richtung hoherer Fluoreszenzintensitiaten fiir
Zellen, die mit Bombesin- funktionalisierten Polymersomen inkubiert wurden im
Vergleich zu den Zellen, welche mit nicht- funktionalisierten Polymersomen behandelt
wurden. Die quantitative Auswertung ergab eine Verdopplung der Polymersom-
Aufhahme funktionalisierter Vesikel im Vergleich zu den Blank-Vesikeln.

Es sei in diesem Zusammenhang nochmals erwédhnt, dass die Fluoreszenzintensititen der
zur Inkubation verwendeten Polymersom-Dispersionen vergleichbar hoch waren (mit
<10 % Abweichung).

Die Spezifitit der Zellbindung wurde durch ein Kompetitionsexperiment mit einem
Uberschuss an freiem Bombesin nachgewiesen. Die Bindung von den Bombesin-
funktionalisierten Polymersomen ging auf das Level der unspezifischen Polymersome
zuriick, wohingegen die Bindung der nicht-funktionalisierten Polymersome durch die
Prisenz von einem groBen Uberschuss an Bombesin nahezu nicht beeinflusst wurde. Mit
Hilfe der konfokalen LSM konnten die Polymersome innerhalb der Zellen lokalisiert
werden. Diese sind demnach tatsdchlich in das Cytosol aufgenommen und nicht nur an
die Zellmembran gebunden. Dieser Fakt konnte zusdtzlich durch den
Fluoreszenzaufnahme-Test bestdtigt werden (Abb. 4.41, Insert rechts oben). Dabei
wurden die Zellen mit einer Glycin-HCIl-Losung pH 2,2 behandelt, wodurch alle
oberflichengebundenen Polymersome entfernt wurden. AnschlieBend wurden die Zellen
lysiert und die verbleibende Fluoreszenz gemessen. Auf diese Weise konnte zwischen
gebundenen und aufgenommen Polymersomen unterschieden werden. Auch hierbei
wurde eine etwa doppelt so groBe Menge an aufgenommen funktionalisierten

Polymersomen im Vergleich zu Blank-Polymersomen detektiert.

Die Tatsache, dass die Zellinternalisierung der funktionalisiserten Polymersome mit
einem Uberschuss an fieiem Bombesin gehemmt wird, ist neben dem Nachweis einer
rezeptorspezifischen Zellaufnahme auch ein Indiz dafiir, dass die Polymersome als
Einheit intakt bleiben. Die FACS-Analyse nutzt den Fluoreszenzmarker zur Detektion,
die funktionelle Bindestelle stellt jedoch das [Lys’]-Bombesin dar, deshalb scheinen nach
den Versuchsergebnissen der Fluoreszenzmarker und das Bombesin eine Einheit, also ein
stabiles Polymersom zu bilden.
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Abb. 4.41: Zellaufnahme von Fluoreszenzmarkierten magnetischen Polymersomen in humane
Prostata-Krebszellen.?® PC-3-Zellen wurden 2h bei 37°C mit den magnetischen Polymersomen
inkubiert. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie: Der Zellkern ist mit DAPI (blau) und die
Zellmembran mit einem Weizenkeim-Agglutinin-Fluorescein-Konjugat (griin) gefirbt. Die Alexa Fluor®-
647-Polymersome sind in dem Mikrograph rot dargestellt. Durchflusszytometrie: Histogramm von
Alexa Fluor®-647-Fluoreszenzintensitit von PC-3-Zellen: unbehandelte Kontrollzellen (grau), Zellen
inkubiert mit A lexa Fluor®-647-Polymersomen mit [Lys®]-Bombesin (Bombesin-Poly mersome, oben) und
ohne (Blank-Polymersome, unten) jeweils in pink dargestellt. Die Histogramme des
Ko mpetitionsexperiments mit einer Vorinkubation mit einem Uberschuss an freiem Bombesin sind in blau
gezeigt. Zellaufnahme-Studie: Die Zellaufnahme wurde nach folgender Formel berechnet:
% Zellaufnahme = Fluoreszenzintensitit des Zelllysats / Gesamtintensitit der Polymersome, welche zur

Inkubation eingesetzt wurden. Copyright © 2013, Royal Society of Chemistry. Wiedergabe mit
Genehmigung.

Bombesin und seine Analoge wurden bereits als vielversprechende Targeting-Peptide fiir
die Krebsdiagnose und selektive Radiotherapie getestet.!** 1% 2™ Fir das [Lys’]-
Bombesin gekuppelt an den Chelator DOTA wurde mit einer Inhibitionskonzentration
ICs¢ von 2.2+ 0,5 nM eine gute Bindung an die Prostata-Krebs-Zelllinie PC-3 in der
Literatur berichtet.'*® AuBerdem wurde **Cu-DOTA-[Lys’]-Bombesin bereits als Peptid
zur In-Vivo-Detektion fir humane GRPR-positive Prostata-Tumoren in PET-Imaging-

Studien mit Mausen erfolgreich eingesetzt.”””

Im nichsten Abschnitt sind die Ergebnisse vorgestellt, welche zur Beurteilung der

kontinuierlich hergestellten magnetischen Polymersome fiir die medizinische Bildgebung

durchgefiihrt wurden.
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4.2.5 Magnetische Charakterisierung Eisenoxid-beladener Polymersome

4251 Kontrastmittel fur die Magnetresonanztomographie

Die magnetischen Polymersome wurden zur Anwendbarkeit als MR-Kontrastmittel
gepriift. Dazu wurde die transversale Relaxivitit der magnetischen Polymersome jeweils
mit und ohne Wirkstoftbeladung in einem magnetischen Feld von 1,4 Tesla gemessen.
Magnetische Polymersome mit 7,1 % Eisenoxid wiesen eine sehr hohe transversale
Relaxivitdt von 682 s' mM™!' auf (Abb. 4.42). Die dual beladenen Polymersome zeigten
eine etwas geringere, jedoch immer noch signifikante transversale Relaxivitit von

394 s mMm .
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Abb. 4.42: T,-Relaxationsraten (1/T, s_l) als Funktion des Eisengehaltes (mM) fiir magnetische
Polymersome (8% Fe,O,) mit und ohne Camptothecin-Beladung.

Die Abnahme der Relaxivitit der wirkstoffbeladenen Polymersome im Vergleich zu
jenen, die nur Eisenoxid-Nanopartikeln enthielten, ist mdglicherweise durch die
unterschiedliche Verteilung der Eisenoxid-Nanopartikel iiber alle Vesikel zu erkliren.
Vorherige Experimente gaben Hinweise darauf, dass die Verteilung der Eisenoxid-
Nanopartikel iiber alle Vesikel nicht homogen vorliegt, d.h. Vesikel mit einer hohen
Beladungsdichte liegen neben Vesikeln mit wenig oder gar keiner Beladung vor. Dies
scheint zumindest fir Beladungen mit bis zu 16 % Eisenoxid der Fall zu sein.

Moglicherweise hat die Anwesenheit des Wirkstoffes eine homogenere Verteilung der
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Partikel tiber alle Vesikel zur Folge. Dadurch nimmt die Anzahl der Vesikel mit einer
sehr hohen Beladungsdichte an Eisenoxid-Nanopartikeln in der Vesikelschale ab, was zu
einer verringerten Relaxivitdt fiihrt. Eine weitere Erklirung konnte die Einlagerung der
Wirkstoffmolekiile zwischen den einzelnen Partikeln sein, welche die Wechselwirkung

derer unterenander stort und daher die Relaxivitidt verringert.

Der in beiden Fillen gemessene hohe R,-Wert der Hybrid-Vesikel ist vermutlich
vorwiegend iber ein Clustering der Magnetpartikel zu erkliren. Die magnetischen
Eisenoxid-Nanopartikel liegen in der Vesikelschale in raumlicher Ndhe zueinander, was
vermutlich zu einer Verstirkung der Magnet-Resonanz-Eigenschaften fiihrt. Verglichen
mit kommerziell erhiltlichen Eisenoxid-Kontrastmitteln lagen die gemessenen R,-Werte
der magnetischen LI121-Polymersome mindestens um den Faktor zwei hdher
(Tab. 4.9).'*% ¢ Diese Relaxivititsmessungen bestitigten die Eigenschaft der
magnetischen Polymersome mit oder ohne Wirkstoff einen signifikanten Kontrast fiir ein

T,-gewichtetes MR-Imaging zu generieren.

Tab. 4.9: Eigenschaften von kommerziellen R,-Kontrastmitteln'*% 276

T DKern Dh RZ
Produktname Hersteller Stabilisierung 11
[nm] [nm] [mM7s™]
Feridex® Berlex (USA) Dextran 4,9 160 120
Endorem® Guerbet (EUR)
Resovist® Schering AG Carboxydextran 4 60 186
Combidex® Advanced Magnetics
. (USA) Dextran 6,9 35 65
Sinerem ©

Guerbet (EUR)
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4252 Tracer fur Magnetic Particle Imaging

Magnetic Particle Imaging (MPI) ist ein relativ neues Bildgebungsverfahren, dem auf
Grund der hohen Empfindlichkeit und sehr guten rdumlichen und zeitlichen Auflosung
grofles Potenzial flir den zukiinftigen Einsatz in der Medizin nachgesagt wird. Dieses
Verfahren, das 2005 erstmals von Gleich und Weizenecker vorgestellt wurde, basiert auf
der nicht-linearen Magnetisierung von superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln
(vgl. Abschnitt 2.4.5)."8! Anders als bei der MRT werden hierbei die Eisenoxid-
Nanopartikel direkt gemessen. Um die Leistungsfihigkeit von magnetischen
Nanopartikeln fiir das MPI-Verfahren zu beurteilen, wurden Messungen an einem
sogenannten Magnetic Particle Spectrometer (MPS) durchgefiihrt. Das Funktionsprinzip
entspricht dem Magnetic Particle Imaging, jedoch wird aufkomplizierte Gradientenfelder
und damit auf die Ortskodierung verzichtet. Es wird ausschlieBlich das dynamische
Magnetisierungsverhalten der Probe gemessen. Angeregt durch ein sinusformiges
Wechselfeld enthdlt das gemessene Signal, aufgrund des nicht-linearen
Magnetisierungsverhaltens der Nanopartikel, hohere Harmonische der Anregungs-
frequenz. Deren Anzahl ist ein wesentliches Qualititsmerkmal fiir die Bildqualitit beim
MPI. In Abb. 4.43 ist das Signalspektrum resultierend aus einer MPS-Messung von
magnetischen L121-Polymersomen im direkten Vergleich zu kommerziellen MR-

Kontrastmitteln dargestellt.

- - Resovist®
--%-- Endorem®

--¥-- Feraheme®
--M-- Magnetische Polymersome

Magnetisches Moment (Am’/mol(Fe))

** .
*
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***
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23 33 43
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Abb. 4.43: Mittels MPS gemessenes Signalspektrum von magnetischen Polymersomen (16 % Fe,O,)
im Vergleich zu kommerziellen MR-Kontr astmitteln.
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Diese ersten MPS-Messungen beziiglich des Leistungsvermdgens der magnetischen
Polymersome fiir das MPI-Verfahren zeigten vielversprechende Ergebnisse. Magnetische
Polymersome wiesen im Allgemeinen hdhere absolute Signalamplituden (normalisiert auf
den Eisengehalt) auf verglichen mit den kommerziell erhéltlichen Partikelsystemen
Endorem® und Feraheme®. Resovist® ist derzeit der am besten geeignete MPI-Tracer,
der fir klinische Anwendungen eine Zulassung erhalten hat (befindet sich gegenwiértig
jedoch nicht mehr auf dem Markt). Selbst im Vergleich mit diesem System erreichten die

magnetischen Polymersome ca. 50 % der Signalamplitude der 3. Harmonischen.

Eberbeck et al. beschrieben in der Literatur Ergebnisse zur Abhdngigkeit des MPI-Signals
von der GroBe und GroBenverteilung von Eisenoxid-Partikeln.'®® Theoretischen
Berechnungen zufolge miissten optimierte Eisenoxid-basierte MPI-Partikel aus

Eindominenpartikeln KerngroBen von 30 — 60 nm haben,'®’

was bisher mit den géingigen
Verfahren zur Eisenoxid-Synthese schwer zu realisieren ist. Die gute Leistungsfihigkeit
von Resovist® wurde jedoch durch das Vorhandensein von Magnetpartikel-Clustern
erklirt, die ein MPI-Signal erzeugen, welches dem von 20 nm Eindomédnenpartikeln

entspricht.'°

Die eingebauten magnetischen Nanopartikel in der Hiille der Polymersome waren
ca. 3 bis 10 nm in der KerngréB3e und somit nicht optimiert fiir das MPI-Verfahren. Die
Mikromischer-Technologie ermdglichte die Herstellung von Polymersomen mit bis zu
50 % Eisenoxid, wobei hohere Beladungsdichten bisher nicht getestet wurden. Eine
Optimierung der MPI-Empfindlichkeit der magnetischen Polymersome konnte auf Basis
der Untersuchungen von Eberbeck et al. moglicherweise durch dichtere Magnet-Partikel-
Cluster nach dem Vorbild von Resovist® erreicht werden, was wiederum durch eine

Erhéhung der Eisenoxid-Beladung mdglich sein konnte.

Magnetische Polymersome bieten also fiir die Anwendung als MRT-Kontrastmittel wie
auch als Tracer fiir das MPI-Verfahren gute Voraussetzungen. Die gleichzeitige
Verwendung magnetischer Polymersome als Wirkstofftragersystem erdffnet somit neue
Moglichkeiten, einen multifunktionalen, theranostischen Wirkstoffiransporter zu

entwickeln.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit entstand aus der Motivation, zu einer effizienten und sicheren Behandlung
gefahrlicher Krankheiten wie Krebs beizutragen, deren konventionelle Therapien oft mit
schweren Nebenwirkungen einhergehen. Gegenwirtig werden beispielsweise Polymer-
Konjugate und liposomale Arzneimittel bereits als Therapeutika in der Medizin
eingesetzt. Weitere Wirkstofftragersysteme wie polymere Mizellen sind zum Teil
ebenfalls zugelassen oder stehen kurz vor der Marktreife. Dennoch sind die Anspriiche an
ein Wikstoffiragersystem sehr hoch. Mit dem Ziel, die therapeutische Wirkung zu
maximieren und gleichzeitig unerwiinschte Nebenwirkung zu vermeiden, werden derzeit
verschiedenste Ideen zu nanopartikuldren Transportsystemen weiterentwickelt und auf ihr
Potenzial fir die klinische Anwendung gepriift. Das gemeinsame Ziel ist dabei, ein
sicheres, multifunktionales, theranostisches Wirkstofftragersystem zu schaffen, das den
therapeutischen Cargo an seinen Wirkort bringt, dort freisetzt und moglichst gleichzeitig

in Echtzeit verfolgt werden kann, um die Therapie individuell einzustellen.

Die Entwicklung eines solchen vielseitigen Wirkstofftrdgersystems setzt gewisse
Grundlagen voraus. Dazu zihlt das Verstindnis liber mogliche erwiinschte oder auch
unerwiinschte Wechselwirkungen dieser Nanosysteme mit der biologischen Umgebung,

also dem menschlichen Korper.

Vor diesem Hintergrund wurden polymere Nanostrukturen aus Polybutadien-block-
Polyethylenoxid mit unterschiedlicher Morphologie hergestellt, charakterisiert und auf
thre Wechselwirkung mit menschlichen Zellen untersucht. Um materialspezifische
Einfliissse auszuschlieBen, wurden die unterschiedlichen Nanostrukturen durch eine
kontrollierte Selbstorganisation aus identischen amphiphilen Blockcopolymeren erzeugt.
Zur Kontrolle tiber die Selbstorganisation wurde u.a. ein Mikromischer-basiertes System
verwendet, das durch die Variation der Mischparameter Einfluss auf die Strukturbildung
ermOglicht. Bei sehr kurzen Mischzeiten, welche in der Grofenordnung der Kinetik der
Selbstorganisation der verwendeten Blockcopolymere liegen, lassen sich zT. auch
kinetisch gefangene® Strukturen wie beispielsweise Kugelmizellen als Vorstufe zur
Vesikelstruktur erhalten. Im Rahmen einer Zytotoxizititsstudie wurde eine
Morphologieabhdngigkeit der Nanopartikel-Zell-Interaktionen festgestellt. So riefen

vesikulire Strukturen im Allgemeinen kaum zytotoxische Effekte hervor, wéahrend
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kleinere kugelmizellare Strukturen eine auf die Massekonzentration bezogene erhdhte
Toxizitdt aufwiesen. Die Behandlung der Testzellen mit zylindrischen Polymerstrukturen
zeigte starke zytotoxische Effekte. Die genauen Mechanismen der Toxizitdt konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht umfassend untersucht werden, dennoch scheint klar
erkennbar, dass die Morphologie der Nanostrukturen durchaus eine entscheidende Rolle

bei der biologischen Antwort im Korper spielt.

Wird ein Nanotransporter zur systemischen Behandlung intravends verabreicht, wird er
unmittelbar mit den Komponenten des Bluts in Kontakt kommen. Der menschliche
Korper besitzt Mechanismen, um Fremdstoffe schnell zu markieren und aus dem Korper
zu eliminieren. Bei diesen Prozessen spielen die Serumproteine eine entscheidende Rolle.
Die Art und Anzahl der adsorbierten Proteine hat im Allgemeinen einen wichtigen
Einfluss aufden Verbleib des Nanotransporters im Kdrper. Daher wurden auch zu diesem
Thema grundlegende Untersuchungen durchgefiihrt. Mit Hilfe einer speziellen Methode,
welche auf der dynamischen Lichtstreuung beruht, ist es mdoglich, auch komplexere
Systeme wie Nanopartikel in einem natiirlichen Medium wie beispielsweise Blutserum zu
untersuchen. Diese Multikkomponentenanalyse ermdglicht die Detektion von
Agglomeraten mehrerer Partikel. Insbesondere fiir in den Blutstrom injizierte Partikel ist
es sehr wichtig, das Agglomerationsverhalten im Vorfeld zu untersuchen. Andernfalls
konnte es zur Bildung groBerer Agglomerate kommen, welche kleinere Blutgefile, wie
beispielsweise Lungenkapillaren, verstopfen kdnnten und so zu schweren bis tédlichen
Nebenwirkungen fiihren konnten. Fiir keines der in dieser Arbeit untersuchten Polymer-
Systeme wurde die Bildung solcher groflen Agglomerate beobachtet. Dennoch wurden
Hinweise auf die Ausbildung einer Proteinkorona auf der Oberfliche polymerer Vesikel
gefunden. Dabei wurde ein Zusammenhang zwischen Proteinadsorption und der
Kettenlinge des hydrophilen Blocks beobachtet. Demnach ist fir die Wechselwirkung
zwischen Polymerstrukturen also nicht ausschlieBlich die Morphologie der
Nanostrukturen, sondern erwartungsgemifl auch die Oberfliche verantwortlich. Die

Endgruppen, also die Oberflichenladung, zeigten nur untergeordneten Einfluss.

Im Hinblick auf ein multifunktionales, theranostisches Wirkstofftrdgersystem wurde
zudem die Mdoglichkeit der Verkapselung von Eisenoxid-Nanopartikeln untersucht.
Letztere werden bereits seit {ber 20 Jahren als Kontrastmittel fir die
Magnetresonanztomographie in der Medizin angewendet. Durch die Kombination aus

polymeren  Nanotransportern mit  magnetischen  Nanopartikeln  soll  das
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Anwendungsspektrum erweitert bzw. die Grundlage fir die Entwicklung eines

theranostischen Systems geschaffen werden.

Neben grundlegenden Untersuchungen zur Beladungsmoglichkeit von polymeren
Vesikeln wurden auch weitergehende Experimente zur Entwicklung eines ,realen®

Wirkstofftragersystems aus einem kommerziell erhéltlichen Polymer durchgefiihrt.

Zu diesem Zweck wurde Pluronic® L121 gewidhlt, welches bereits fiir einige
Anwendungen eine Zulassung durch die FDA (Food and Drug Administration) erfahren
hat und nachweislich auf Grund des geringen Molekulargewichts aus dem Korper

ausgeschieden werden kann.

Mit Hilfe der zuvor erwdhnten Mikromischer-Technologie war es moglich, uniforme
Polymervesikel herzustellen. Diese konnten in sifu, also wdhrend der Polymer-
Selbstorganisation, mit verschiedenen Komponenten beladen werden. Es wurde unter
anderem das Zytostatikum Camptothecin in die vesikuldre Struktur eingebaut. Eine In-
Vitro-Freisetzungsstudie zeigte eine kontinuierliche Wirkstofffreisetzung aus den
Polymervesikeln iiber mehrere Tage. Eine In-Vitro-Zytotoxizititsstudie mit
Prostatakrebszellen PC-3 demonstrierte zudem, dass durch die Polymersom-
Formulierung  die  zytotoxische = Wirkung des  schwer  wasserloslichen,
hydrolyseempfindlichen Wirkstoffs auf Krebszellen im Vergleich zum freien Wirkstoff

deutlich gesteigert werden konnte.

Gleichzeitig konnten im Mikromischer-Verfahren auch Eisenoxid-Nanopartikel in hoher
Konzentration in die Vesikel eingebaut werden. Dies flihrte zum einen zu einer
Stabilisierung der vesikuliren Struktur und zum anderen zu einer Erweiterung des
Anwendungsspektrums ~ der  Polymervesikel. =~ Messungen zur  magnetischen
Charakterisierung bestitigten das Potenzial, magnetische Polymersome als MRT-
Kontrastmittel einsetzen zu konnen. Des Weiteren wurden die Hybrid-Polymersome als
mogliche Tracer flir ein neu entwickeltes medizinisches Bildgebungsverfahren, das MPI
(Magnetic Particle Imaging), vielversprechend getestet. Dieses Verfahren bietet eine
hohe Empfindlichkeit und eine gute rdumliche Auflésung. Da anders als beim MRT die
magnetischen Nanopartikel beim MPI direkt gemessen werden, konnten magnetische
Polymersome so im Korper in Echtzeit verfolgt werden. Zudem wiirde der Korper dabei

im Gegensatz zu radiologischen Untersuchungen keiner schddlichen Strahlung ausgesetzt.
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Mit dem Ziel in der spéteren Therapie-Anwendung die Effizienz zu steigern und
Nebenwirkungen moglichst zu reduzieren, wurde zusitzlich eine Oberflichen-
funktionalisierung der Hybridvesikel vorgenommen. Damit sollte neben dem passiven
Targeting, welches auf dem EPR-Effekt (enhanced permeability and retention effect)
beruht, zusétzlich emne aktive Targetingstrategie verfolgt werden.

Dazu wurde ein krebszellspezifisches Targeting-Peptid (Bombesin) an die Polymersom-
Oberfliche gekuppelt. Eine zusdtzliche Fluoreszenzmarkierung ermdglichte den
Nachweis einer rezeptorspezifischen Zellaufnahme in Prostatakrebszellen PC-3 mittels
Durchflusszytometrie und konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie. Mit Hilfe des
Targeting-Liganden konnte die Zellaufnahme funktionalisierter Polymersome im
Vergleich zu unfunktionalisierten Polymersomen um den Faktor 2 gesteigert werden.
Durch ein Kompetitionsexperiment mit einem Uberschuss an fieiem Ligand konnte

zudem die Rezeptorspezifitit der Zellaufnahme nachgewiesen werden.

Die Spezifitit eines Nanotransporters, welcher sowohl vom EPR-Effekt profitiert als auch
iiber einen spezifischen Targeting-Liganden verfiigt, ist sicherlich im Vergleich zu
unfunktionalisierten Wirkstoffftragersystemen erhoht. Dennoch wiére es wiinschenswert,

den Transport an den Wirkort noch eflizienter zu gestalten.

Ein einfacher Versuch mit einem Stabmagneten zeigte, dass sich magnetische
Polymersome mit Hilfe eines dueren Magnetfeldes aus der Dispersion separieren lassen.
Die Moglichkeit die magnetischen Polymersome mit Hilfe eines externen Magnetfeldes
zu bewegen, kdnnte auch fiir ein potenzielles magnetisches Targeting von Interesse sein.
Bealle et al. demonstrierten diese Moglichkeit mit Eisenoxid-beladenen Liposomen
bereits im Zellversuch, bei welchem durch ein Magnetfeld eine erhohte Zellaufnahme der

Liposomen induziert werden konnte.?®

Eine zusétzliche Unterstiitzung (neben passivem und aktivem Targeting), den
Nanotransporter mit einem externen Magnetfeld an seinen Wirkort zu geleiten, konnte
eine spezifische Biodistribution fordern und somit dem Ziel, eine maximale Wirkung bei

minimierten Nebenwirkungen zu erreichen, ein Stiick ndher kommen.

Umdiese Anwendung genauer zu evaluieren, sollten an den magnetischen Polymersomen
kiinftig Messungen zur magnetophoretischen Mobilitit in Abhdngigkeit des Eisenoxid-
Gehaltes durchgefiihrt werden. Daneben wiren auch Versuche zur Magnetfeld-

induzierten Hitzeentwicklung interessant, welche zu Entwicklungen im Bereich der

178 BAM-Dissertationsreihe



Zusammenfassung und Ausblick

Hyperthermie-Behandlung filhren wiirden, wie sie bereits von MagForce
Nanotechnologies AG bei der Therapie von Hirntumoren eingesetzt wird. Damit konnten
magnetische Polymersome nicht nur der Diagnostik in der medizinischen Bildgebung

dienen, sondern auch therapeutische Funktionen iibernehmen.

Des Weiteren wire eine Magnetfeld-induzierte Wirkstofffreisetzung denkbar. Hierzu
wurden bereits sehr interessante Ergebnisse von Sanson et al. publiziert.'”* Die
Forschergruppe konnte zeigen, dass mit Hilfe eines externen alternierenden Feldes eine
gezielte Wirkstofffreisetzung aus Eisenoxid-beladenen Polymersomen erreicht werden

kann.

Magnetische Polymersome bieten viele Grundvoraussetzungen fiir ein multifunktionales,
theranostisches Wirkstofftrigersystem. Zudem ermoglicht die hier vorgestellte
Mikromischer-Technologie als kontinuierliche, reproduzierbare Methode auch die
Herstellung von beladenen Polymersomen im groBeren MaBstab. Die Wahl eines
biokompatiblen, FDA-zugelassenen Polymers wie Pluronic® L121 als Ausgangsmaterial
der Polymersome wird zudem vermutlich die Schritte in Richtung einer klinischen

Entwicklung erleichtern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur sehr grundlegende In—Vitro-Studien durchgefiihrt.
Vor dem Eintritt in klinische Studien und damit auch in den Menschen wiren noch
umfassende In—Vivo-Studien notwendig. Jiingste Beispiele zeigen jedoch, dass
Polymerbasierte Systeme in der Nanomedizin angekommen sind und vermutlich auch
zukiinftig eine steigende Prdsenz in der Medizin haben werden (vgl. Abschnitt 1.2.5).
Bisher gibt es keine theranostischen Wirkstofftrigersysteme auf dem Markt, vielleicht
haben aber magnetische Polymersome, insbesondere auf Grund ihrer einfachen, schnellen

und reproduzierbaren Herstellung und vielfiltigen Anwendungsmdglichkeiten eines

Tages eine Chance, sich in der Klink durchzusetzen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Chemikalienund Materialien

Polyethylenoxid-block-Polypropylenoxid-block-Polyethylenoxid (Pluronic® L121), (S)-
(+)-Camptothecin, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT),
2-(N-Morpholinoethansulfonsdure (MES), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbo-
diimid (EDC) Hydrochlorid, N-Hydroxysuccinimid (NHS), Ethylendiamin, Rinder-
serumalbumin (BSA), Fluoresceindiacetat, Rhodamin B und Bernsteinsdureanydrid
wurden von Sigma-Aldrich (Germany oder St. Louis, MO, USA) bezogen. Gibco® RPMI
Medium 1640, fetales Rinderserum (FBS), Penicillin Streptomycin (Pen Strep), W GA-
Fluorescein-Konjugat, ProLong® Gold Firbungsreagenz mit DAPI und Alexa Fluor® 647
NHS-Ester kamen von Invitrogen (Carlsbad CA, USA). Die humane Prostata-
krebszelllinie PC-3 sowie die humane Zervixkarzinom-Zelllinie HelLa wurde von
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) bezogen. DMEM-Medium
und PBS-Pufferlosung fiir die Zellkultur wurden von PAA Laboratories GmbH erhalten.
[Lys’]-Bombesin wurde von Kinexus Bioinformatics Corporation (Vancouver, Kanada)
synthetisiert. Fluoraldehyde™ (OPA) Reagenzlosung, Dimethylsulfoxid (DMSO),
Triethylamin, Tetrahydrofuran (THF) und Acetonitril (HPLC grade) wurden von Pierce
Thermo Fisher Scientific (Rockford, USA) bezogen. Das Ferrofluid wurde von Webcraft
GmbH (Germany, www.supermagnete.de) erworben und vor der Verwendung gegen
THF dialysiert (MWCO 1 kDa). Dialyse-Membranen (MWCO: 1 und 12 kDa) wurden
von Spectrum® Laboratories Inc., Rancho Dominquez, USA, erhalten.
Gelfiltrationssdulen DextraSEC PRO 10 sowie Phloxin B wurden bei Applichem
(Germany) erworben. Polycarbonat- Extrusionsmembranen mit 100 nm Porengrof3e
wurden von Avestin Europe GmbH (Germany) bezogen. Spritzenfilter Millex®-LCR
oder -PVDF mit jeweils 0,45 um PorengroBBe waren von Millipore (Germany).

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Fiir alle Experimente wurde vollentsalztes Wasser eingesetzt, welches
zusdtzlich iiber ein Arium® Ultrapure Water System (Sartorius Stedim Biotech)

aufgereinigt wurde.
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Das verwendete Polybutadien-block-Polyethylenoxid wurde von Michael Maskos und
Oliver Rheingans synthetisiert, charakterisiert und freundlicherweise zur Verfligung
gestellt. Die Synthese wurde wie 2006 von Michael Maskos publiziert durchgefiihrt.”’
Die hydrophilen Eisenoxid-Nanopartikel wurden mittels Nanoprézipitation von Christoph

Honnscheidt hergestellt.?*!

6.2 Herstellungund Beladung von polymeren Nanostrukturen

6.2.1 Kontinuierliche Herstellung im Mikromischer

Die Hauptkomponenten der verwendeten Mikromischer-Anlage bestanden aus zwei
HPLC-Pumpen (Smartline, Knauer GmbH) und einem Edelstahl-Raupenmikromischer
(Modell CPMM-V.1.2-R300, Institut fiir Mikrotechnikk Mainz GmbH). Der prinzipielle
Autfbau der Mischer-Anlage ist in Abschnitt 2.3.2.1 gezeigt. Sdmtliche Polymerlosungen
wurden in THF hergestellt und vor der Verwendung durch einen Millex®-LCR 5 pm
Spritzenfilter filtriert. Gegebenenfalls wurden Vormischungen mit Reinstwasser
hergestellt. Flussraten und Mischverhéltnisse wurden ebenfalls an den gewiinschten
Selbstorganisationsprozess der  Blockcopolymere angepasst. Das verbleibende
Losungsmittel in der Polymersom-Dispersion wurde durch Abdampfen entfernt
(Geruchs- und Gewichtskontrolle). Die Beladung von hydrophilen Komponenten wie
Rutin-stabilisierten Eisenoxid-Nanopartikeln (0,8 g/L) oder den Farbstoffen Phloxin B
(0,08 g/LL) und Rhodamin B (0,01 g/L) wurden durch Zugabe in das Wasserreservoir
erreicht. Freier Farbstoff wurde durch Gelfiltration durch eine DextraSEC PRO10-Séule
abgetrennt. Die hydrophobe Beladung wurde durch Zugabe der hydrophoben Eisenoxid-
Partikel in die Polymer-Startlosung realisiert. Polymersom-Herstellung aus dem
Pluronic® L121 wurde analog durchgefiihrt, jedoch gleichbleibend bei 10 g/L
Startkonzentration in reinem THF und eine Gesamtflussrate von 10 mL/min bei einem
Mischverhéltnis von 1 :10 (Polymer:Wasser). Die Beladung wurde auch hier durch
Zugabe der hydrophoben Komponenten in die Start-Polymerlosung erreicht. Eisenoxid-
Nanopartikel wurden in verschiedenen Konzentrationen zwischen 4 % und 50 % (w/w)
bezogen auf die Polymerkonzentration eingesetzt. Die Camptothecin-Konzentration bei
der Wirkstoffbeladung betrug 260 pg/mL in der Polymerlosung. Verbleibendes THF

wurde durch Dialyse gegen Wasser entfernt.
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6.2.2 Filmrehydration

Ausgehend von 1 mL der Polymerlosung (5 g/l PB3,-PEO,9 in THF) wurde ein diinner
Film in einem Kolben pripariert. Der Film wurde nach Abdampfen des Losungsmittels
bei 50 °C im Vakuum getrocknet. Nach Zugabe von 5 mL Wasser wurde der Polymerfilm
durch Ultraschallbehandlung resolubilisiert. AnschlieBend wurde die Polymersom-
Dispersion durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengro3e von 100 nm extrudiert
(50 Extrudierschritte). Zur Beladung mit hydrophoben Nanopartikeln wurden die
Olsiure-stabilisierten Eisenoxid-Partikel (Ferrofluid) zunichst gegen THF dialysiert und
nach Trocknung gravimetrisch der Feststoffgehalt bestimmt. Die Eisenoxid-Nanopartikel
in THF wurden in definierter Konzentration dann zu der Start-Polymerldsung gegeben
(20 % (w/w) bezogen auf die Polymerkonzentration) und die nachfolgenden Schritte
analog durchgefiihrt. Der hydrophile Farbstoff wurde dem Wasser zur Rehydration in
einer Konzentration von 0,05 g/l zugesetzt. Freier Farbstoff wurde durch Gelfiltration

mit einer DextraSEC PRO10-Séule von der Polymersom-Dispersion entfernt.

6.2.3 Co-Losemittel-Methode

Die Polymerlosung (mit 2,4 g/ PB;30-PEOg-COOH) in THF wurde in einem
Rundkolben vorgelegt, unter Rithren wurden hydrophile Rutin-stabilisierte Eisenoxid-
Nanopartikel (2 g/LL) in Wasser unter Rithren mit 9,9 mL/h zugegeben bis der
Wassergehalt iiber 70 % lag. AnschlieBend wurde verbleibendes THF in der
Polymersom-Dispersion durch Abdampfen vollstindig entfernt (Geruchs- und
Gewichtskontrolle). Durch nachtrigliche Zudosierung von Wasser wurde die

Polymerkonzentration auf 1 g/L emngestellt.

6.3 Charakterisierungsmethoden

6.3.1 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Fixierung der PB-b-PEO-Nanostrukturen zur Analyse im trockenen Zustand in der
Transmissionselektronenmikroskopie wurde durch Gammastrahlen-induzierte
Vernetzung erreicht. Dazu wurden die Polymerdispersion in Wasser mit Konzentrationen
<1g/L von Isotron Deutschland GmbH (Allershausen, Deutschland) mit einer
Durchschnittsdosis von 60 kGy (Co®”) bestrahlt.
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Die TEM Aufnahmen wurden an einem FEI Tecnei 12 oder Philips Elektronenmikroskop
EM420 gemacht. Die Proben wurden daflir zundchst auf Kohlenstoff-beschichteten
Kupfergrids getrocknet. Die TEM-Bilder wurden bei 120 kV Beschleunigungsspannung
mit einer CCD-Kamera aufgenommen. Fiir die Cryo-TEM-Aufnahmen wurden ein
Vitrobot (FEI) zur Vitrifizierung der Proben zur Hilfe genommen. Die Grids (Holey
Carbon Films R2/1, Quantifoil) wurden im Plasma-Ofen im Argon-Sauerstoff-Strom
gereinigt und anschlieBend 5 pL. Probe aufgetragen. Die Probe wurde in kondensiertem
Propan unter Kiihlen mit fliissigem Stickstoff vor der TEM-Analyse schockgefroren. Ein
Grofiteil der in dieser Arbeit gezeigten TEM-Analysen wurde dankenswerterweise von
(oder nach Anleitung von) Raphael Thiermann an Gerdten der Johannes-Gutenberg-

Universitdit Mainz durchgefiihrt.

6.3.2 Lichtstreuung- und Zeta-Potenzial-Messungen

Die Lichtstreumessungen wurden an einem ALV-CGS-3 MD Goniometer-System, mit
einem 632 nm Helium-Neon- Laser, acht Single-Photon-Detektoren und zwei ALV-7004
Multiple Tau Digital Real Time Korrelatoren durchgefiihrt. Vor der Messung wurden die
Proben durch 0,45 um Spritzenfilter (Millex LCR oder PVDF, Millipore) filtriert. Die
Datenanalyse erfolgte mit einem auf dem Simplex-Algorithmus basierenden Fit-
Programm (HDRC, programmiert von Oliver Nirschl, Arbeitskreis Prof. Dr. Manfred
Schmidt, Johannes-Gutenberg-Universitit Mainz). Zur Bestimmung des apparenten
Diffusionskoeffizienten wurde je nach Anwendung ein mono-, di- oder triexponenzieller
Fit sowie kombinierte Fit-Funktionen fiir die Multikomponenten-Analyse angewandt. Die
winkelabhdngigen Ergebnisse wurden anschlieBend fiir ¢ = 0 extrapoliert und iiber die
Stokes-Einstein-Gleichung der mittlere hydrodynmische Radius berechnet. Die
Ergebnisse zur statischen Lichtstreuung wurden mit dem ALV Statik Programm der
Lichtstreuanlage ausgewertet. Zeta-Potenzial-Messungen wurden in Wasser mit einem

Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) durchgefiihrt.

6.3.3 Bestimmung der kritischen Aggregationskonzentration und

Aggregationstemperatur

Die Messung der kritischen Aggregationskonzentration wurde an der Lichtstreuanlage
durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils die Streuintensitit bei einem Winkel von 90°

gemessen. Um die aus der Verdiinnung resultierende Verringerung der Streuintensitit zu
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eliminieren, wurde die Streuintensitit auf die jeweilige Konzentration normiert. Die
kritische Aggregationskonzentration wurde am Schnittpunkt der durch lineare Regression
angepassten Datenpunkte ermittelt. Zur Bestimmung der kritischen Aggregations-
temperatur wurde die Polymersom-Dispersion sukzessive in der Lichtstreuapparatur
abgekiihlt und jeweils an 8 Winkeln dynamische Lichtstreuung gemessen. Die mittleren
hydrodynamischen Radien wurden wie zuvor beschrieben nach Extrapolation q = 0 mit

dem Diffusionskoeffizienten {iber die Stokes-Emnstein-Gleichung berechnet.

6.4 Proteinadsorption

6.4.1 DLS-Multikomponenten-Analyse

Das Agglomerationsverhalten der Polymersom-Dispersionen wurde nach der Methode
von Rausch et al. mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung beurteilt.'”® Zunichst wurden
dazu sowohl Zellkulturmedium mit zugesetztem FCS als auch die Polymersom-
Dispersion einzeln vermessen werden. AnschlieBend werden die Polymersome direkt in
das Protein-enthaltende Zellkulturmedium filtriert und erneut vermessen. Die Auswertung
erfolgte wie in Abschnitt 3.1.4 beschrieben mit Hilfe der HDRC-Software (programmiert
von Oliver Nirschl, Arbeitskreis Prof. Dr. Manfred Schmidt, Johannes-Gutenberg-
Universitit Mainz).

6.4.2 Bestimmung der Beladungseffizienz

Der Camptothecin-Gehalt der beladenen Polymersome wurde mit Hilfe einer HPLC-
Methode nach Warner et al bestimmt?’® Dazu wurde die Polymersom-Dispersion
getrocknet und anschlieBend 1 mg der wirkstoffbeladenen Polymersome in 1 mL DMSO
gelost und vor der Analyse in der HPLC mit 20 mM Phosphat-Puffer pH 6 ausreichend
verdiinnt. Die Analyse wurde an einem Waters Millenium System mit einer Novapak Cg
Waters Sdule und einer photometrischen Detektion bei 368 nm durchgefiihrt. Die mobile
Phase bestand aus 23 % (v/v) Acetonitril und 77 % Triethylamin-Acetat-Puffer (1 % (v/v)
Triethylamin in Wasser, angesduert auf pH 5,5 mit Eisessig). Die Flussrate wurde auf

I mL/min eingestellt.

Die Beladungseftfizienz der hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikel wurde mittels

thermogravimetrischer Analyse mit einem TGA Q500 Instrument (TA Instruments)
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durchgefiihrt. Die Beladung mit Farbstoffen wurde mit kombinierten photometrischen

und fluiorometrischen Messungen quantifiziert.

6.4.3 In-Vitro-Freisetzungsstudien

Die Polymersom-Dispersion mit einer bekannten Konzentration an Farb- bzw. Wirkstoff
wurde in einen Dialysebeutel (MWCO: 1 kDa, Spektrum®) gegeben. Die Freisetzung
erfolgte in einem temperierten Freisetzungsmedium (Wasser oder PBS-Puffer pH 7,4) mit
geniigend groBen Volumen, um sogenannte Sink conditions, d.h. die vollstindige Losung
des freigesetzten Stoffes, zu gewidhrleisten. In bestimmten Zeitintervallen wurden Proben
genommen und entnommenes Volumen durch frisches Medium ersetzt. Die
Quantifizierung erfolgte photometrisch fir Camptothecin bei 368 nm und fiir Phloxin B
fluorometrisch (Anregung 490 nm, Emission 560 nm) mit einem BioTec Synergy Multi-
Mode Microplate Reader. Die prozentuelle Freisetzung bezieht sich jeweils auf die zu
Beginn des Versuchs eingesetzte Menge an Farb- oder Wirkstoff innerhalb des Dialyse-
Beutels.

6.4.4 Zellviabilitats-Assay

6.4.4.1 Fluoresceindiacetat-Assay

Humane Zervixcarcinoma-Zellen (HeLa-Zellen) wurden 24 h vor Versuchsbeginn in
einer Dichte von 10000 Zellen / well (96-well plate) eingesit und in DMEM-Medium mit
10 % FCS bei 5 % CO; und 37 °C kultiviert. Zu Versuchsbeginn wurde das Medium
entfernt und durch frisches Medium, welches die Testsubstanzen in definierter
Konzentration enthielt und ebenfalls 10 % FCS zugesetzt hatte, ersetzt. Nach 48 h
Inkubation wurde das relative Zelliiberleben mit einem auf der enzymatischen Spaltung
des Fluoresceindiacetats basierenden Assays ermittelt.'”® Dazu wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend fiir 1 h mit 200 uL. Fluoresceindiacetat
(10 pg/mL) in PBS inkubiert. Die Zellviabilitit wurde durch fluorometrische Messung
bei einer Anregungswellenlinge von 485 nm und Emissionswellenlinge von 538nm
bestimmt. Die Zellviabilitdt wurde prozentual im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollzellgruppe angegeben. Die Zellkulturexperimente wurden an der Charité,
Universititsmedizin  Berlin,  Laboratoriumsmedizin, Klinische = Chemie  und
Pathobiochemie, in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hendrik Fuchs, mit Unterstiitzung
von Dr. Diana Bachran durchgefiihrt.
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6.4.4.2 MTT-Assay

Die humane Krebszellline PC-3 wurde in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS und 1 %
(w/v) Penicillin/Steptomycin bei 37 °C in 5 % CO, kultiviert. Die In-Vitro-Zytotoxizitét
wurde mit Hilfe des MTT-Assay evaluiert, welcher auf die mitochondriale
Metabolisierung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolimbromid (MTT)
in blaue Formazan-Kristalle durch lebende Zellen basiert.'”* PC-3-Zellen wurden in einer
Dichte von 5000 Zellen/well in 96-well plates 24 h vor Versuchsbeginn eingesit. Die
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend erfolgte die Inkubation mit
den Testsubstanzen fir 72 h in frischen Zellkulturmedium mit 10 % FCS. Nach
Beendigung der Versuchszeit wurde der Zelliiberstand vorsichtig abgesaugt und die
Zellen erneut zweimal mit PBS gewaschen. 100 L Zellkulturmedium und zusitzlich
20 pL einer 5 mg/mL MTT Losung wurden auf die Zellen gegeben und fiir weitere 3 h im
Zellkulturschrank bei 37 °C inkubiert. Der Uberstand wurde abgezogen 150 uL. DMSO
zugegeben. Zum Auflosen der intrazelluliren Formazankristalle wurde die
Zellkulturplatte 1 h bei 400 rpm auf einem Eppendorf Thermomixer geschiittelt.
AnschlieBend wurde die Absorption bei 540 nm gemessen und die Zellviabilitit im
Vergleich zu einer unbehandelten Zellkontrolle (Inkubation mit Medium ohne
Testsubstanz, jedoch analoge Behandlung mit MTT) ermittelt. Diese
Zellkulturexperimente wurden an der University of British Columbia in Vancouver,
Canada, Faculty of Pharmaceutical Sciences in der Gruppe von Dr. Urs O. Hifeli,

Associate Professor, wihrend des DAAD-geforderten Auslandsaufenthalts, durchgefiihrt.

6.4.5 Durchflusszytometrie (FACS)

HeLa Zellen wurden in einer Dichte von 150000 Zellen /well in 12-well plates eingesét
und 24 Stunden in DMEM mit 10 % FCS kultiviert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
und anschlieBend fiir eine Stunde bei4 °C mit den Polymersomen (0,5 g/L) in PBS bzw.
in DMEM-Medium mit 10 % FCS inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut
dreimal mit PBS gewaschen und schlieBlich mit 2,3 mM EDTA in PBS von der
Kulturschale abgelost und in einem Beckman Coulter Epics XL Flow Cytometer mit
einem 488 nm Laser vermessen. Die Fluoreszenzintensitit wurde im FL2 Kanal
(575 nm/Bandpass) detektiert. Zur Datenauswertung wurden basierend auf dem Dot plot
(Forward-scatter/Side-scatter) Zelldebris fiir die Analyse ausgeschlossen. Die Daten

wurden mit Hilfe der Cyflogic Software (Cyflo Ltd., Finnland) analysiert. Diese
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Zellkulturexperimente ~ wurden an der Charité, Universititsmedizin Berlin,
Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Pathobiochemie, in der Arbeitsgruppe von

Prof. Dr. Hendrik Fuchs, mit Unterstiitzung von Dr. Diana Bachran durchgefiihrt.

Die FACS-Versuche zur Bestimmung der spezifischen Zellbindung Bombesin-
funktionalisierter Polymersome an PC-3-Zellen wurde analog wie oben beschrieben
durchgefiihrt. Jedoch wurden die Zellen fiir 3 h bei 37 °C mit den Polymersomen
inkubiert und die Analyse wurde nach Ablésung mit 2,3 mM EDTA-PBS-Losung an
einem BDTM LSR II Flow Cytometer (BD Biosciences, USA) im FL3 Kanal
durchgefiihrt. Diese FACS-Experimente wurden an der University of British Columbia in
Vancouver, Canada, in der ubcFLOW Cytometry Facility, wihrend des DAAD-
geforderten Auslandsaufenthalts, durchgefiihrt.

6.5 Funktionalisierung

6.5.1 Carboxylierung von Pluronic® L121

Die Veresterung von Pluronic® L121 wurde mit einem 20-fachen Uberschuss an
Bernsteinsdureanhydrid in THF unter Riickfluss durchgefiihrt. Nach 72 h Reaktionszeit
wurde iberschiissiges Bernsteinsdureanhydrid durch Dialyse (MWCO, 1 kDa) gegen
THF entfernt. SchlieBlich wurde das Losungsmittel abrotiert. Die Analyse mit Infrarot-
Spektroskopie zeigte die typische Carbonyl-Bande zwischen 1670 und 1820 cm’,
wodurch die erfolgreiche Carboxylierung des Polymers bestdtigt wurde. Das IR-

Spektrum befindet sich im Anhang, Abb. 9.2.

6.5.2 Farbstoffmarkierung und Biokonjugation

Die Farbstoffmarkierung mit Alexa Fluor® 647 als auch die Biokonjugation mit dem
Targeting-Peptid [Lys’]-Bombesin wurde mit Hilfe gingiger Carbodiimid-Chemie
durchgefiihrt. Polymersome (2 g/l bezogen auf die Polymerkonzentration) aus
carboxyliertem Pluronic® L121 wurden mit EDC Hydrochlorid (5 mM) und NHS
(5 mM) in 0,1 M MES Pufferlosung pH 5,5 fiir 1 h bei 20 °C und 700 rpm in einem
Eppendorf Thermomixer aktiviert. Der pH-Wert der Reaktionsmischung wurde
nachfolgend auf pH 7 mit 0,2 M Boratpuffer angepasst und 560 nmol [Lys’]-Bombesin
pro 10 mg Polymer wurde zugegeben. Die Reaktion wurde fiir weitere 20 h bei 20 °C und
700 rpm weitergefiihrt. Verbleibende Aktivester-Gruppen wurden durch Zugabe von
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1,5mM Ethylendiamin innerhalb weiterer 6 h bei 20 °C vollstindig abgesittigt. [Lys’]-
Bombesin- funktionalisierte Polymersome wurden mittels Dialyse (MWCO: 12 kDa)
aufgereinigt und anschlieBend mit Alexa Fluor® 647 NHS-Ester nach dem Hersteller-
Protokoll farbstoffmarkiert. Es folgte ein weitere Dialyse-Aufreinigungsschritt (MWCO:
12 kDa). Kontrollproben ohne [Lys’]-Bombesin wurden analog hergestellt, jedoch wurde
anstelle des Peptides das identische Volumen an Wasser zugegeben. Die
Fluoreszenzintensititen beider farbstoffmarkierten Polymersom-Dispersionen unter-
schieden sich weniger als 10 % in ihrer Fluoreszenzintensitit. Die Fluoreszenzspektren

befinden sich ebenfalls im Anhang, Abb. 9.5).

6.5.3 Quantifizierung des Peptids auf der Polymersom-Oberflache

Die Bestimmung des [Lys’]-Bombesins auf der Polymersom-Oberfliche wurde mit Hilfe
einer quantitativen HPLC-basierten Aminosduren-Analyse nach Bartolomeo und Miasano
durchgefiihrt.?”” Um eine saure Hydrolyse des Peptids zu erzielen, wurden ca. 6 mg
getrocknetes, funktionalisiertes Polymer mit 1 mL 5N HCI bei 110 °C {iber Nacht
behandelt. Nach Abkiihlen, Neutralisation mit NaOH und Filtration (um prizipitiertes
Polymer abzutrennen) wurde eine Vorsiulen-Derivatisierung mit Fluoraldehyde™ (ortho-
Phthaldialdehyd, kurz OPA) Reagenzlosung wie folgt durchgefiihrt: 50 pL Boratpuffer
(50 mM, pH 9) und 50 pL Probe wurden fiir 30 Sekunden gemischt, 50 uL. OPA-Reagenz
wurde nachfolgen zugegeben und fiir 90 Sekunden gemischt, schlieBlich erfolgt eine
Zugabe von 600 puL Acetat-Puffer (50 mM, pH7) und erneutes Mischen iiber 30
Sekunden. Die Analyse wurde direkt an die Derivatisierung anschlieBend an einem HPLC
Waters Millenium System mit Novapak C;g Waters Sdule und einer photometrischen
Detektion bei 338 nm durchgefiihrt. Die mobile Phase bestand aus A: 50 mM Acetat-
Puffer pH 7 und B: Acetonitril (Gradient startete nach 7 min A mit 10 % Acetonitril und
endete mit 80 % Acetonitril nach weiteren 5 min). Es wurden je 10 puL. Probe injeziert.
Die Flussrate wurde auf 1 mL/min gesetzt. Eine Kalibrierreihe wurde mit Glutaminséure
durchgefiihrt und die Wiederfindung nach der Hydrolyse des Tripeptids Glutathion
bestimmt. Die HPLC-Messungen wurden an der University of British Columbia in
Vancouver, Canada, Faculty of Pharmaceutical Sciences, widhrend des DAAD-

geforderten Auslandsaufenthalts, durchgefiihrt.
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6.5.4 In-Vitro-Zellbindung- und Zellaufnahme-Studie

Die Zellbindung und Zellaufnahme von Farbstoffmarkierten [Lys’]-Bombesin-
Polymersomen wurde neben der Durchflusszytometrie mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie (LSM) und einem Fluorezenz-basierten Aufnahmetest evaluiert.
Letztere ermoglicht, zwischen Zelloberflichen-gebundenen und aufgenommenen
Polymersomen zu unterscheiden. PC-3-Zellen wurden mit einer Dichte von 150.000
Zellen/well in 12-well plates eingesdt und tibernacht bei 37 °C, 5 % CO; in RPMI mit
10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptavidin kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit
PBS wurde die Zellen mit Alexa Fluor® 647-markierten Polymersomen (0,3 g/L
Polymerkonzentration, jeweils mit und ohne [Lys’]-Bombesin-Funktionalisierung) in
PBS mit 5 % BSA bei 37 °C und 5 % CO; fiir 2 h inkubiert. Kompetitionsexperimente,
um die Rezeptorspezifitit zu bestitigen, wurden nach einer Pré-Inkubation mit einem
Uberschuss an freiem Bombesin (15 pM) durchgefiihrt. Die Durchflusszytometrie-
Experimente sind bereits in Abschnitt 6.4.5 beschrieben. Fiir den In-Vitro- Autnahmetest
wurden die Zellen nach der Inkubation mit Glycin-HCI1 pH 2,2 behandelt, um gebundene
Polymersome von der Zelloberfliche zu entfernen. Die entfernte Fraktion wurde
gesammelt und fluorometrisch vermessen (Anregung 630 nm, Emission 650 nm).
AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,3 M NaOH lysiert und ebenfalls fluorometrisch
analysiert. Die prozentuelle Aufnahme wurde wie folgt dargestellt: % Zellaufnahme =
(Fluoreszenzintensitit des Zelllysats)/(Fluoreszenzintensitit der Polymersome, welche

zur Inkubation auf die Zellen gegeben wurden).

Fiir die konfokale LSM-Studie wurden die Zellen in vergleichbarer Dichte auf Polylysin-
beschichtete Deckgldaschen gesdt und nach der Inkubation ebenfalls dreimal mit PBS
gewaschen. Mit einer 4%-igen Paraformaldehyd-Losung wurden die Zellen anschlieSend
fixiert und mit einem WGA-Fluorescein-Konjugat nach Hersteller-Anweisung gefirbt.
SchlieBlich wurden die Deckgldschen mit einem DAPI-beinhaltenden Mounting-Medium
Prolong® Gold auf Glas-Mikroskop-Objekttragern befestigt. Die Aufnahmen entstanden
an einem Olympus FV10i Konfokal-Mikroskop mit Unterstiitzung von Kevin Hodgson
von der Bioimaging Facility an der University of British Columbia in Vancouver,

Kanada.
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6.6 Magnetische Charakterisierung

6.6.1 Relaxometrie-Messungen

Die Relaxometrie-Messungen wurden von Urs O. Hifeli mit Unterstiitzung von Michael
J. House und Timothy G. St. Pierre an der University of Western Australia durchgefiihrt.
Die Proton-Relaxationsraten wurden seriell an Polymersom-Proben unterschiedlicher
Konzentrationen bei 25 °C und einem magnetischen Feld von 1,4 Tesla an einem Bruker
Minispec mq60 NMR Analyzer gemessen. Die longitudinale (T;) und die transversalen
(T>) Relaxationskurven wurden durch ein Inversion Recovery Spin Experiment bzw.
einer Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) Spin-Echo Pulssequenz ermittelt. Alle
Ergebnisse sind als dosisabhingige Relaxationsraten gegen die Eisenkonzentration

aufgetragen, dargestellt.

6.6.2 Magnetic Particle Spectroscopy (MPS)

Die Leistungsfihigkeit der magnetischen Polymersome fiir das MPI-Verfahren wurde
durch Messungen an einem Magnetic Particle Spectrometer (Bruker Biospin) evaluiert.
Die Messungen wurden von Norbert Lowa an der Physikalisch Technischen
Bundesanstalt in Berlin durchfiihrt. Es wurde ein dynamisches Wechselfeld von 25 mT
und eine Anregungsfrequenz fy von 25,25 kHz fir die Messung eingestellt. Das
Signalspektrum wurde auf den Eisengehalt der Polymersome normiert.
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9 Anhang

9.1 Abkurzungsverzeichnis

Verwendete AbKiirzungen

Abb.
ACUPA
AMD
BSA
CAC
CFD
CLSM
CPMM
CT
CTAB
DAPI
DLS
DMEM
DMSO
DNA
DOTA
DPD
EDTA
EPR-Effekt
FACS
FCS
FDA
FFP
FID
Gew.-%

Gl

Abbildung

(S,S-2-[3-[5-amino- I-carbo xypentyl]-ureido ]-Pentandisdure
altersbedingte Makuladegeneration

Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumin)

kritische Aggregationstemperatur (Critical Aggregation Temperature)
Numerische Stromungsmechanik (Computational Fluid Dynamics)
Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (Confocal Laser Scanning Microscopy)
Raupenmikromischer (Caterpillar Micromixer)
Computertomographie

Cetyltrimethylammon iu mbro mid

4’,6-Diamidin-2-phenylindol

Dynamische Lichtstreuung

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure (Desoxyribonucleic acid)
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure

Dissipative Partikel-Dynamik

Ethylendiamintetraessigsdure

Enhanced Permeability and Retention Effect

Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting)
Fetales Kilberserum (Fetal Calf Serum)

Food and Drug Administration

Feldfreier Punkt

freier Induktionsabfall Free (Indication Decay)

Gewichtsprozent

Gleichung
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GRP

GRPR

GUv

HER 2

HPLC

LASER

LCST

MALDI-TOF-MS

MD
MDR
MPI
MPS
MPS
mRNA
MRT
MTT
NMR
NNI
NSCLC
PB
PBS
PEG
PEO
PET
PETA
PLA
PPO
PSMA
RES
SAR

SAR-Prinzip

214

Gastrin Releasing Peptide
Gastrin Releasing Peptide Receptor
Giant Unilamellar Vesicles

Humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 (Human Epidermal Growth

Factor Receptor2)

Hochleistungsfliissigchromatographie (High Performance Liquid
Chromatography)

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
untere kritische Losungstemperatur (Lower Critical Solution Temperature)
Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight-Mass Spectroscopy
Molekulardynamik

Multi-Drug-Resistenz

Magnetic Particle Imaging

Mononukledre Phagozytensystem

Magnetic Particle Spectroscopy

Boten-RNA (messenger ribonucleic acid)
Magnetresonanztomographie
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-d iphenyltetrazolimbro mid
Kemspinresonanz (Nuclear Magnetic Resonance)

National Nanotechnology Initiative

nicht-kleinzelliger Lungenkrebs (Non-Small Cell Lung Cancer)
Polybutadien

Phosphatgepufferte Salzlosung (Phosphat Buffered Saline)
Polyethylenglycol

Polyethylenoxid

Positronen-Emissionstomographie

Pentaerythritoltetraacrylat

Poly(D,L-Lactid), (Poly(D,L-lactic acid))

Polypropylenoxid

Prostata-spezifisches Membran-Antigen
Retikuloendothelial-System

Spezifische Absorptionsrate

Split-and-recombine-Prinzip
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SCID Schwerer kombinierter Inmundefekt (Severe Combined Immunodeficiency)

SDBS Natriumdodecylbenzolsulfonat

siRNA Short interfering ribonucleic acid

SLS Statische Lichtstreuung

SPARC Osteonectin, (Secreted Protein Acidic Rich in Cysteine)

SPECT Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie, (Single Photon Emission
Computed Tomography )

SPIO Superparamagnetisches Eisenoxid, (Superparamagnetic iron oxide)

SSL Grenzbereich starker Segregation (Strong Segregation Limit)

Tab. Tabelle

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

THF Tetrahydrofuran

vd Verteilungsvolumen (Volume of Distribution)

WSL Grenzbereich schwacher Segregation (Weak Segregation Limit)

Allgemeine Symbole und Formelzeichen

c Konzentration

T Absolute Temperatur
M Viskositét

kg Boltzmann-Konstante
r Radius

d Durchmesser

Formelzeichen zur Theorie der Selbstorganisation von Amphiphilen

ao Fléche, die durch hydrophile Kopfgruppe eingenommen wird
Ic Konturldange des Molekiils

Pc Kritischer Packungsparameter

\ Volumen des hydrophoben Volumens

N Polymerisationsgrad

Y Linienspannung

K Biegemodul

X Flory-Huggins-Interaktionsparameter
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Formelzeichen zur Theorie des Magnetismus

B Magnetische Induktion oder Flussdichte
C Wirmekapazitat

f Frequenz

H Magnetische Feldstirke

h Plancksches Wirkungsquantum

Hc Koerzitivfeldstarke

Anisotropie-Konstante

M Magnetisierung

m Magnetisches Moment

Mg Remanente Magnetisierung

Ms Sattigungsmagnetisierung

ri2 Relaxivitdtsrate

Ri2 Relaxivitat
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9.2 Zusatzliche Daten und Abbildungen

Erginzungen zu Abschnitt 4.1

Tab. 9.1: Dichteabschétzung der Polymerphase fiir PB-PEO-Mizellen und -Vesikelin Wasser

<Rp> Vin M, p N
3 3 Morphologie
(nm)  (m*/mol)  (g/mol) (kg/m’)
22 26,8 1,0-107 373 Kugelmizelle
30 67,2 2,6:10 387 Vesikel
44 191,5 7,810’ 407 Vesikel
65 505,9 2,4-10° 474 Vesikel

<Rn> aus dynamischer Lichtstreuung.

Vm berechnet aus R, fir Mizellen, fur Vesikel aus R, und mit der Annahme einer
Gesamtmembrandicke von23 nm.

Die mittlere Dichte p wurde Uber Vi, und M, berechnet

Abb. 9.1: Kryo-TEM-Aufnahme von Vesikelnaus PB,y-PEO;,-COOH bei pH 1
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Erginzungen zu Abschnitt 4.2
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Abb. 9.2: IR-Spektren des Pluronic® L121 vor (oben) und nach der Carboxylierung (unten).
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Abb. 9.3: Thermogravimetrische Analyse von magnetischen Pluronic®-L121-Vesikeln mit
unterschiedlicher Beladung mit Eisenoxid-Nanopartikeln. Es wurden je ca. 10-20 mg trockene Probe
fiir die Messung verwendet.
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] Linearer Fit: y = a + b*x
204 a: 0,43991

b: 4,33802E-5

1 Kor. R-Quadrat: 0,99959
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Abb. 9.4: Kalibrierung der HPLC-Analyse zur Camptothecin-Quantifizierung

Tab. 9.2: Bestimmung des Camptothecin-Gehalts von beladenen Pluronic®-L121-Polymersomen

Probe Peakfliche CPTHP,_C_,,,.,,,e1 Verdiinnungs-  CPTgesamt cpPT’
(1v/s) (ug/mL) faktor (ug/mL)  pmol/g
19645

L121-Vesikel (CPT") 19986 1,21 20 24,2 69
17654
19645

L121-Vesikel (CPT, 8% Fe,0,) 23876 1,30 20 26,0 75
21963

'CPT=Camptothecin, Berechnung nach Kalibierung Abb.9.4

2Camptothecin-Gehalt bezogen auf die Polymermasse (1 mg/mL Polymer)
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Abb. 9.5: Fluoreszenzspektren Alexa Fluor® 647-markierter L121-Vesikel. Die Poly merkonzentration
betrug jeweils 0,1 mg/L. Die Anregung erfolgte bei 600 nm.
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Abb. 9.6: Kalibierung der HPLC-Glutaminséiure-Analyse zur Quantifizierung von [Lys3]-B0mbesin

Tab. 9.3 Quantifizierung des [Lys3]-Bombesins auf der Polymersom-Ober fléiche

Probe Peakfliche GIXHch.probel Verdiinnungs-  GlXuydrolysat [Lysal-Bombesin2
(1V/s) (nmol/mL) faktor (nmol/mL) nmol/mg
7237

Bombesin- 11235 29,2 30 876 49

Polymersome 9084

Blank-Polymersome unterhalb des LOD* 30 - -

Glx = Glutaminsaure, Berechnung nach Kalibierung Abb. 9.6
2

[Lys*]-Bombesin-Konzentration bezogen auf die Polymerkonzentration (3 mol Glx promol [Lys*]-Bombesin-Hydrolysat,
6 mg/mL Polymer)

*LOD = Limit of Detection
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