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1 Einleitung

Poly(D,L-laktid-co-glykolid) (PLGA) ist ein kunstliches Polymer, das aufgrund der
Eigenschaften, bioabbaubar und biokompatibel zu sein, in den letzten Jahrzehnten enorm an
Bedeutung als Tragersubstanz fir Arzneistoffe gewonnen hat. PLGA-Partikel kénnen
besonders die Pharmakokinetik positiv beeinflussen.

Vor allem PLGA-Nanopartikel sind diesbeziiglich besonders geeignet, da sie aufgrund ihrer
kleinen GrolRRe leicht Kapillaren penetrieren und von Zellen aufgenommen werden kénnen
[1], [2], [3], [4]-

Mit der Anwendung von Nanotechnologie ist das Ziel des Drug Targeting, also die
spezifische Abgabe eines Arzneistoffes am gewiinschten Wirkort, verbunden. Dadurch wird
einer Schadigung gesunder Gewebe und grol3en Verlusten an Wirkstoff vorgebeugt. Die
Direktion an die Zielzellen wird dadurch erreicht, dass die Partikel an ihrer Oberflache eine
Substanz tragen, die spezifisch an Strukturen des Zielgewebes bindet [1], [2]. Die
Funktionalisierung kann durch kovalente Kopplung des Targeters zum Beispiel mit Hilfe der
Carbodiimidmethode an die freien Carboxylgruppen der Partikel erfolgen [5].

Die Herstellung von PLGA-Nanopartikeln erfolgt hauptsachlich mittels Solvent Evaporation
Technik. Dabei wird eine Losung von PLGA in einem organischen Losungsmittel in einer
wassrigen, tensidhéltigen Phase emulgiert. Durch das Abdampfen des Losungsmittels bilden
sich feste Partikel aus. Die Zugabe eines Stabilisators ist dabei unumganglich, da dadurch
die mechanische Annéherung der lipophilen Tropfchen und in weiterer Folge die Aggregation
der Partikel verhindert werden. Typische Stabilisatoren sind Poloxamere wie Pluronic® F68

und unterschiedliche Polyvinylalkohole [3], [4].

Empirische Beobachtungen haben gezeigt, dass die Oberflachenkopplung an PLGA-Partikel
durch die zugesetzten Stabilisatoren beeinflusst wird. In der vorliegenden Arbeit soll dieser
Effekt fur Pluronic® F68 systematisch untersucht werden, das einer von wenigen
Stabilisatoren ist, die bereits fur die parenterale Verabreichung zugelassen sind.

Da bereits fur die Herstellung von Nanospharen mittels Solvent Evaporation Technik die
Zugabe eines Tensids notig ist, ist fir diese Analyse das Spruhtrocknen die Methode der
Wahl. Dabei entstehen zwar Mikropartikel, die jedoch auch tensidfrei suspendiert werden
koénnen.

Die Oberflaichenkopplung in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an Pluronic® soll
zwecks einfacher Charakterisierung mit fluoreszierenden Liganden durchgefiihrt werden.
Dabei handelt es sich um Substanzen sehr unterschiedlicher GroéRenordnungen, da

Molekule in allen Dimensionen Potential als Targeter aufweisen. Ziel dieser Arbeit war die



Untersuchung der Kopplung von Immunglobulin G (IgG), Weizenkeimagglutinin (WGA),
Fluoresceinamin und Fluorescein-Cadaverin.

Um auch einen etwaigen Effekt von Pluronic® F68 auf die Kopplung an Partikel
verschiedener GrofRen feststellen zu konnen, sollen auf3erdem Polystyrenstandards
definierter GroRRe fur die Untersuchung herangezogen werden.

Die Charakterisierung der Partikel soll mittels einer Kombination aus Flowcytometrie,

Rasterelektronenmikrokopie, HPLC und Fluoreszenzmessung erfolgen.



2 Grundlagen

2.1 Poly(D,L-laktid-co-glykolid)-Partikel

Poly(D,L-laktid-co-glykolid) (PLGA) ist ein synthetischer Polyester aus Milchsdure und
Glykolsaure (siehe Abbildung 1).

o
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Abb. 1: Struktur von PLGA, X = Anzahl der Milchsaureeinheiten,
Y = Anzahl der Glykolséureeinheiten

Es gehort zur Klasse der bioabbaubaren und biokompatiblen Polymere und wird unter
anderem fur resorbierbare medizinische Nahte eingesetzt. Aufgrund seiner glnstigen
Eigenschaften gilt es aul3erdem als besonders vielversprechend fur die Herstellung von
Formulierungen mit zeitlich und 6rtlich kontrollierter Freisetzung. Die physiko-chemischen
und biologischen Eigenschaften von PLGA, wie zum Beispiel die Hydrolyserate in wassriger
Umgebung, die Glasibergangstemperatur und die mechanische Festigkeit, sind stark vom
molaren Verhaltnis der beiden Bausteine Laktid und Glykolid abhangig [3].

In den vorliegenden Untersuchungen wurde PLGA mit einem Verhaltnis von 50:50
verwendet. Wie bei allen Typen liegt auch hier die Glasubergangstemperatur Gber der
physiologischen Temperatur von 37°C. Der genaue Wert ist vom mittleren Molekulargewicht

des Polymers abhéngig, das von Batch zu Batch variieren kann [3].

PLGA-Partikel eignen sich als Tréagermaterial fur Arzneistoffe, da ein Einbau der
gewlnschten Substanzen bereits bei der Herstellung der Partikel mdglich ist. Das Verpacken
eines Wirkstoffes in einem Arzneistofftrdgersystem bietet viele Vorteile. Die umgebende
Matrix schitzt Arzneistoffe vor dem Abbau durch Enzyme und dem Angriff reaktiver
Substanzen zum Beispiel im Magen-Darm-Trakt.

Besonders interessant ist au3erdem der Einfluss auf die Verfligbarkeit des Arzneistoffes im
Kdrper. Durch die Verwendung von bioabbaubaren Substanzen wie PLGA als Tragermaterial
kann eine langsame Freisetzung des Wirkstoffes iber eine langere Zeitperiode stattfinden.
Dadurch ist es mdglich, die Anzahl der Arzneistoffgaben zu verringern. Zum Beispiel ist eine

Reduktion von taglichen Injektionen auf eine alle ein bis drei Monate méglich [1], [2], [4].
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Durch die einfache Modifizierbarkeit der Oberflache von PLGA-Partikeln spielen sie
aufRerdem eine grof3e Rolle im Bereich des Drug Targeting. Besonders interessant ist die
Anwendung von PLGA-Partikeln zur Bereitstellung hochwirksamer Arzneistoffe am Zielort
unter Vermeidung von Nebenwirkungen im gesunden Gewebe, zum Beispiel im Bereich der
Krebstherapie, aber auch bei vielen anderen Krankheiten sowie fiur Impfstoffe mit
l&angerfristiger Stimulierung des Immunsystems finden sie breite Anwendung (siehe dazu
auch Abschnitt 2.3) [4].

Unter den vielen Methoden, PLGA-Partikel herzustellen, sind die beiden wichtigsten die

Solvent Evaporation Technik und die Sprihtrocknung:

1. Solvent Evaporation:

Dies ist die Methode der Wahl zur Herstellung von Nanopartikeln aus PLGA. Man
unterscheidet zwei Techniken:

Single-Emulsionstechnik: Dabei wird der Arzneistoff gemeinsam mit PLGA in einem
organischen Losungsmittel gel6st, das mit Wasser nicht mischbar ist. Diese Losung wird,
meist mit Hilfe von Ultraschall, in einer wassrigen Losung eines Stabilisators emulgiert.
Unter Rihren kommt es zum Verdunsten des organischen Ldsungsmittels und das
Polymer verfestigt sich zu Partikeln. Losungsmittelreste werden unter vermindertem
Druck entfernt. Bei dieser Methode kdnnen vor allem jene Arzneistoffe eingebaut werden,
die schlecht in Wasser Igslich sind.

Doppel-Emulsionstechnik: Diese Methode ist besser fur hydrophile Substanzen geeignet.
Die wassrige Arzneistoffldsung wird in der organischen PLGA-Phase emulgiert und diese
Emulsion wiederum in eine wassrige Losung eines Emulgators gebracht, so dass eine
w/o/w Doppelemulsion entsteht.

Typische Stabilisatoren fur die Solvent Evaporation Technik sind Poloxamere und
Polyvinylalkohol (PVA).

Bei der Herstellung von PLGA-Nanopartikeln mit Solvent Evaporation Technik handelt es
sich um eine Batch-Verfahren. Das Gesamtsystem ist sehr fehleranfallig bei kleinsten

Veranderungen, daher ist eine industrielle Herstellung in groRem Mal3stab nicht méglich

[3], [4].

2. Sprihtrocknen:

Beim Spriihtrocknen handelt es sich um eine schnelle, einfache Methode, die leicht im
gro3en Maf3stab durchgefiihrt werden kann. Mit Hilfe von Druckluft wird die Lésung des
Polymers in feine Tropfchen zerstaubt. Die Temperatur wird dabei bei einem konstanten

Wert gehalten, der ein Verdunsten des Ldsungsmittels und somit ein Verharten der
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Tropfchen zu Partikel erlaubt. Mit Hilfe des Luftstroms gelangen die Partikel in den
Zyklon, in dem alle Partikel geeigneter Gréf3e abgeschieden und im Produktbehélter
gesammelt werden. Zu kleine Partikel werden mit der Abluftabsaugung entfernt.

Zur Herstellung von PLGA-Partikel mit Spriihtrocknung wird eine organische Lésung von
PLGA mit dem Arzneistoff verwendet. Bei dieser Methode ist die Zugabe eines
Stabilisators nicht erforderlich. Als Produkt werden Mikropartikel im Gré3enbereich von 1
bis 15 pum erhalten.

PLGA selbst ist relativ schwer effizient sprihzutrocknen, wenn man die
Glasubergangstemperatur nicht tiberschreiten mdchte. Auch bei sehr niedrig siedenden
Losungsmitteln reicht die dabei maximal mogliche Temperatur von etwa 38°C nicht aus,
um die im Trockenturm aus den Tropfchen entstehenden Partikel komplett von
Losungsmittelsresten zu befreien. Das fluhrt zu einer Ablagerung der noch klebrigen
Partikel an allen Glasteilen des Spruhtrockners. Auch im Zyklon, der eigentlich nur zur
Abscheidung der fertigen, trockenen Partikel dient, lagern sich gro3e Mengen PLGA ab.
Trotz der dadurch entstehenden Verluste wird das Spriihtrocknen h&aufig angewandt. Es
ist eine schonende Methode, die im Vergleich zur Solvent Evaporation Technik auch im

sehr groRen Mal3stab reproduzierbar durchgefiihrt werden kann [3], [4].

Zur Herstellung unbeladener PLGA-Partikel kénnen die selben Methoden angewandt

werden, jedoch ohne den Zusatz eines Arzneistoffes.

2.2 Drug Targeting

Die Anwendung von Nanotechnologie ist mit dem Ziel des Drug Targeting verbunden.
Insbesondere bei der Krebstherapie so wie auch bei der Behandlung von schweren
Infektionskrankheiten wie HIV, Leishmaniose, Malaria und nosokomialen Infektionen kommt
es haufig zum Auftreten von Nebenwirkungen, da die nétigen hochwirksamen Wirkstoffe fur
gesundes Gewebe toxisch sind. Das Ziel des Drug Targeting ist, Arzneistoffe direkt an die

gewulnschten Zielzellen zu dirigieren [1].

Man unterscheidet vier Targeting-Technologien.

1. Passives Targeting

Bei dieser Methode werden physiologische Besonderheiten des Zielgewebes ausgenutzt.
In hypoxischen Arealen nach einem Herzinfarkt und insbesondere in schnell
proliferierenden Tumoren sind die Blutgefal3e durchlassiger als im gesunden Gewebe. Je
nach Art des Tumors kdnnen die Locher Gréfden von 100 nm bis 2 um erreichen und

ermdglich dadurch die Penetration von Partikeln in geeigneten GréRenklassen. Diese
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Anreicherung bezeichnet man als EPR-Effekt (enhanced permeability and retention
effect). Er wird dadurch verstarkt, dass durch den Mangel eines funktionsfahigen
lymphatischen Systems der Abtransport der Partikel verlangsamt ist.

Um die Abgabe des Arzneistoffes im gewiinschten Zielgewebe zu erreichen, muss die
Halbwertszeit des Delivery Systems ausreichend grol3 sein. Diese ist von der Aufnahme
durch Zellen des RES (retikuloendotheliales System) abhangig. Dazu zahlen
Makrophagen in Blut, Leber und Milz. Dieser Prozess wird durch die Opsonisierung des
Wirkstofftragers durch Serumproteine, Komplementfaktoren und Antikdrper ausgelést.
Um die Effizienz des Delivery zu erhéhen, kdnnen hydrophile Polymere wie Poly(ethylen-
glykol) in die Hulle von Wirkstofftragern eingebaut werden. Diese erzeugen einen
grolReren hydrodynamischen Radius, der zu einer sterischen Stabilisierung fuhrt und die

Erkennung, Opsonisierung und Aufnahme durch das RES verringert [6], [7].

2. Aktives Targeting

Beim aktiven Targeting werden charakteristische Merkmale auf der Zelloberflache wie
Rezeptoren, Membrantransportsysteme, Adhasionsproteine und Zucker genutzt, um tber
einen molekularen Erkennungsprozess die Arzneistofftrager direkt an die Zielzellen zu
binden. Dadurch ist die Endocytose-Rate deutlich erhéht und damit wachst auch der
therapeutische Effekt. Wird ein Epitop genutzt, das nicht internalisiert wird, so erfolgt
dennoch eine Anreicherung des Wirkstoffes an der Zellmembran. Durch den grof3en
Gradienten erfolgt eine erhéhte Resorption.

Die Art der Anwendung kann stark variieren. Eine Mdglichkeit ist die Kopplung eines
Wirkstoffes an einen Targeter, der fur die spezifische Interaktion mit der Zielzelle
zustandig ist. Um jedoch die Zahl der transportierten Effektormolekile zu erhéhen,
werden haufig gréRere Tragersysteme verwendet, in die der Wirkstoff eingebaut werden
kann. Dabei handelt es sich vor allem um Mizellen, Liposomen und Nanopartikel, die
klein genug sind, um intravends verabreicht zu werden. Sie kdnnen an ihrer Oberflache
mit verschiedenen Targetern, wie zum Beispiel Antikdrper, Antikbrperfragmente,
Lipoproteine, Lektine und niedermolekulare organische Substanzen wie Folat,

funktionalisiert werden [6], [7].

3. Physikalisches Targeting

Das physikalische Targeting nutzt Abweichungen in Temperatur oder pH-Wert zum
Beispiel im Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem Gewebe. Wenn Wirkstofftrager fiir
solche Stimuli empfindlich sind, so erfolgt nur hier eine Abgabe des Inhalts. Diese

Methode inkludiert auch magnetisch kontrolliertes Targeting. Dabei werden Wirkstoffe an
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magnetisierbare Partikel gebunden, die nach der Verabreichung durch das Anlegen

eines aulReren Magnetfelds in das Zielgewebe dirigiert werden [6], [7].

4. Targeting Uber zellulare Tragersysteme

Bei dieser Methode werden prokaryontische und eukaryontische Zellen oder Zellhiillen
mit Wirkstoffen beladen. Im Gegensatz zu anderen Targeting-Methoden kdnnen dabei

jedoch leicht Immunreaktionen auftreten [6], [7].

Die grofRte Bedeutung unter diesen Technologien kommt dabei dem passiven und dem

aktiven Targeting zu.

Wie bereits weiter oben erwahnt, werden beim aktiven Targeting biorekognitive Molekile in
sehr verschiedenen Grol3enklassen verwendet. Im folgenden sollen stellvertretend fiur viele

andere Targeter drei Substanzen vorgestellt werden.

Antikérper und Antikdrperfragmente

Antikdrper oder Teile von Antikérpern gehéren zu den grof3ten aller verwendeten Vektoren.
Ihre Verwendung basiert auf der spezifischen Erkennung von vor allem proteinogenen
Epitopen auf Zelloberflachen. Ihr Haupteinsatzgebiet liegt vorwiegend in der Krebstherapie.
Es besteht die Moglichkeit, Wirkstoffe an Antikdrper zu koppeln und sie somit an das
Zielgewebe zu dirigieren oder die Funktion des Antikorpers alleine auszunutzen. Ein
prominentes Beispiel dafir ist die Behandlung der chronisch lymphatischen Leukéamie, die
mit herkdmmlichen Methoden nicht heilbar ist. Eine starke Verbesserung kann jedoch durch
die Verwendung von Antikérpern, die spezifisch gegen das Oberflachenantigen CD 52
gerichtet sind, erzielt werden. CD 52 befindet sich in grol3er Zahl an der Oberflache von B-
und T-Lymphozyten, Thymozyten sowie Monozyten und Makrophagen. Erythrozyten und
Thrombozyten hingegen sind frei von diesem Antigen, und es ist auch nicht auf
Vorlauferzellen oder hamatopoetischen Stammzellen zu finden. Bei der Bindung dieser
Antikdrper gegen das Epitop kommt es zur Komplementfixierung, antikbrpervermittelten
Cytotoxizitat und anschliel3ender Lyse der Lymphozyten.

Als Targeter kbnnen Antikdrper direkt an einen Wirkstoff gekoppelt werden. Ebenso ist eine
Verwendung verschiedener Delivery Systeme moglich, die durch oberflachengekoppelte
Antikdrper an ihr Ziel dirigiert werden. Dabei kommen auch Antikdrperfragmente zum
Einsatz. Sie sind deutlich kleiner als ganze Antikdrper, behalten jedoch ihre Spezifitat, die
durch die variablen Bereiche gegeben ist. Aufgrund ihrer Grél3e werden sie gerne benutzt,
um sie in groBen Mengen an Nanopartikel zu koppeln. Diese Konjugation kann entweder
direkt oder Uber einen Spacer erfolgen, und wird zielgerichtet oder regellos durchgefiihrt. Bei
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der letzteren Moglichkeit wird im Allgemeinen die Carbodiimidmethode verwendet. Dabei ist
jedoch zu beachten, dass die Konjugation in jeder Richtung des Antikdrpers mdglich ist und
somit seine Affinitat zum Epitop verringert wird, da Antigenbindungsstellen verdeckt sein
konnen.

Da Antikorper in Tieren produziert werden, sind Immunreaktionen nicht auszuschlief3en.
Diesen kann jedoch durch die Verwendung von humanen konstanten Teilen sowie durch die
Herstellung rekombinanter humaner Antikdrper vorgebeugt werden.

Es werden bereits sehr viele Antikorper gegen diverse Krankheiten verwendet und getestet.
Einige Beispiele dafir sind metastasierender Brustkrebs, lymphoproliferative Erkrankungen
nach Organ- und Knochenmarkstransplantationen, Non-Hodgkin-Lymphome und viele

andere bosartige Krankheiten [6], [7].

Lektine

Unter Lektinen werden alle Proteine und Glykoproteine zusammengefasst, die spezifisch an
bestimmte Kohlenhydratreste binden kdnnen. Sie kommen ubiquitdr in Mikroorganismen,
Pflanzen und Tieren vor und sind dort fur die Vermittlung verschiedener physiologischer
Funktionen wie spezifische Zell-Zell-Interaktionen oder den Transport von Zuckern
zustandig.
Ihr Einsatz im Bereich des Drug Targeting ist darauf zurtickzufiihren, dass im menschlichen
Kdrper alle Zellen eine kohlenhydrathaltige Hille besitzen, die man Glykocalyx nennt. Die
Verwendung von Kohlenhydraten als Zielmolekdl fir Drug Targeting bietet eine enorme
Vielfalt an Méglichkeiten. Zucker sind in ihrer Struktur deutlich variabler als Proteine oder
Nukleinsduren, da es neben einer groRen Anzahl an unterschiedlichen Zuckern jeweils
verschiedene Konformationen und Mdglichkeiten der Verkniipfung gibt.
In jedem Zelltyp besitzt die Glykocalyx eine fir dieses Gewebe spezifische
Zusammensetzung, die sich bei maligner Transformation der Zellen verdndert. Dieser
Unterschied kann bei Lektin-vermitteltem Targeting ausgenutzt werden. Der zweite
Angriffspunkt sind gastrointestinale Schleimh&aute. Diese dienen dem darunterliegenden
Gewebe als Schutz vor dem sauren Verdauungssaft, Proteasen und pathogenen
Mikroorganismen. Die gelartige Struktur wird durch Glykoproteine erreicht, die man Muzine
nennt. Da sie einen besonders hohen Kohlenhydratanteil besitzen, kénnen auch sie Ziel
eines Lektin-vermittelten Drug Delivery sein.
Von besonderem Interesse in diesem Bereich sind Pflanzen-Lektine wie das Tomaten-
Lektin, Stechginsterlektin oder das Weizenkeimagglutinin (WGA). WGA ist ein dimeres
Protein, das in Summe vier Zuckerbindungsstellen besitzt und eine sehr hohe Spezifitat fiir
N-Acetyl-D-glucosamin und N-Acetylneuraminsaure aufweist. Diese Eigenschaft ermoéglicht
eine Bindung des WGA an die Glykocalyx der Enterocyten des Darms. Durch die direkte
-12-



Adressierung an die resorbierende Oberflache kann der frihzeitige Abbau eines Wirkstoffes
durch luminale Enzyme vermindert werden. Durch die Bindung an die Zellmembran kann ein
Lektin-gekoppelter Arzneistoff oder auch ein umhdallter Trager, der den Arzneistoff enthalt,
Uber Endocytose in die Zelle aufgenommen werden. Bei WGA ist diese Aufnahme auRRerst
effizient — innerhalb von drei Stunden werden bis zu 80% des gebundenen Lektins in Caco2-
Zellen (enterocytenahnliche Zelllinie) aufgenommen. Von den Endosomen erfolgt ein
Transport in die Lysosomen, die einen saurebestandigen Wirkstoff wiederum an das Cytosol
abgeben. Dadurch wird eine sehr hohe intrazellulare Verflugbarkeit erreicht. Ein kleiner Antell
WGA gekoppelter Wirkstoffe oder Partikel wird au3erdem transzellular transportiert.

WGA ist besonders gut fur die orale Verabreichung geeignet, da es nicht von Enzymen im
Magen-Darm-Trakt angegriffen wird. AufRerdem sind N-Acetyl-D-glucosamin und N-
Acetylneuraminséure, an die WGA spezifisch bindet, in der Nahrung in ausreichend geringer
Menge vorhanden, um keine Konkurrenz zur Glykocalyx der Enterocyten darzustellen.

Wie auch bei vielen anderen Vektoren ist es natirlich auch bei WGA mdéglich, einen Wirkstoff
direkt an das Protein zu binden, oder aber diesen in ein Tragersystem einzubauen, das mit
WGA konjugiert wird. Fir die perorale Applikation bietet sich die Verwendung von
Wirkstofftragern jedoch besonders an, da durch die Verpackung in einer Matrix die
Schadigung durch verschiedene Stoffe im Magen-Darm-Trakt, wie extreme pH-Werte und

diverse Enzyme, verhindert wird [8].

Folsaure

Folsaure ist ein Vitamin, das fur die Synthese von Purinen und Pyrimidinen unerlasslich ist.
In gesundem adultem Gewebe wird es in reduzierter Form Uber einen Carrier in die
entsprechenden Zellen transportiert. Wéahrend der Embryonalentwicklung hingegen, an
aktivierten Makrophagen und zum Rickgewinn von Folat aus dem Primarharn im proximalen
Tubulus wird dafir der Folat-Rezeptor (FR) genutzt. Dieser ist ein 38 kDa grolRes
Glykopeptid, das Folat mit einer Affinitat von mehr als 10° M bindet. In Krebszellen kommt
es zu einer enormen Hochregulation des FR. Daher wird er intensiv als Targeter in der
Krebstherapie erforscht.

Folat ist ein sehr kleines Molekil, das uber seine y-Carboxylgruppe mit verschiedenen
Wirkstoffen konjugiert werden kann, ohne seine hohe Affinitat gegeniber dem FR zu
verlieren. Der in gesundem Gewebe exprimierte Folat-Carrier kann keine Konjugate mit
Folsdure aufnehmen, so dass ein groRer Anteil spezifisch in Tumorzellen gelangt, ohne
gesundes Gewebe zu beeinflussen.

Der FR kommt einerseits in der Tumortherapie und andererseits bei der Behandlung von

Rheumatoider Arthritis zum Einsatz. Prinzipiell kommen sind alle Tumore mit FR-
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Uberexpression als Ziel solcher Arzneiformen in Frage. Dazu z&hlen unter anderen Tumore
der Eiersttcke, der Lunge, des Gehirns sowie Brustkrebs.

Rheumatoide Arthritis ist eine chronische Autoimmunerkrankung, die zu destruktiven
Entzindungen in inneren Organe und Gelenken fiihrt. Die Schliissel-Effektor-Zellen dieser
Erkrankung sind Makrophagen, der Aktivitdt mit dem Auftreten und Symptomen Kkorreliert.
Bei der konventionellen Therapie werden Entziindungsmediatoren angegriffen, die von
aktivierten Makrophagen freigesetzt werden. Da diese Zellen jedoch Folat und verschiedene
Konjugate durch die Expression des FR hoch affin binden kdnnen, ist ein direkter Angriff an
der Quelle der Krankheit moglich. Auch in vielen anderen Autoimmunerkrankungen spielen
aktivierte Makrophagen eine grofe Rolle. Durch die Expression des FR ist ein mdglicher

Ansatzpunkt fur eine Therapie gegeben [7], [9].

2.3 Die Carbodiimidmethode

Bei der Verwendung eines PLGA-Typs mit endstandigen Carboxylgruppen zur
Partikelherstellung erhalt man Partikel mit zahlreichen Carboxylgruppen an der Oberflache.
Diese tragen zur Stabilisierung der Partikelsuspension durch elektrostatische Abstof3ung der
gleichsinnig geladenen Oberflachen bei. Sie konnen allerdings auch fur die
Funktionalisierung der Partikel durch die kovalente Kopplung von Targetern verwendet
werden. Zu diesem Zweck kommt haufig die Carbodiimidmethode zum Einsatz. Diese
vermittelt die Bildung einer Amidbindung zwischen einer Carboxylfunktion und einer primaren
Aminogruppe ohne das Einfuhren eines Spacers. Da dies unter relativ milden Bedingungen

erfolgen kann, eignet sich diese Methode auch hervorragend fur die Kopplung von Proteinen.

Carbodiimide

Carbodiimide besitzen die charakteristische funktionelle Gruppe N=C=N. Diese ermdglicht
ihnen die Reaktion mit einer Carboxylgruppe, wobei ein kurzlebiger, aber hoch reaktiver O-
Acylisoharnstoff entsteht. Dieser kann mit einem Nukleophil, insbesondere mit primaren
Aminogruppen, reagieren. Unter Bildung einer Amidbindung entsteht so ein Amid, als
Nebenprodukt wird das Isoharnstoffderivat abgespalten. Dieses Reaktionsschema ist in
Abbildung 2 anhand des héaufig verwendeten Carbodiimids 1-Ethyl-3-(Dimethylaminopropyl)
carbodiimid (EDAC) dargestellt.
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Abb. 2: EDAC reagiert mit einer Carboxylgruppe unter Bildung eines Aktivesters. In Gegenwart einer
Aminogruppe (Nukleophil) wird eine Amidbindung gebildet und Isoharnstoff als Nebenprodukt frei.

Ein Problem bei der Verwendung von EDAC als Kopplungsreagens stellt die Instabilitat des
gebildeten aktiven Intermediats dar. Dieser Ester wird in der Gegenwart von Wasser
innerhalb von Sekunden hydrolysiert. Dabei wird die Carboxylgruppe wiederhergestellt und
ein entsprechender Isoharnstoff als Nebenprodukt gebildet. Diese kurze Zeit ist oft nicht
ausreichend, damit das Zielmolekul den Aktivester erreichen kann. Um diese Problematik zu

umgehen, wird dem Reaktionsgemisch zusatzlich NHS zugesetzt.

N-Hydroxysuccinimid (NHS)

NHS oder Sulfo-NHS werden bei der kovalenten Verknipfung von Carboxyl- und
Aminogruppen zugesetzt. Die beiden Derivate kénnen gleichermalRen verwendet werden,
jedoch ist Sulfo-NHS deutlich besser wasserloslich und daher fiir die Kopplung in wassrigem
Medium besser geeignet, wenn groRe Mengen notwendig sind.

Setzt man NHS in ausreichender Menge zur Reaktion von EDAC bei, so kommt es zur
Bildung eines NHS-Esters. Die Halbwertszeit eines NHS-Esters betragt einige Stunden und
ist somit um ein Vielfaches hoher als jene des Aktivesters aus EDAC und der
Carboxylgruppe.

Ist nun ein Amin vorhanden, so greift es als Nukleophil die Carbonylgruppe des NHS-Esters
an. Die NHS-Gruppe verlasst das Molekil und eine stabile Amidbindung verbleibt. Das
entstehende Endprodukt ist ident mit jenem aus der Reaktion ohne der Zugabe von NHS,
jedoch kann die Ausbeute der Reaktion um ein Vielfaches gesteigert werden. Das genaue

Reaktionsschema ist in Abbildung 3 zu sehen.
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Abb. 3: Das aktive Intermediat aus Carbonséaure und EDAC reagiert mit NHS zu einem NHS-Ester. Dieser wird
von einem Nukleophil (priméres Amin) angegriffen und es entstehen ein Amid sowie freies NHS.

Die Aktivierung der Carboxylgruppe lauft optimal im schwach sauren bis neutralem pH-
Bereich ab. Im Gegensatz dazu ist eine optimale Kopplung nur im Basischen zu erreichen.
Um eine maximale Kopplung zu erzielen, ist es bei der praktischen Durchfiihrung sinnvoll,
die Aktivierungs- und die Kopplungsreaktion in zwei Schritten hintereinander durchzufiihren
[10].

2.4 Pluronic®

Pluronic® ist ein Block-Copolymer vom Poloxamer-Typ. Solche Molekiile sind dreiteilig: In der
Mitte befindet sich ein zentraler Polpropylenblock (PPO-Teil), der an beiden Seiten mit

Polyoxyethylenblocken (PEO-Teile) konjugiert ist. Diese Struktur ist in Abbildung 4

N

(PEO)a - (PPO)b - (PEO)a

dargestellt.

Abb. 4: Chemische Struktur von PIuronic®, a = Anzahl der PEO-Einheiten,
b = Anzahl der PPO-Einheiten

Diese Struktur ist fiir die physikalischen Eigenschaften von Pluronic® verantwortlich. Der
mittlere PPO-Teil ist deutlich hydrophober als die beiden PEO-Ketten an den Enden.
Dadurch weist der PPO-Teil eine hohe Affinitat zu hydrophoben Oberflachen, wie Polystyren-
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oder PLGA-Partikeln auf. Die PEO-Schwanze sind hydrophil und ragen in das umgebende
wassrige Dispersionsmedium. So bekommt ein Partikel eine hydrophile Oberflache und ist im
wassrigen Medium sterisch stabilisiert.

Die Eigenschaften von Pluronic® sind von der Lénge der PPO- beziehungsweise PEO-Ketten
abhéngig. Bei einer Verldngerung des PPO-Teiles wird die Affinitat zur Oberflache
vergroRert und die Dichte an adsorbiertem Pluronic® nimmt zu. Bei langen PEO-Ketten
nimmt die Schichtdicke des umgebenden Pluronic® zu, da ein langerer Teil in das wéssrige
Medium hineinragt. Da dadurch auch allgemein die Hydrophilie vergrof3ert ist, adsorbiert
weniger Pluronic® an der Partikeloberflache.

Ein haufiger Vertreter ist Pluronic® F68. Dabei handelt es sich um das Poloxamer 188, das
ein Molekulargewicht von 8350 g/mol aufweist. Es setzt sich aus 30 PPO-Einheiten sowie an
jedem Ende 75 PEO-Einheiten zusammen. Daraus ergibt sich eine Hydrophilie — Lipophilie —
Balance (HLB) von 29 [11].

Pluronic® F68 kommt eine zentrale Bedeutung bei der Herstellung von PLGA-Nanopartikeln
mit Solvent Evaporation Technik zu. Es verhindert dabei die Aggregation wahrend des
Aushartens der Trépfchen zur Partikeln. Auch in allen weiteren Schritten bleibt Pluronic® als
sterischer Stabilisator vorhanden und verhindert so das Ausfallen der Partikel [3], [12].

Die Dicke der Pluronic®-Schicht, die die Partikel umgibt, ist von der Konzentration an
Pluronic® abhangig. Wie bei einer hochaffinen Adsorption zu erwarten ist, ist der Anstieg im
Bereich sehr kleiner Konzentrationen, also bis zu 0,5%, sehr rasch. Im Anschluss wird ein
Pseudoplateau bei etwa 6 nm erreicht. Diese Schichtdicke ist unabh&ngig von der
Partikelgrée [13]. Anderen Quellen zufolge kann diese Schicht sogar bis zu 20 nm betragen
[14].

In den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass Pluronic® auRerdem selbst biologische
Aktivitat aufweist. Diese wird dadurch begriindet, dass es sich aufgrund seines hydrophoben
Mittelteils in biologische Membranen einbauen und auch in die Zelle eindringen kann. Hier
kénnen zahlreiche Prozesse beeinflusst werden, unter anderem die ATP-Synthese, die
Genexpression und die apoptotische Signaltransduktion. Bei der Injektion Pluronic®-héltiger

Arzneimittel wurde aufl3erdem die Aktivierung des Komplementsystems festgestellt [15], [16].
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3 Material und Methoden

3.1 Material: Spezifikation und Quelle

= Poly(D,L-laktid-co-glykolid) (PLGA): Resomer RG502H, molares Verhdltnis von
Glykolid zu Laktid 50 : 50, Batch 1036003, Boehringer Ingelheim, Deutschland

= Fluorescein-Weizenkeimagglutinin (F-WGA): Verhéltnis Fluorescein/ Protein 2,9,
M = 36 000 g/mol, Vector Laboratories, USA

=  Fluorescein- Immunglobulin (F-IgG): Anti-Maus IgG-FITC produziert in der Ziege,
Verhaltnis Fluorescein/ Protein 4,4, M = 155 000 g/mol, Sigma, USA

= Fluoresceinamin: M = 347,32 g/mol, Sigma, USA

= 5-((5-Aminopentyl)thioureidyl)-fluoresceindihydrobromid (F-Cadaverin):
M = 653,38 g/mol, Invitrogen, California

= N-(3-Dimethylamino-propyl)-N’-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid) (EDAC): Sigma, USA

= N-Hydroxysuccinimid (NHS): Sigma, USA

=  Pluronic® F-68: Sigma, USA

= 1 um Polystyrenpartikel: Polybead®, carboxylierte Oberflache, mittlerer Durchmesser
0,981 um, Standardabweichung 0,028 um, Cat # 08226, Lot # 595116, Polysciences,
USA

= 3 um Polystyrenpartikel: Polybead®, carboxylierte Oberfléache, mittlerer Durchmesser
3,00 pum, Standardabweichung 0,144 ym, Cat # 17141, Lot # 593574, Polysciences,
USA

= 6 um Polystyrenpartikel: Polybead®, carboxylierte Oberflache, mittlerer Durchmesser
5,54 um, Standardabweichung 0,3732 pum, Cat # 09850, Lot # 443863, Polysciences,
USA

Alle anderen Substanzen sind von analytischer Reinheit und von Sigma, St. Louis, USA.

Jede verwendete wassrige LOsung ist durch ein 0,22 um Filter partikelfiltriert.
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3.2 Herstellung und Vorbereitung von Mikropartikeln

3.2.1 PLGA-Mikropartikel

3.2.1.1 Spriuhtrocknung

Die Mikropartikel werden mittels Sprihtrocknung hergestellt wie von Ertl et al. beschrieben
[5]. Eine PLGA-LAsung mit einer Konzentration von 1 g PLGA je 15 ml Dichlormethan wird
mit einem Buechi® Mini Spray Dryer B-191 (Buechi Laboratoriums-Technik AG, Flawil,
Schweiz) sprihgetrocknet, wobei eine Dise mit 0,7 mm Durchmesser verwendet wird. Um
Qualitat und Ausbeute der Partikel zu gewahrleisten, werden nie mehr als 4 g PLGA (60 ml
Losung) auf einmal gespriiht. Danach wird der Produktbehdlter ausgekratzt und weitere 4 g
PLGA kénnen gespruht werden. Wird zu viel PLGA ohne diese Unterbrechung gespriht, so
kleben die noch mit Losungsmittelresten behafteten Partikel im Produktbehalter zusammen.
Die Spriihparameter werden folgendermalR3en gewahlt:

» Inlet-Temperatur: 35°C

= Qutlet-Temperatur: 32°C

= Aspiratorleistung: 100% (Abluft 40 — 50 mbar)

= Sprihrate: 2 ml/ min

» Luftmasse: 500 NI/h

= Automatische Disenreinigung: alle 5 sec

Losungsmittelriickstdnde werden anschlieRend tber Nacht im Vakuumexsikkator entfernt.

3.2.1.2 Suspendieren und GréfRentrennung

Aliquote von 100 mg PLGA werden mit 10 ml partikelfiltriertem destilliertem Wasser versetzt
und durch Vortexen von Gefalwand und -boden abgeldst. Zur Suspendierung und
Auftrennung aggregierter Partikel wird Ultraschall ben6tigt, die Abtrennung zu grofRer und zu
kleiner Partikel wird durch Zentrifugation erreicht.
Folgendes Schema wird dreimal durchlaufen:
= Zuerst wird die Probe fir 5 sec bei 72% Leistung mit dem Bandelin Sonoplus HD70
Ultraschallstab behandelt.
= AnschlieRend erfolgt eine Inkubation fir 5 min im Bandelin Sonorex Super 10P
Ultraschallbad bei 90% Leistung. Dabei ist zu beachten, dass die
Glastibergangstemperatur nicht Uberschritten wird. Daher muss die Temperatur
durch die Zugabe von Eis zumindest unter 35°C gehalten werden.
= Zur Abtrennung von Aggregaten und grof3en Partikeln wird bei 400 rpm 2 min

zentrifugiert.
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» Die Uberstande werden gesammelt und die Pellets wieder in 10 ml H,O
resuspendiert. Nach dem letzten Durchgang kann das Pellet verworfen werden.

Alle gesammelten Uberstande werden bei 3200 rpm fiir 10 min bei 4°C zur Abtrennung zu
kleiner Partikel zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die Pellets mit Hilfe des
Ultraschallbads bei 50% Leistung (keine Kihlung erforderlich) in 5 ml pro urspriinglichen
100 mg PLGA resuspendiert.
Die Kontrolle der GroR3entrennung erfolgt mittels Flowcytometrie und Laserdiffraktion
Die Konzentration der Mikropartikel wird durch Auswaage des Lyophilisats von 1 ml der

Suspension bestimmt.

3.2.2 Polystyren-Mikropartikel

Den gekauften Polystyrenstandards ist ein Tensid zugemischt, dessen Art und Konzentration
vom Hersteller nicht angegeben wird. Da ein Einfluss solcher Substanzen auf den
Kopplungsvorgang nicht ausgeschlossen werden kann, muissen die Partikel vor der
Verwendung gewaschen werden. Vom Hersteller werden dazu verschiedene Mdglichkeiten
empfohlen. Da alle verwendeten Partikel die empfohlene MindestgroRe von 0,8 pm
Uberschreiten, ist bei den hier verwendeten kleinen Ansatzen die Zentrifugation die Methode
der Wahl.

Dazu wird die notwendige Menge in einem Eppendorfgefald mit 20 mM HEPES/NaOH pH 7,0
auf eine Konzentration von 10 mg/ml verdiinnt und 10 min bei 4°C zentrifugiert. 3 um und
6 pum Partikel kénnen bei 3500 rpm, 1 um Partikel bei 4500 rpm zentrifugiert werden. Nach
dem Entfernen des Uberstandes wird in Puffer resuspendiert, wobei wiederum die
Konzentration von 10 mg/ml erhalten wird. Nach erneuter Zentrifugation wird so
resuspendiert, dass 100 pl Suspension der bendtigten Partikelmenge pro Kopplungsansatz,
also 5 mg, entsprechen. Dann werden die Partikel zu je 100 pul aliquotiert und jeweils weitere
400 pl Puffer zugesetzt. Nach weiterer Zentrifugation kdnnen die Pellets direkt in der fir den
ersten Schritt der Kopplung notwendigen Lésung (20 mM HEPES/NaOH pH 7,0 mit

unterschiedlichen Mengen an Pluronic®) resuspendiert werden.
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3.3 Kovalente Kopplung fluoreszierender Liganden an

Mikropartikel

Grundlage fur die kovalente Kopplung von Liganden mit Aminogruppen ist das Protokoll von
Ertl et al. [5], das die Carbodiimidmethode benutzt. Um eine Abhé&ngigkeit der Pluronic®-
Konzentration auf die Kopplungseffizienz untersuchen zu kénnen, ist zu allen verwendeten
Lésungen soviel Pluronic® zugesetzt, dass eine konstante Konzentration {iber den gesamten
Versuch gewahrleistet ist. Bei den untersuchten Konzentrationen handelt es sich um 0%,
0,01%, 0,025%, 0,05%, 0,1%, 0,5%, 1% und 5% Pluronic®. AuRerdem wird die unspezifische
Bindung der Liganden bei den beiden Konzentrationen 0% und 1% getestet. Jeder Ansatz
wird im Triplicate untersucht.
Mit Ausnahme der 1 pm Latex-Partikel, die bei 4000 rpm zentrifugiert werden, werden alle
Zentrifugationsschritte bei 3500 rpm und 4°C fur 10 min durchgefuhrt. Die Pellets werden
durch Vortexen und im Fall von PLGA-Partikeln auch im Ultraschallbad (Bandelin Sonorex
Super 10P) fur 1 min bei 50% Leistung wieder resuspendiert. Bei allen Inkubationsschritten
werden die Proben bei 25 rpm end-over-end bei Raumtemperatur gemischt.
Fir einen Ansatz mit 5 mg Mikropartikel wird folgendermal3en vorgegangen:
= Die entsprechende Menge PLGA-Partikel wird durch Zentrifugation in 2 ml
Eppendorf-Gefalien pelletiert, die Latex-Partikel sind nach dem Waschen bereits in
den richtigen Mengen aliquotiert.
= Um dem Pluronic® Zeit fiir eine Interaktion mit den Partikeln zu geben, erfolgt eine
Vorinkubation fir 1 h in jeweils 500 pl 20 mM HEPES/NaOH/Pluronic® pH 7,0.
= Nach erneuter Zentrifugation werden die Partikel in einer Losung resuspendiert, die
sich aus folgenden Teilen zusammensetzt:
0 18 mg EDAC in 100 pl 20 mM HEPES/NaOH pH 7,0
o 0,75 mg NHS in 100 pl 20 mM HEPES/NaOH pH 7,0
0 500 pl 20 mM HEPES/NaOH/Pluronic® pH 7,0 inklusive so viel Pluronic®, dass
in dem Endvolumen von 700 pl wieder die gewiinschte Konzentration erreicht
ist
= Wahrend einer Inkubation fir 2 h erfolgt die Aktivierung der Carboxylgruppen.
= Um uUberschissige Reaktionspartner zu entfernen, werden die Partikel nun
gewaschen: Es wird 1 ml 20 mM HEPES/NaOH/Pluronic® pH 7,4 zugesetzt,
zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und erneut mit 1 ml des gleichen Puffers
gewaschen.
= Die Kopplung erfolgt in einem Volumen von 500 pl, daher wird das Pellet in soviel
Puffer resuspendiert, dass nach der Zugabe des Liganden dieses Endvolumen
erreicht wird. Insbesondere F-WGA und F-IlgG durfen erst nach dem korrekten
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Resuspendieren zugesetzt werden, damit ihre Struktur nicht zerstort wird. Die Proben
werden Uber Nacht vor Licht geschutzt inkubiert.
= Die Absittigung nicht abreagierter Gruppen erfolgt iber 30 min mit 10 mg Glycin, das
in 100 pl 20 mM HEPES/NaOH pH 7,4 gelost ist. Als Ausgleich miissen 100 pl Puffer
mit doppelter Pluronic®-Konzentration zugesetzt werden, um die Konzentrationen
weiterhin konstant zu halten.
= Danach werden die Partikel von allen Uberschissigen Reagenzien in vier
Waschschritten gereinigt. Dabei wird jeweils 1 ml 20 mM HEPES/NaOH/Pluronic®
pH 7,4 zugesetzt, homogen suspendiert, zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
= Nach dem letzten Waschschritt werden die Partikel in 500 pl 20 mM
HEPES/NaOH/Pluronic® pH 7,4 aufgenommen und fiir die Charakterisierung
herangezogen.
Es ist auch eine Kopplung im Ansatz mit 10 mg PLGA-Mikropartikeln oder 2,5 mg Latex-
Partikeln moglich. Dafiir missen alle Volumina, sowie die zugesetzten Mengen an EDAC,

NHS, Ligand und Glycin im selben Verhaltnis verandert werden.
Die Lagerung der PLGA-Partikel erfolgt bei —80°C. Nur ein kleiner Teil der Probe wird bei

4°C fur Flowcytometrie und Rasterelektronenmikroskopie bereitgehalten. Latex-Partikel

werden bei 4°C gelagert.

3.4 Unspezifische Bindung fluoreszierender Liganden an

Mikropartikel

Die unspezifische Bindung der Liganden wird ohne und in Gegenwart von 1% Pluronic®
untersucht. Dabei wird nach der gleichen Methode vorgegangen, wie bei der Untersuchung
der kovalenten Kopplung. Anstelle der Kopplungsreagenzien EDAC und NHS wird jedoch
nur eine entsprechende Puffer-Pluronic®-Lésung zugesetzt. Somit erfolgt keine Aktivierung
der endstandigen Carboxylgruppen der PLGA-Partikel. Wahrend der Inkubation mit dem
Liganden fuhren also ausschlief3lich unspezifische physikalische Wechselwirkungen zu einer

Bindung an die Partikel.

Die Lagerung erfolgt gleichermalRen wie bereits fur die gekoppelten Partikel beschrieben.
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3.5 Charakterisierung von Mikropartikeln

3.5.1 Laserdiffraktometrie

Mit einem Shimadzu® Laser Diffraction Particle Size Analyzer SALD-1100 wird die
GroRRenverteilung einer PLGA-Suspension ermittelt. Dabei wird die Eigenschaft der Partikel
genutzt, dass sie Lichtstrahlen in Abhangigkeit ihrer Grol3e unterschiedlich beugen.

Da fiir diese Methode relativ groRe Mengen Suspension nétig sind, wird Laserdiffraktometrie
nur direkt nach der GrolRentrennung, aber nicht mehr nach der Kopplung angewandt. Das
Gerat wird dreimal mit 50 — 100 ml 0,2% Tween® 20 gespiilt. Fiir die Analyse wird ein 10 ml
Becherglas verwendet, das nur soweit mit 0,2% Tween® 20 gefullt ist, dass das ansaugende
Rohrende gut in die Ldsung eintaucht. In die Losung, die im Ultraschallbad steht, wird
solange tropfenweise die Partikelsuspension zugegeben, bis laut Gerdt die optimale
Messkonzentration erreicht ist. Diese ist von der Partikelkonzentration und -grél3e abhangig
und betragt einen bis mehrere Milliliter. AnschlieRend wird die Gro3enverteilung ermittelt. Fur
die Untersuchung der Suspension aus sprihgetrockneten PLGA-Partikeln hat sich die
Analyse des GroRRenbereichs von 0,1 — 45 pm als sinnvoll erwiesen. Nach der Benutzung

wird das Gerat wieder dreimal wie oben beschrieben gewaschen.

3.5.2 Flowcytometrie

Auch Flowcytometrie kann fiir die Charakterisierung von Mikropartikeln eingesetzt werden.
Sowohl Latex- als auch PLGA-Partikel werden mit einem Coulter® EPICS® XL-MCL™ Flow
Cytometer analysiert. Damit kann jedes Teilchen einzeln erfasst werden. Durch die Streuung
des eingestrahlten Laserlichts kdnnen Aussagen uber die GréRe und die Granularitat der
Partikel getroffen werden. Die dafiur notwendigen Messgréf3en sind der Forward und der
Side Scatter (FS und SS). Der FS nimmt mit der Partikelgrof3e linear zu. Die
Oberflacheneigenschaften werden durch den SS widergespiegelt. Er ist umso kleiner, je
glatter die Oberflache der Partikel ist.

Somit kann auch die Flowcytometrie genutzt werden, um die GroRenverteilung einer
beliebigen Partikelsuspension zu untersuchen. Fir die Eichung werden Standardpartikel
bekannter GroRe verwendet, anhand derer Gates im linearen FS gelegt werden, die
bestimmten GrofRen entsprechen.

AuBerdem kann mittels Flowcytometrie auch die Fluoreszenz jedes einzelnen erfassten
Partikels bei einer vorgegebenen Wellenlange bestimmt werden. Unterschiede in der

Fluoreszenzintensitat spiegeln Unterschiede in der Kopplungseffizienz wieder.

Der Vorteil dieser Methode ist die geringe Menge an notwendiger Partikelsuspension.
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Die Gerateeinstellungen sind wie folgt gewahlt:

= Anregungswellenlange: 488 nm (Argonlaser)

= Detektion: 525 nm

» FS:204V, Gain 5,0

» SS:403V, Gain7,5

= FL1 (bei hoher partikelassoziierten Fluoreszenzintensitat): 1300 V, Gain 2,0

= FL1 (bei niedriger partikelassoziierten Fluoreszenzintensitat): 1800 V, Gain 2,0
Alle Messungen werden in 1 ml partikelfiltrietem 0,2% Tween® 20 durchgefiihrt. Die
notwendige Menge an Partikelsuspension ist stark von ihrer Konzentration abhangig, wird
aber so gewahlt, dass immer ungefahr 100 Events pro Sekunde detektiert werden. Dazu sind
ungefahr 2 bis 13 pl Suspension ndtig. Zwischen den Messungen wird jeweils 30 sec mit

0,2% Tween® 20 gespiilt.

3.5.3 Rasterelektronenmikroskopie (SEM)

Die Suspension oder trockene Partikel werden entweder direkt auf den Objekttrager
aufgetragen oder {iber einen Millipore Isopore™ Membrane Filter, PorengréRe 0,1 pm,
VCTP, aus Polycarbonat, mit 1 ml partikelfiltriertem destilliertem Wasser gewaschen. Vor der
Verwendung miussen die Proben im Vakuumexsikkator getrocknet werden. Die Proben
werden in einem PHILIPS XL-30 ESEM Rasterelektronenmikroskop im Hochvakuum bei

einer Beschleunigungsspannung von 15 kV fotografiert.

3.5.4 Quantifizierung der Kopplungseffizienz an PLGA-Partikel

Um quantitative Aussagen Uber die Kopplungseffizienz unter unterschiedlichen
Kopplungsbedingungen treffen zu koénnen, wird die Menge an PLGA mit HPLC und die des
Liganden mittels Fluorimetrie ermittelt. Da die Fluoreszenz nur nach dem Hydrolysieren von
Mikropartikeln gemessen werden kann und Latex-Partikel nicht hydrolysierbar sind, ist eine

guantitative Charakterisierung dieser Partikel nicht méglich.

Probenvorbereitung und HPLC-Methode zur PLGA-Quantifizierung

= In einem 2 ml Glasgefald mit dicht verschraubbarem Deckel werden ein Aliquot von
40 pl gekoppelter Mikropartikel-Suspension mit 200 pl Acetonitril, 80 pul 1 N KOH und
680 pl destilliertem Wasser gemischt.

= Die Proben werden vor Licht geschitzt 30 min mit Ultraschall im Wasserbad bei 50%
Leistung behandelt. Dabei ist auf ausreichende Kihlung zu achten, da wéahrend des
Ultraschallierens die Glastibergangstemperatur von PLGA nicht (iberschritten werden
sollte. Daflir wird permanent Wasser in das Bad zuflieRen gelassen und gleichzeitig,

um den Wasserspiegel konstant zu halten, Wasser abgelassen.
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= AnschlieRend erfolgt eine Inkubation der Proben unter Rihren bei 100°C fir 90 min
im Trockenschrank zur vollstandigen Hydrolyse der Partikel.
=  Wenn die Proben auf Raumtemperatur abgekinhlt sind, wird jeweils ein 200 pl Aliquot
gezogen, das fur die Fluoreszenzmessung benétigt wird.
= AnschlieRend wird der pH-Wert rickgestellt. Dafir werden 10 pl des Indikators
Bromthymolblau zugesetzt und mit jeweils 20 pul 1 N HBr auf einen Farbumschlag von
blau nach gelb titriert.
= In einem neuen Glasgefald werden 200 pl dieser Losung mit 800 pl Acetonitril, 500 pl
20 pM/ml Triethanolamin (TEA) und 500 pl 20 pM/ml p-Bromophenacylbromid (BPB)
gemischt. Es wird unter Rihren 90 min bei 80°C inkubiert. Dabei erfolgt eine
Veresterung der bei der Hydrolyse freigesetzten Milch- und Glykolséaure.
= Je 1 ml der abgekiihlten Losung wird fir die Analyse in HPLC-Vials abgefulit.
Die Analyse erfolgt mit einem Agilent HPLC-System der 1100 Serie {iber eine LiChrospher®
100 RP-18e Saule mit einer Korngrof3e von 5 pm.
Das Einspritzvolumen betragt 20 pl.
Es erfolgt eine Gradientenelution ausgehend von 30% H,O und 70% Acetonitril. Wahrend
der Elution wird in zwei Stufen auf 90% Acetonitril erhéht und das Wasser entsprechend auf

10% abgesenkt. Eine genaue Darstellung dieses Schemas ist in Abbildung 5 zu sehen.

100
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70 ®
60
50
40

30 ¢

20

10 > —
5

—&— Wasser
—@— Acetonitril

Losungsmittel [%]

0

0 10

Zeit [min]

Abb. 5: Schema der Gradientenelution

Nach jeder Probe wird mit 20 pl 100% Acetonitril gespiilt.

Die Detektion erfolgt mit einem Diodenarraydetektor. Die Darstellung des Chromatogramms
beruht dabei auf der Anderung bei 254 nm im Vergleich zur Referenzwellenlange 360 nm, da
bei dieser Wellenlange die Ester der Glykolsaure und der Milchsaure ihr

Absorptionsmaximum aufweisen. In diesem Fall wird die Konzentration der Glykolsédure mit
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Hilfe von Eichgerade ermittelt und dient fiir der Berechnung der PLGA-Konzentration als

Grundlage.

Quantifizierung des Liganden
Je Probe werden dreimal 50 pl bei 485/ 525 nm am Tecan® Infinite M200 Fluorimeter
vermessen. Mit Hilfe von Eichgeraden kann die genaue Konzentration des Liganden in der

Probeldsung ermittelt werden.
Durch die Kombination der Ergebnisse beider Analysen kann eine genaue Angabe gemacht

werden, wie viel Ligand bezogen auf die Menge an eingesetztem PLGA gebunden hat.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

4.1.1 Eichgeraden

HPLC: Glykolsaure
Wie bereits erwdhnt (Abschnitt 3.5.4) wird fir die Quantifizierung von PLGA in einer Probe
die Menge an Glykolsdure ermittelt und davon ausgehend auf die vorhandene Menge an

PLGA hochgerechnet. Dafiir wird eine Eichgerade von Glykolsédure bendtigt.

7000

y = 6339,6x + 19,261 P
R? = 0,9956

5000
4000 /
3000 /

2000 /

1000 /

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Glykolsaure (mg/ml)

6000

mAU*s

Abb. 6: Eichgerade von Glykolsaure (HPLC)
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Fluoreszenzmessung: F-WGA, F-Cadaverin, F-IgG

Zur Quantifizierung des gekoppelten Liganden wird dessen Fluoreszenz gemessen. Zur
Berechnung dienen die Eichgeraden in den Abbildung 7 bis 9.

800,00

700,00
> y = 1,3144x - 9,8728 /
= 600,00 :
c R? = 0,9993 /
3 500,00
£ /
S 400,00
(O]
3 e
§ 300,00
o /
S 200,00
L

100,00 -

0,00 T T T T T
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
F-WGA [ng/ml]
Abb. 7: Eichgerade von F-WGA, Gain 100 (Fluoreszenzmessung)
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Abb. 8: Eichgerade von F-IgG, Gain 150 (Fluoreszenzmessung)
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Abb. 9: Eichgerade von F-Cadaverin, Gain 100 (Fluoreszenzmessung)

4.1.2 Bestimmung geeigneter Ligandenkonzentrationen

Die Charakterisierung der in Vorversuchen gekoppelten Mikropartikel erfolgt ausschlieflich
mit Flowcytometrie. Dadurch ist eine rasche Analyse mit hoher Aussagekraft gewahrleistet.
Es ist jedoch durchwegs so, dass die detektierten Fluoreszenzintensititen von Proben
unterschiedlicher Versuche, obwohl sie exakt gleich behandelt wurden, nie Gbereinstimmen.
Auch wenn das gleiche Ergebnis erzielt wird, also eine &quivalente Abnahme der
Kopplungseffizienz bei gleichen Pluronic®-Konzentrationen, so sind die gemessenen
Zahlenwerte oft um bis zu 50% unterschiedlich (vergleiche dazu die vollstdndigen Daten im
Anhang A.1).

4.1.2.1 Oberflachenkopplung an PLGA-Partikel

Da die Oberflachenkopplung von F-WGA an PLGA-Mikropartikel bereits gut untersucht ist
[5], ist dieses Lektin der Ausgangspunkt aller Untersuchungen. Darauf aufbauend werden die
anderen Liganden untersucht.

Alle Vorversuche mit PLGA-Partikeln werden in 5 mg Ansatzen durchgefthrt.

F-WGA

Zu Beginn wurde die bereits als sinnvoll getestete Konzentration von 1,5 nmol flr einen
Ansatz von 5 mg PLGA-Partikel herangezogen [5]. Damit konnte in zwei Versuchen eine
Abnahme der Kopplungseffizienz auf 60% (vollstandige Datenerhebung siehe Tabelle 17 im
Abschnitt A.1.1), beziehungsweise 40% (Tabelle 18, A.1.1) zwischen 0% und 1% Pluronic®
detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigen weitere Versuche keine sinnvolle und

reproduzierbare Abh&ngigkeit der bestimmten Fluoreszenzintensitit von der Pluronic®-
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Konzentration. Dabei ist im kleinen Konzentrationsbereich oft eine anndhernd lineare
Beziehung oder eine Abnahme bei kleineren Konzentrationen zu sehen (siehe auch
Tabelle 19, Abschnitt A.1.1). Da ein Quench aufgrund zu hoher Konzentration an Fluorophor
an der Partikeloberflache nicht ausgeschlossen werden kann, soll in einem Versuch mit
unterschiedlichen Konzentrationen an F-WGA abgeklart werden, mit welcher Verdinnung
noch eine gute Detektion mdglich ist, aber keine Quenchphdnomene zu erwarten sind. Dazu
wird die Kopplung bei den drei Pluronic®-Konzentrationen 0%, 0,01% und 0,1% untersucht.
Bei jeder dieser drei Konzentrationen werden die Partikel in vier Einzelversuchen mit
0,15 nmol F-WGA gekoppelt. Die niedrigste Fluoreszenzintensitat wird erfahrungsgemar bei
der gro3ten Menge an Pluronic® erzielt. Daher soll diese Konzentration, also 0,1%, noch mit
den zwei weiteren F-WGA Mengen 0,3 nmol und 0,075 nmol untersucht werden. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Oberflachenkopplung von F-WGA (0,3 nmol, 0,15 nmol, 0,075 nmol) an PLGA-Mikropartikel

F-WGA 0,3 nmol 0,15 nmol 0,075 nmol
Pluronic® [%] |Fluoreszenz- |Fluoreszenzintensitat | Standard- Fluoreszenz-
intensitat (Mittelwert) abweichung [intensitat
0 32,54 2,11
0,01 26,62 2,05
0,1 38,85 25,31 1,79 18,05
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Abb. 10: Vergleiche der Fluoreszenzintensitat von F-WGA gekoppelten PLGA-Mikropartikeln in Abhangigkeit der
Pluronic®-Konzentration zur Ermittlung der optimalen F-WGA-Menge (0,15 nmol, 0,3 nmol, 0,075 nmol), 5 mg
Partikel (Flowcytometrie)

In Abbildung 10 ist zu sehen, dass mit der mittleren F-WGA-Menge, also 0,15 nmol, eine
gute Detektion mdglich ist und die erwartete Abnahme messbar ist. Bei 0,3 nmol liegt der
niedrigste Punkt in dieser Reihe auch noch im messbaren Bereich. Allerdings wéaren nur
geringfigig hohere Fluoreszenzwerte bereits in der GroRenordnung, die in friheren
Versuchen auf einen Quench schlieRen lieRen. Die kleinste verwendete Menge von
0,075 nmol liegt auch noch in einem sicher gut detektierbaren Bereich. Da bei 0,15 nmol
deutliche Pluronic®-abhangige Unterschiede detektierbar sind und daher kein Quench
aufzutreten scheint, scheint es sinnvoll, damit weiterzuarbeiten, weil groRere

Fluoreszenzwerte eine héhere Messgenauigkeit ermoglichen.

F-lgG

Anfangs wurde mit 1,5 nmol, also der gleichen Menge Ligand wie bei F-WGA, die Kopplung
durchgefihrt. Damit wird jedoch keine Abnahme, sondern eine Zunahme der
partikelassoziierten Fluoreszenz detektiert (Auflistung der Daten siehe Anhang A.1.1,
Tabelle 20). Dieses Phanomen ist vermutlich auf einen Quench zurlickzufiihren, da ohne
Pluronic® die gréRte Menge an Ligand bindet und diese Partikel somit am stérksten
fluoreszieren, sodass die Eigenl6schung hier den groten Einfluss hat. In zwei weiteren
Versuchen wurden also deutlich geringere molare Mengen, namlich ein Zehntel (0,15 nmol,
siehe Tabelle 21, Anhang A.1.1) und ein Hundertstel (0,015 nmol, Tabelle 2) dieser Menge,
fur die Kopplung eingesetzt.
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Tabelle 2: Oberflachenkopplung von IgG (0,015 nmol) an PLGA-Mikropartikel

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitat (0,015 nmol F-IgG)
Spezifische Bindung 0 16,9
0,01 14,9
0,1 10,3
Unspezifische Bindung 0 2,9
18,0
= 16,0 ‘\\‘\
14,0
5120 ——
£10,0 \
§ 8,0
o 60
g 4,0 —&— spezif. Bindung
L 2,0 —O— unspezif. Bindung -
0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Pluronic [%]

Abb. 11: Fluoreszenzintensitat von F-IgG gekoppelten PLGA-Mikropartikeln in Abhangigkeit der Pluronic®-
Konzentration bei 0,015 nmol F-IgG, 5 mg Partikel (Flowcytometrie)

Wie in Abbildung 11 zu sehen, kann mit der eingesetzten Menge an F-IgG von 0,015 nmol
die Detektion in einer angemessenen GrofRenordnung erfolgen. Aul3erdem ist zu erkennen,
dass, wie auch schon in den Vorversuchen mit F-WGA, die Kopplung eine Pluronic®-

Abhangigkeit zeigt.

Fluoresceinamin

Mit der gleichen molaren Menge, die bei F-WGA als Ausgangswert genommen wurde, sind
mit Fluoresceinamin nur sehr niedrige Fluoreszenzintensitaten zwischen 0,8 und 1 zu
detektieren. AuRRerdem ist keine Abhangigkeit dieser Werte von Pluronic® festzustellen (siehe
Tabelle 22, Anhang A.1.1). Nach regelmaBiger Erhéhung der Menge auf bis zu 30 nmol ist
die Detektierbarkeit zwar etwas besser, aber offensichtlich nicht ausreichend (Tabelle 23,
Anhang A.1.1). Da dennoch ein deutlicher Unterschied zwischen den Proben mit spezifischer
Oberflachenkopplung und jenen auf unspezifische Bindung zu erkennen ist, ist es nicht

auszuschlie3en, dass Fluoresceinamin ein geeigneter Ligand ist, um die Kopplung mittels
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Carbodiimidmethode n&her zu untersuchen. Daher werden die Einstellung des
Flowcytometers verdndert und der Laser nun mit 1800 V betrieben, um héhere Werte und
somit eine hdhere Genauigkeit zu erreichen. In einem neuen Versuch sollen eine hohe
Ligandenkonzentration mit starkerer Lasereinstrahlung kombiniert werden. Das Resultat ist

in Tabelle 3 aufgelistet und in Abbildung 12 dargestellt.

Tabelle 3: Oberflachenkopplung von Fluoresceinamin (30 nmol) an PLGA-Mikropartikel, Argonlaser
(Flowcytometrie): 1800 V

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitat |Standard-

(Mittelwert) abweichung
Spezifische Bindung 0 79,95 3,04
0,01 55,83 3,50
0,025 67,43 1,77
0,05 60,80 5,52
0,1 61,30 3,81
0,5 56,33 2,22
1 49,83 2,02
5 64,80 2,55
Unspezifische 0 12,90 0,66
Bindung 1 13,63 1,66
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Abb. 12: Fluoreszenzintensitat von Fluoresceinamin-gekoppelten PLGA-Mikropartikeln in Abh&ngigkeit der
Pluronic®-Konzentration bei 30 nmol Fluoresceinamin, 5 mg Partikel, Detektion: Argonlaser 1800 V

(Flowcytometrie)
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Abb. 13: Fluoreszenzintensitat von Fluoresceinamin-gekoppelten PLGA-Mikropartikeln in Abh&ngigkeit kleiner
Pluronic®-Konzentrationen bei 30 nmol Fluoresceinamin, 5 mg Partikel, Detektion: Argonlaser 1800 V

(Flowcytometrie)

In den Abbildungen 12 und 13 ist zu sehen, dass die Tendenz einer stetig verminderten
Kopplungseffizienz bei steigender Pluronic®-Konzentration von Fluoresceinamin wie bei

F-IgG und F-WGA nicht auftritt, auch wenn die Detektion verbessert wird. Die phenolische
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Aminogruppe des Fluoresceinamins reagiert also in gewissem Ausmall mit Hilfe der
Carbodiimidmethode mit den Carboxylgruppen der PLGA-Partikel, jedoch ist es ein zu
schwaches Nukleophil, um eine effiziente Kopplung zu erzielen. Es soll daher in weiterer
Folge stattdessen F-Cadaverin als niedermolekularer Modellligand zur Untersuchung dieses

Phanomens eingesetzt werden.

F-Cadaverin

Da F-Cadaverin effizienter mittels Carbodiimidmethode gekoppelt werden sollte als
Fluoresceinamin, wird wiederum wie bei F-WGA eine Menge von 1,5 nmol eingesetzt. Um
sofort einen gréReren Konzentrationsbereich abzudecken, wird der Versuch auf3erdem mit
0,15 nmol und 0,015 nmol durchgefihrt. Bei der héchsten Konzentration ist bereits ohne
Erhéhung der Lasereinstrahlung die erwartete Abnahme mit hoherer Pluronic®-Konzentration
zu sehen. Im Gegensatz dazu ist bei der Verwendung von 0,015 nmol und 0,15 nmol die
partikelassoziierte Fluoreszenz zu gering fur die Detektion. Die vollstindige Datenerhebung
ist in Tabelle 24 in Anhang A.1.1 zu sehen. Erhéht man die Lasereinstrahlung, wie es fur die
Detektion von Fluoresceinamin versucht wurde, so werden Werte einer &hnlichen
GroRRenordnung wie bei F-IgG und F-WGA erreicht (siehe Tabelle 4 und Abbildung 14).

Tabelle 4: Oberflachenkopplung von F-Cadaverin (1,5 nmol) an PLGA-Mikropartikel, F-Cadaverin 1,5

nmol, Argonlaser (Flowcytometrie): 1800 V

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitéat

0 48,9
0,01 46,4
1 25
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Abb. 14: Fluoreszenzintensitat von F-Cadaverin-gekoppelten PLGA-Mikropartikel in Abhangigkeit der Pluronic®-
Konzentration bei 1,5 nmol F-Cadaverin, 5 mg Partikel, Detektion: Argonlaser 1800 V (Flowcytometrie)

Wie in Abbildung 14 ersichtlich, ist die verwendete F-Cadaverin-Menge bei entsprechender

Detektion fur weitere Versuche geeignet.

4.1.2.2 Oberflachenkopplung an Polystyren-Partikel

Alle Vorversuche werden im 2,5 mg Ansatz durchgefuihrt. Zu Beginn wird wiederum F-WGA
untersucht und mit Partikeln in allen drei GroRen gekoppelt. Erst im Anschluss sollen die

anderen Liganden untersucht werden.

F-WGA

3 um Partikel:
Als Ausgangswert soll das gleiche Verhéltnis von Ligand zu Partikel getestet werden, da sich

bei den PLGA-Partikeln als sinnvoll erwiesen hat. Da der Versuchsansatz nur 2,5 mg Partikel
enthalt, werden 0,075 nmol F-WGA zugesetzt. Um einen groReren Bereich abzudecken wird
aullerdem gleichzeitig mit 0,75 nmol und 0,0075 nmol gearbeitet. Die niedrigste
Konzentration scheint nicht ausreichend zu sein. Die beiden héheren hingegen sind beide
gut detektierbar und zeigen die erwartete Tendenz. Erstaunlich ist, dass sehr hohe
Fluoreszenzintensitaten von bis zu 180 mit der hochsten Konzentration erreicht werden,
jedoch kein Quench aufzutreten scheint. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 25
(Anhang A.1.2) zu finden.

Da bisher keine so hohen Werte detektiert werden konnten und 0,075 nmol der Menge

entspricht, die auch bei den PLGA-Partikeln eingesetzt wurde, ist diese Konzentration der

-36-



Favorit fur die weitere Arbeit. Sie soll noch in einem weiteren Versuch bestétigt werden, in

dem auch die Reproduzierbarkeit in 4 Parallelwerten untersucht wird (Tabelle 5).

Tabelle 5: Oberflachenkopplung von F-WGA (0,075 nmol) an 3 pm Latexpartikel

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitat |Standard-
(Mittelwert) abweichung
Spezifische Bindung 0 47,50 6,88
1 14,13 2,29
Unspezifische 0 3,9
Bindung 1 3,5
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Abb. 15: Fluoreszenzintensitat von F-WGA gekoppelten 3 pm Latexpartikeln in Abhangigkeit der Pluronic®-
Konzentration bei 0,075 nmol F-WGA, 2,5 mg Partikel (Flowcytometrie)

In Abbildung 15 sieht man, dass die gewéhlte Menge an F-WGA von 0,075 nmol gut fur
diese Untersuchung geeignet ist. Die Reproduzierbarkeit hingegen ist zwar fir diesen
Versuch ausreichend, jedoch sind die Standardabweichungen insbesondere ohne Pluronic®
relativ hoch dafiir, dass eine genau definierte Partikelpopulation mit jeweils exakt den

gleichen Reagenzien behandelt wurde.

6 um Partikel:
Auch bei diesen Partikeln wurden die drei Mengen 0,75 nmol, 0,075 nmol und 0,0075 nmol

getestet. Das Ergebnis ist in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Oberflachenkopplung von F-WGA (0,75 nmol, 0,075 nmol und 0,0075 nmol) an 6 um

Latexpartikel

F-WGA 0,75 nmol 0,075 nmol 0,0075 nmol
Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitat |Fluoreszenzintensitat |Fluoreszenzintensitat
0 1020,3 769,8 214,5
0,01 999,4 671,8 216,1
1 772,6 549,3 141,6
1200,0 —&—F-WGA 0,75 nmol

-8 F-WGA 0,075 nmol

1000,0 —&— F-WGA 0,0075 nmol
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Abb. 16: Fluoreszenzintensitat von F-WGA gekoppelten 6 pm Latexpartikel in Abhangigkeit der Pluronic®-
Konzentration bei 0,75 nmol, 0,075 nmol und 0,0075 nmol F-WGA, 2,5 mg Partikel (Flowcytometrie)

Wie in Abbildung 16 zu sehen, liegt die gleiche Situation wie bei den 3 pm Partikel vor.
mit 0,075 nmol

Bemerkenswert ist in diesem Fall die um 16 Mal hdhere Fluoreszenzintensitat im Vergleich

Daher soll auch in diesem Fall F-WGA weitergearbeitet werden.
zu jener bei den 3 pm detektierten Partikel. Allein durch die um den Faktor vier groRRere
Oberflache der 6 pum Partikel lasst sich dieses Phanomen nicht erklaren. Aufgrund des in der
Flowcytometrie detektierten SS ist jedoch ersichtlich, dass die 6 um Partikel eine deutlich
grolRere Oberflachengranularitdt aufweisen als die 3 pm Partikel (siehe dazu auch
Abbildungen 30 und 32 in Abschnitt 4.3.2.1). Durch die stérkere Strukturierung ist die
tatsachlich fur die Kopplung zur Verfiigung stehende Oberflache im Vergleich zur glatten

Kugeloberflache vergréRert und es kann mehr Ligand gebunden werden.
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1 ym Partikel:
In diesem Fall wurden alle Proben jeweils mit 0,075 nmol und 0,015 nmol untersucht. Die

Ergebnisse der Flowcytometrie findet man in Tabelle 7 sowie in Abbildung 17.

Tabelle 7: Oberflachenkopplung von F-WGA (0,075 nmol und 0,015 nmol) an 1 um Latexpartikel

F-WGA 0,075 nmol 0,015 nmol
Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitat |Fluoreszenzintensitat
0 4,9 2,5
0,01 2,5 1,5
1 1,8 1,5
6
=5 —€—0,075 nmol F-WGA | |
:ﬁ T —&-0,015 nmol F-WGA
c
o 4
=
c 3
)
N
S 2
= —e
S l a
L1
0 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Abb. 17: Fluoreszenzintensitat von F-WGA gekoppelten 1 pm Latexpartikel in Abhangigkeit der Pluronic®-
Konzentration bei 0,075 nmol und 0,015 nmol F-WGA, 2,5 mg Partikel (Flowcytometrie)

Obwonhl die gemessenen Fluoreszenzintensitaten, wie in Abbildung 17 zu sehen, sehr niedrig
sind, ist die Arbeit mit den Ublichen 0,075 nmol F-WGA sinnvoll, da eine Abnahme der

Kopplung in Anwesenheit steigender Pluronic®-Konzentration gut zu erkennen ist.

F-1gG, Fluoresceinamin, F-Cadaverin

Die Liganden F-IgG und Fluoresceinamin wurden an 3 pm Partikel jeweils bei 0%, 0,01%
und 1% Pluronic® gekoppelt und bei 0% und 1% auf unspezifische Bindung getestet. Die
daflir eingesetzten Mengen sind 0,075 nmol F-IgG und 7,5 nmol Fluoresceinamin. Trotz
hoher unspezifischer Bindung ist das Ergebnis bei F-lgG wie erwartet: Die
Fluoreszenzintensitat ist in einem ahnlichen Rahmen wie bei der Kopplung an PLGA-
Mikropartikel und es ist eine deutliche Abnahme der Kopplungseffizienz bei der Erh6hung
der Pluronic®-Konzentration zu erkennen. Der vollstdndige Datensatz ist in Tabelle 26
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aufgelistet (Anhang A.1.2). Bei Fluoresceinamin hingegen ist zwar die detektierte
Fluoreszenz ausreichend hoch fir eine Auswertung, jedoch ist keine Abhangigkeit von
Pluronic® zu erkennen. Die entsprechenden Daten findet man in Tabelle 27 im
Abschnitt A.1.2.

Die Kopplung an Latexpartikel in anderer GroRR3e sowie die Kopplung von F-Cadaverin wurde
nicht durchgefuhrt, da es aufgrund unerklarlicher Phdnomene bei der Kopplung von F-WGA

im grolReren Mal3stab als nicht sinnvoll erachtet wurde.
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4.2 Partikelherstellung und =vorbereitung

4.2.1 PLGA-Partikel

4.2.1.1 Herstellung der PLGA-Mikropartikel

Zu Herstellung hilfsstofffreier PLGA-Partikel wird die Methode des Sprihtrocknens gewabhilt.
Es hat sich gezeigt, dass die Ausbeute von den Ablagerung an PLGA an gen Glasteilen des
Geréats abhangig ist. Bei regelméfiger Reinigung betragt die Ausbeute etwa 10%. Nachdem
jedoch bereits eine grol3ere Menge an PLGA gespriht wurde und das Gerat beschichtet ist,
SO0 ist eine Steigerung auf bis zu 40% mdglich. Es ist sinnvoll, diese Veranderungen genau
zu beobachten, da nicht nur eine Vergeudung von PLGA sehr kostspielig, sondern die
Reinigung auch sehr mihsam ist.

Dabei ist es notwendig, alle Ablagerungen von PLGA aus den Glasteilen des Sprihtrockners
zu kratzen, um es erneut zu Partikeln verspriihen zu kdénnen. Obwohl elektrostatische
Aufladungen nicht zu vermeiden sind, ist das geeignetste Hilfsmittel daftir ein Cell Scraper.
Unterstitzend kann mit einem Spatel nachgeholfen werden, jedoch nicht in dem innen
beschichteten Zyklon, der durch die Bildung von Kratzern zerstort wird. Die verbleibenden
Reste an PLGA werden mit Aceton herausgespult und mit Spilmittel und kraftigem
Schrubben entfernt. Auch wenn keine Verunreinigungen in der PLGA-LOsung in Aceton
vorhanden sind, sind ein Abdampfen des L&sungsmittels und eine Wiederverwendung des
PLGA nicht sinnvoll (siehe dazu Abschnitt 4.5).

AccY SpotMagn F—— 10um
15.0kv 4.0 2000x RG502H spray dried

Abb. 18: Spriihgetrocknete PLGA-Mikropartikel (SEM)

Abbildung 18 zeigt eine typische Partikelpopulation nach dem Sprihtrocknen. Man kann

erkennen, dass sehr schone, glatte Kugeln entstehen, die jedoch einer sehr breiten
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GroRRenverteilung unterliegen. Teilweise sind einzelne Kugeln miteinander verbunden, was
darauf zurtickzufiihren ist, dass die Partikel noch Losungsmittelreste enthalten, wenn sie im
Produktbehalter gesammelt werden. Dadurch bleiben sie an benachbarten Partikeln haften
und bilden Aggregate. AufRerdem fallt auf, dass vereinzelte Kugeln deutliche L&dcher
aufweisen, durch die vermutlich das Losungsmittel abgedampft ist. Es handelt sich also bei
den Mikropartikeln um Hohlkugeln. Diese Vermutung wird auch dadurch bestéatigt, dass
Partikel, die intensiv mit dem Elektronenstrahl bestrahlt werden, schmelzen, ihre Oberflache
aufreifdt und sie im Inneren leer sind. Das ist auch der Grund dafir, dass genaue Aufnahmen

der Oberflache bei starker VergréRerung nicht moglich sind.

Das Spruhtrocknen von PLGA zur Herstellung von Mikropartikeln wird immer wieder als
saubere, gut reproduzierbare und einfache Methode beschrieben [3], [4], [5]. Méglicherweise
ist dies durch die Verwendung eines anderen Gerates moglich, jedoch ist mit dem hier
verwendeten Buechi Mini Spray Dryer Model B-191 die erzielbare Ausbeute so gering, dass
nicht von einer effizienten Methode gesprochen werden kann, vor allem nicht angesichts der
hohen Kosten von PLGA.

4.2.1.2 Suspendierung und GréfRentrennung

Beim Spruhtrocknen entstehen Partikel in einer relativ breiten GréRRenklasse (etwa 1 bis
15 pm). Um die Kopplung von fluoreszierenden Liganden quantifizieren zu kdnnen, ist es
notwendig, mit einer moglichst homogenen Partikelsuspension zu arbeiten. Um diese
herzustellen, werden die suspendierten Partikel einer Gré3entrennung unterzogen.
Zu Beginn werden die Partikel mit Wasser versetzt. Da sie eine sehr hydrophobe Oberflache
aufweisen, sind sie schlecht benetzbar. Daher haften sie gut an Wand und Boden der
Kunststoffgefalle. Bevor man mit der Ultraschallbehandlung beginnt, ist es sinnvoll, die
Partikel von den Gefallwanden abzuldésen. Wenn Vortexen daflir nicht ausreicht, ist es am
Besten, die GefalRe mit dem Deckel auf den Tisch zu klopfen. Beim Vortexen muss darauf
geachtet werden, dass keine Aggregate oberhalb des Flissigkeitsspiegels an der
GefalRwand kleben, da diese sonst vom Ultraschall nicht erreicht werden.
Der Ultraschallstab ist ein wirkungsvolles Mittel bei der Suspendierung, da nur damit die
Suspension ein milchig tribes Aussehen bekommt. Das Ultraschallbad wirkt dabei
unterstitzend mit. Dabei hat es sich als sinnvoll erwiesen, das Bad mit Eis zu kihlen, bevor
man die Proben hineinlegt, denn wenn das Eis bereits geschmolzen ist, kann es auch die
Intensitat des Ultraschalls nicht abschwachen. Natlrlich muss man darauf achten, dass alle
Partikel von der GefaBwand geldst sind und vom Ultraschall erreicht werden.
Nach dem Zentrifugieren bei 400 rpm sind alle zu groRen Aggregate im Pellet gesammelt.
Nur einige flotieren aufgrund der Hydrophobizitat auch auf der Wasseroberflache. Beim
Abnehmen der verwertbaren Uberstande ist darauf zu achten, diese Aggregate nicht
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mitaufzunehmen und das Pellet nicht zu berihren, da es sehr instabil ist und sofort

Aggregate in die Uberstehende Losung treten.

4.2.1.3 Charakterisierung der Partikel

Flowcytometrie

Mit Hilfe der Flowcytometrie kann sowohl die GrolRenverteilung als auch die
Oberflachenbeschaffenheit der Partikel beurteilt werden. In Abbildung 19 ist die Haufigkeit
gegen den linearen Forward Scatter (FS LIN) zu sehen, in Abbildung 20 FS LIN gegen den
linearen Side Scatter (SS LIN).

[Ungated] FS Lin (3000) [Ungated] SS Lin/FS Lin
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Abb. 19: FS LIN in der Flowcytometrie nach der Abb. 20: FS LIN und SS LIN in der Flowcytometrie nach
GroRentrennung der Gré3entrennung

Die Abbildungen 19 und 20 zeigen typische Ergebnisse der Flowcytometrie nach der
GroRRentrennung. Abbildung 19 zeigt den linearen Forward Scatter der Partikel, der die
GroRRe widerspiegelt. Die relevante Partikelpopulation liegt in Gate C, der alle Partikel
zwischen 1 und 3 pm umschlie3t (Eichung siehe Abschnitt 3.5.2). Nach der Gré3entrennung
sind 50 bis 60% aller Partikel hier enthalten. In Abbildung 20 ist der Side Scatter gegen den
Forward Scatter aufgetragen. Man sieht, dass die Partikel allgemein eine sehr glatte
Oberflache aufweisen. Nur grol3e Partikel weisen eine Oberflachengranularitat auf. Das kann
darauf zurtickgefuhrt werden, dass kleinere Partikel aneinander haften oder verschmolzen

sind und somit keine Kugeloberflache mehr besitzen.

Laserdiffraktometrie

Das Ergebnis der Laserdiffraktometrie wird als prozentuelle Verteilung der Partikel in
GroRenklassen angegeben. AuRerdem wird ermittelt, welcher prozentuelle Anteil unterhalb

einer bestimmten Maximalgrof3e liegt. Ein typisches Resultat ist in Tabelle 8 aufgelistet.
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Tabelle 8: GroRenverteilung nach der GréRentrennung (Laserdiffraktometrie)

Durchmesser [um] | Anteil [%)] Anteil (%) |Maximale Gr6R3e (um)
45,00 - 31,00 0 90,00 9,68
31,00 - 22,00 0 83,33 8,09
22,00 - 16,00 0,4 75,00 6,52
16,00 - 11,00 4.8 50,00 4,09

11,00 - 7,50 14,3 25,00 2,58
7,50 - 5,30 13,6 16,67 2,04
5,30 - 3,70 23,3 10,00 1,66
3,70 - 2,60 18,3
2,60-1,80 13,0
1,80-1,30 8,8
1,30-0,88 2,0
0,88 - 0,60 1,2
0,60 - 0,43 0,3
0,43 -0,30 0
0,30 - 0,17 0
0,17 - 0,10 0

Rasterelektronenmikroskopie

Eine weitere Kontrolle ist die Rasterelektronenmikroskopie, die jedoch nicht nach jeder

GroRRentrennung durchgefuhrt werden kann. Ein Beispiel ist in Abbildung 21 gezeigt.

@
AccV SpotMagn F—— 1opm '
150kv 40 2000x RGBHOZH spray dried

Abb. 21: PLGA-Mikropartikel nach der GroRentrennung (SEM)
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In Abbildung 21 ist zu sehen, dass die Partikel nach der Ultraschalleinwirkung aneinander
geschmolzen sind und Aggregate bilden. Der Grund dafir ist vermutlich, dass trotz Kiihlung
der Probelésung bei der Verwendung von Ultraschall lokal so hohe Temperaturen erreicht
werden, dass die Partikel angeschmolzen werden. AuRerdem kann man erkennen, dass
einige Partikel durch den Ultraschall komplett zerstort werden und Fragmente entstehen.
Trotzdem ist eine Verwendung von Ultraschall unbedingt notwendig, da es keine andere
brauchbare Methode zur Suspendierung der Partikel gibt. Auch nach der GroRentrennung ist
die PartikelgroRe nicht absolut einheitlich, jedoch ist die GrolRenverteilung nun einheitlich
genug, um eine reproduzierbare und quantifizierbare Kopplung durchfuihren zu kénnen.

Konzentrationsbestimmung

Nach der GréRentrennung wird die Partikelkonzentration durch Lyophilisation eines Aliquots
ermittelt. Dabei ist jedoch zu berucksichtigen, dass haufig etwas niedrigere Konzentrationen
als mit HPLC ermittelt werden. Dies kann unter anderem auf Verluste beim Beluften des
Lyophilisators zurlickzufiihren sein.

4.2.2 Polystyren-Partikel

Die einzige notwendige Vorbereitung dieser Partikel ist das Entfernen von in der gekauften
Suspension enthaltenen Stabilisatoren. Dieser Waschvorgang, der aus dreimaligem
Zentrifugieren und Resuspendieren besteht, fuhrt dazu, dass mit jedem Schritt die
Pelletbildung etwas schlechter stattfindet und leicht an das Verhalten von PLGA-Partikel
ohne Pluronic® erinnert. Wird Pluronic® firr die Kopplung zugesetzt, so ist diese Veranderung
umkehrbar. Diese Tatsache lasst darauf schlie3en, dass mit dieser Vorgangsweise alle
vorhandenen Tenside ausreichend entfernt werden.

Da es sich um standardisierte Partikel handelt, ist keine aufwandige Charakterisierung wie
bei PLGA-Partikeln notwendig. Dennoch werden die Partikel im Elektronenmikroskop
untersucht. Exemplarische Aufnahmen der Partikel aller drei GroRen sind in den
Abbildungen 22 bis 24 zu sehen.
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Abb. 22: 1 ym Latex-Partikel (SEMp) Abb. 23: 3 pm Latex-Partikel (SEM)
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Abb. 24: 6 pm Latex-Partikel (SEM)

Bei der Untersuchung dieser Partikel ist eine genaue Charakterisierung der
Oberflachenstrukturen moglich, da die Partikel unter dem Einfluss des Elektronenstrahls
nicht zu schmelzen beginnen und eine hohe Auflésung méglich ist. Obwohl es sich bei allen
drei Partikelsorten um carboxylierte Polystyren-Partikel der Handelsmarke Polybead®
handelt, weisen alle unterschiedliche Charakteristika auf. Die in Abbildung 22 zu sehenden
1 um Partikel sind sehr einheitlich in ihrer Gré3e und haben eine glatte Oberflache, weichen
aber von der perfekten Kugelgestalt ab und wirken etwas deformiert. Die 3 um Partikel sind
ebenfalls sehr regelmaliig, weisen jedoch eine wellig strukturierte Oberflache auf, wie man
bei sehr grofRen VergréfZerungen gut erkennen kann (Abbildung 23). Partikel mit einer GroRRe
von 6 pum sind wiederum glatt (Abbildung 24), jedoch weisen sie immer wieder Auswiichse
auf. Ihre GroRenverteilung ist nicht so eng wie die der anderen Partikel (auch laut
Herstellerfirma, siehe Abschnitt 3.1), und es sind regelmafiig kleinere und grél3ere Partikel

Zu sehen.

4.2.3 Diskussion und Ausblick

PLGA-Partikel

Die Herstellung von PLGA-Partikeln ist sehr aufwandig: Zuerst erfolgt das Spruhtrocknen, im
Anschluss sind die Suspendierung und die flr unsere Untersuchung nétige Gréf3entrennung
notwendig. Die fertige Suspension ist jedoch aufgrund des Verzichts auf einen Stabilisator
sehr instabil und nur wenige Tage haltbar, so dass regelmallig eine frische Suspension
hergestellt werden muss. Das Ergebnis dieser arbeitsintensiven Herstellung ist jedoch nicht
wirklich optimal. Direkt nach dem Sprihtrocknen sind zwar sehr schone, kugelférmige
Partikel mit einer glatten Oberflache vorhanden, jedoch kdnnen sie so nicht benutzt werden —
eine Suspendierung ist notwendig. Da die PLGA-Partikel relativ hydrophob sind, sind sie
schlecht benetzbar. Daher ist die Verwendung von Ultraschall, vor allem des sehr
aggressiven Ultraschallstabs, unvermeidlich. Dies hat jedoch einen negativen Einfluss auf
die Partikelqualitat. Auch wenn die GroRRenverteilung nach dieser aufwandigen Trennung

tatsachlich enger ist als zuvor, so schmelzen dabei die Partikel durch die trotz Kihlung
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unvermeidliche lokale Warmeentwicklung an der Oberflache an, wodurch einzelne Partikel
aneinander haften bleiben und auch sehr grof3e Aggregate bilden kdnnen. Da es sich bei
den Partikeln um Hohlkugeln handelt, platzen auch einige bei dieser Behandlung auf und es
entstehen unbrauchbare Teilsticke. Da es jedoch keine andere Mdglichkeit gibt, die Partikel
tensidfrei zu suspendieren, missen diese Nachteile fiir die vorliegende Untersuchung
akzeptiert werden.

Die Analyse einer Partikelsuspension mittels Flowcytometrie hat sich als optimal erwiesen,
weil im Gegensatz zur Laserstrahlbeugung dabei nur sehr geringe Mengen bendtigt werden.
AulRerdem sind die dabei erhaltenen Ergebnisse einfach und gut vergleichbar.

Jede Suspension, die hergestellt wird, unterscheidet sich in ihrer Grol3enverteilung von allen
anderen. Es ist nicht mdglich, exakt reproduzierbare Suspensionen herzustellen. Diese

Tatsache muss bei allen Anwendungen beriicksichtigt werden.

Polystyren-Partikel

Im Gegensatz zu den PLGA-Partikeln handelt es sich bei diesen Standards um sehr
einheitliche Teilchen mit einer sehr geringen GréRenverteilung. Nur wenn man die Partikel
von den zugesetzten Stabilisatoren reinigen will, ist eine Vorbereitung notwendig, die jedoch
sehr schnell durchzufiihren ist, da nur drei Zentrifugationsschritte zu je 10 Minuten notwendig
sind. Die Verwendung ist sinnvoll, wenn eine exakt reproduzierbare Partikelsuspension mit

definierter GroRe und GroRRenverteilung notwendig ist.
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4.3 Kovalente Kopplung von F-WGA an Polystyren-Partikel

Um das GroRRenspektrum héaufig verwendeter Targeter abzudecken, soll die Kopplung von
Liganden in drei verschiedenen Grolienordnungen, also F-IgG, F-WGA und Fluoresceinamin
beziehungsweise F-Cadaverin, an carboxylierte Polystyren-Partikel in den GroRen 1 pm,
3 um und 6 pm untersucht werden. Da jedoch, wie bereits bei den Vorversuchen in Abschnitt
4.2.2 erwéhnt, die Kopplung bereits mit F-WGA problematisch ist, wurde dieses Lektin als
einziger Ligand fur diese Partikel herangezogen. Die Durchfiihrung erfolgt wie in Abschnitt

3.4 beschrieben.

4.3.1 Besonderheiten bei der Durchfihrung

Im Allgemeinen sind diese Partikel wesentlich leichter zu handhaben als PLGA-Partikel. Es
entstehen immer schone Pellets beim Zentrifugieren, das Resuspendieren erfordert keinen
Ultraschall, da durch Vortexen bereits eine homogene Suspension entsteht und die Partikel
lagern sich nie an der GefdRwand an. Die einzige Ausnahme bilden die 1 um Partikel. Diese
zeigen ein den PLGA-Partikeln leicht &hnliches Verhalten im Bezug auf die Pelletbildung.
Dennoch sind kaum Unterschiede oder Verluste zwischen den Proben mit unterschiedlichen
Mengen an Stabilisator zu erkennen. Nur bei der Verwendung von 5% Pluronic® treten
Verluste auf. Die Viskositét einer Lésung ist umso groRer, je mehr Pluronic® enthalten ist. Bei
einer Konzentration von 5% ist sie bereits so hoch, dass das Sedimentieren dieser kleinen
Partikel erschwert. Obwohl in jedem Fall ein Pellet vorhanden ist, ist die Uberstehende
LAsung nach dem Zentrifugieren manchmal noch leicht trib.

Die Pelletierung ist auch bei den Proben ohne und mit wenig Pluronic® ein wenig
beeintrachtigt und erinnert an PLGA-Partikel. Das Verhalten ist aber nicht sehr stark

ausgepragt und es entstehen keine mit freiem Auge erkennbaren Verluste.

4.3.2 Charakterisierung

4.3.2.1 Flowcytometrie

Bestimmung der Kopplungseffizienz

Die Kopplung von F-WGA an Latex-Partikel in allen drei GrofRenklassen wird im
Flowcytometer analysiert. Die entsprechende Kopplungseffizienz bei einer gegebenen
Pluronic®-Konzentration ist in Prozent der maximalen Kopplung bei 0% Pluronic® in Tabelle 9

angegeben.
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Tabelle 9: Pluronic®-abhangige Kopplungseffizienz von F-WGA an Latex-Partikel der GroRen 1 pm, 3

pm und 6 pm in Prozent

PartikelgrofRe |1 pm 3 um 6 um
Pluronic® [%] |Fluoreszenz- |Fluoreszenz- |Fluoreszenz-
intensitat intensitat intensitat
Spezifische Bindung 0 100,00 100,00 100,00
0,01 36,17 57,52 87,69
0,025 59,57 56,64 93,14
0,05 48,94 68,81 95,06
0,1 48,94 69,91 97,75
0,5 55,32 68,14 81,53
1 42,55 55,97 63,30
5 36,17 63,72 68,75
Unspezifische 0 29,79 10,72 4,05
Bindung 29,79 10,31 2,99
120,00
::@‘ 100,00 - - -
D —&— 1 um Partikel, spezif. Bindung
gf) 80,00 —8— 3 pum Partikel, spezif. Bindung
% :‘ —a&— 6 um Partikel, spezif. Bindung
o 60,00 NG . T
o —a— 1 pm Partikel, unspezif. Bindung
g 40,00 o —o— 3 pym Partikel, unspezif. Bindung
o . . .
S 2000 % 2 —O— 6 um Partikel, unspezif. Bindung
- —o
0,00 3 \ w
0 2 4
Pluronic [%]

Abb. 25: Kopplungseffizienz von F-WGA an Latex-Partikel (1 pm, 3 pm, 6 um) in Abhangigkeit der Pluronic®-

Konzentration (Flowcytometrie)
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Abb. 26: Kopplungseffizienz von F-WGA an Latex-Partikel (1 pm, 3 pm, 6 um) in Abhangigkeit kleiner Pluronic®-
Konzentrationen (Flowcytometrie)

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen typische Resultate. Zur Uberpriifung wurde die Kopplung
an 3 um Partikel mehrfach wiederholt. Die zugehotrigen Daten sind im Anhang A.2 in
Tabelle 28 dokumentiert. Auch wenn die Kurven der drei GroRenklassen an Partikeln nicht
exakt gleich sind, so ist doch eine sehr &hnliche Tendenz zu erkennen. Ohne Pluronic® ist
die Kopplung maximal, mit wenig Pluronic® wird sie unverhaltnisméaRig stark reduziert. Erhéht
man die Pluronic®-Konzentration, so ist wieder eine Verbesserung zu erkennen, bis sehr
hohe Konzentrationen wieder zu einer Abnahme fiihren. Diese Schwankungen kénnen nicht
ausschlie8lich durch Veré&nderungen in der konzentrationsabh&ngigen Schichtdicke von
Pluronic® hervorgerufen werden. Eine mégliche Erklarung sind die Oberflacheneigenschaften
der Partikel, die sich von PLGA unterscheiden. Die durch Anlagerung von Pluronic®
gednderte Hydrophobizitat der Oberflache kann die Interaktion der Kopplungspartner
beeinflussen. Dadurch gelangt der Ligand mit unterschiedlich hoher Wahrscheinlichkeit nahe
genug an die Partikeloberflache heran, damit die Reaktion stattfinden kann. Da diese
Veranderungen sehr komplex sein kénnen, sind Schwankungen in der Kopplungseffizienz
nicht verwunderlich. Eine weitere Problematik ist das Auftreten von zwei Fluoreszenzpeaks
in der jeweiligen anhand ihrer Grol3e ausgewahlten Partikelpopulation. Dieses Phanomen

wird in weiterer Folge nédher untersucht (siehe Abbildungen 33 bis 38).

Ermittlung von GroRenverteilung und Oberflachenstruktur:

Auch bei diesen Standard-Partikeln ist die GroRenverteilung, die mittels Flowcytometrie
ermittelt werden kann, interessant. Da diese Partikel definierten GroRenklassen angehéren,
ist eine Quervernetzung der Partikel Giber F-WGA leicht zu erkennen. Als Beispiel sind in den
folgenden Abbildungen Partikel in allen drei GréRen, an die ohne Pluronic® F-WGA

gekoppelt wurde, die GroRen gegeniiber der Haufigkeit (Linearer Forward Scatter) und der
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Side  Scatter gegen den Forward

Scatter

zur  Charakterisierung  der

Oberflachenstrukturierung fiir alle drei PartikelgrofRen aufgetragen.

(F1)[Ungated] 0%.LMD : FS LIN

106

[3)

1023
FS LIN

Abb. 27: FS LIN zur Darstellung der GroRenverteilung F-
WGA gekoppelter 1 um Latex-Partikel (Flowcytometrie)

(F1)[Ungated] 0.015nmol 0%.LMD : FS LIN
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Abb. 29: FS LIN zur Darstellung der GréRenverteilung F-
WGA gekoppelter 3 um Latex-Partikel (Flowcytometrie)
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Abb. 28: SS gegen FS zur Charakterisierung der
Oberflachenstruktur F-WGA gekoppelter 1 pm Latex-
Partikel (Flowcytometrie)

(F1)[Ungated] 0.015nmol 0%.LMD : SS LIN/FS LIN

1023
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SS LIN

Abb. 30: SS gegen FS zur Charakterisierung der
Oberflachenstruktur F-WGA gekoppelter 3 um Latex-
Partikel (Flowcytometrie)
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Abb. 31: FS LIN zur Darstellung der GréRenverteilung F- Abb. 32: SS gegen FS zur Charakterisierung der
WGA gekoppelter 6 um Latex-Partikel (Flowcytometrie) Oberflachenstruktur F-WGA gekoppelter 6 um Latex-

Partikel (Flowcytometrie)

Auf diesen Abbildungen ist zu erkennen, dass, wenn auch in geringem Ausmal3, tiberall eine
Quervernetzung der Partikel stattfindet. Am deutlichsten ist dieses Phdnomen bei den 1 pm
Partikeln zu sehen. Hier bilden sich, wie in Abbildung 27 zu sehen, Aggregate, die vermutlich
aus zwei, drei oder mehreren Partikeln bestehen. Der Grof3teil jedoch (52%) bleibt als freier
Partikel bestehen, und die Vernetzung mehrerer Partikel findet in geringerem Ausmalf statt
als jene von nur zwei Partikeln. In Abbildung 28 sieht man keine eindeutige Einteilung dieser
GroRRenklassen, da sie so eng beieinander liegen. Dass jedoch der Side Scatter mit
zunehmender Grof3e ebenfalls grol3er wird, spricht fur die angesprochene Quervernetzung —
zwei aneinanderh&ngende Partikel weisen eine deutlich h6here Granularitat auf als einzelne
Kugeln. Dieses Phanomen ist noch besser bei den Partikeln mit 3 pm zu beobachten. In
Abbildung 29 sind Partikel verschiedener Grof3en zu erkennen (auch in Abbildung 30 zu
sehen), die sich auch in ihrer Oberflachenstruktur so stark unterscheiden, dass zwei
verschiedene Populationen ausgebildet werden. Bei den 6 pm Partikeln ist dieses Phanomen
nur bedingt zu beobachten, da die doppelt so grol3en Partikel bereits aul3erhalb der

Detektionsgroélien liegen (Abbildungen 31 und 32).

Charakterisierung verschiedener Partikelpopulationen gleicher Gréol3e:

Wie bereits erwahnt, fallt bei der Detektion der Fluoreszenz auf, dass nahezu bei allen
Proben die Partikel zwei Peaks mit unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat aufweisen. Das
ist nur dann mdoglich, wenn zwei Partikelpopulationen vorhanden sind, die gleich groR3 sind,
aber eine andere Kopplungskapazitat aufweisen, indem sie zum Beispiel eine andere Zahl

freier Carboxylgruppen an ihrer Oberflache aufweisen.
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Durch das Legen verschiedener Gates kann die Vermutung, dass zwei unterschiedliche
Populationen vorliegen, néher untersucht werden. In dem in den Abbildungen 33 bis 38

gezeigten Fall handelt es sich um F-WGA gekoppelte 3 um Partikel mit 0,01% Pluronic®.

(F1)[Ungated] 0.01%.LMD : SS LIN/FS LIN (F1)[A] 0.01%.LMD : FL1 LOG
g 3
2 — e
: —
n
u- = smed
— = B
0 1023 T B | ||||'i|0° T = llllil01 T 102 103
SS LIN FL1LOG
Abb. 33: SS gegen FS zur Charakterisierung Abb. 34: Fluoreszenzintensitat und Haufigkeit der
verschiedener Partikelpopulationen, 3 um Partikel, F- Partikel in Gate A, 3 um Partikel, F-WGA gekoppelt
WGA gekoppelt (Flowcytometrie) (Flowcytometrie)
(F1)[Ungated] 0.01%.LMD : SS LIN/FS LIN (F1)[A] 0.01%.LMD : FL1 LOG
i 3]
2 = =
-l
) S5 B
' - -
1A v;;;},{:-b?ai%*
=] 0 T T T T 11023 i ||1||‘|‘|0o = IHH‘I]|01 T 102 103
SSLIN FL1LOG
Abb. 35: SS gegen FS zur Charakterisierung Abb. 36: Fluoreszenzintensitat und Haufigkeit der
verschiedener Partikelpopulationen, 3 um Partikel, F- Partikel in Gate A, 3 um Partikel, F-WGA gekoppelt
WGA gekoppelt (Flowcytometrie) (Flowcytometrie)
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(F1)[Ungated] 0.01%.LMD : SS LIN/FS LIN (F1)[A] 0.01%.LMD : FL1 LOG
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Abb. 37: SS gegen FS zur Charakterisierung Abb. 38: Fluoreszenzintensitat und Haufigkeit der
verschiedener Partikelpopulationen, 3 um Partikel, F- Partikel in Gate A, 3 um Partikel, F-WGA gekoppelt
WGA gekoppelt (Flowcytometrie) (Flowcytometrie)

In Gate A sind jene Partikel erfasst, die eine Grof3e von 3 pm aufweisen. Dies wird durch das
Verhalten der Partikel im linearen FS bestatigt, der mit Standardpartikeln geeicht wurde. Die
Fluoreszenz dieser Partikel ist in den Abbildungen 34, 36 und 38 zu sehen. Es sind deutlich
zwei verschiedene Peaks zu erkennen, wobei jener mit groRerer Intensitdt niedrigere
Fluoreszenz aufweist und umgekehrt. Durch das Legen von Gates Uber entweder den
kleineren (Abbildung 34) oder gréReren (Abbildung 36) Peak kann die dadurch ausgewéhlte
Population im FS LIN/ SS LIN Plot anhand anderer Farbgebung unterschieden werden. Alle
fluoreszierenden Partikel in Gate A sind griin dargestellt. Die Partikel, die aber zusatzlich in
Gate B der Abbildungen 34 und 36 liegen, sind rot dargestellt. Es ist somit zu erkennen, dass
sowohl die Partikel mit niedriger Fluoreszenzintensitat (Abbildungen 35 und 36) sowie auch
jene mit hoher (Abbildungen 33 und 34) in der durch Gate A ausgewé&hlten Population liegen
und sich dennoch anders verhalten. Zusammengefasst ist dieses Phdnomen noch einmal in
den Abbildungen 37 wund 38. Partikel aus Gate B, also jene mit niedriger
Fluoreszenzintensitat und grofRer Haufigkeit, sind rot gekennzeichnet, jene von Gate C mit
hoherer Fluoreszenzintensitat aber geringerer Haufigkeit, sind blau. Aus der Kombination
dieser Bilder ist zu sehen, dass jene Partikel, die starker koppeln, in einem etwas starker
begrenzten GréRenbereich liegen, wohingegen die grof3ere Population, die etwas schlechter
koppelt, etwas breiter in ihrer GréRenverteilung streut.

Anhand dieser Abbildungen ist ersichtlich, dass tatsachlich zwei Populationen vorliegen, die
sich in ihren Kopplungseigenschaften unterscheiden. Um diese Problematik naher
charakterisieren zu koénnen, wurde Ricksprache mit der Herstellungsfirma Polysciences
gehalten, die jedoch erfolglos verlief. Die Vermutung, dass herstellungsbedingt die Anzahl

zuganglicher Carboxylgruppen verschieden sein kénnte, wurde nicht kommentiert. Da alle
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Partikel aller drei Gré3en dieses Phdnomen zeigen, soll in weiterer Folge im Rahmen dieser

Untersuchung auf die Kopplung weiterer Liganden an Latex-Partikel verzichtet werden.

4.3.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Da die Partikel sich in Anwesenheit von Pluronic® nicht analog zu den PLGA-Partikeln
verhalten, wird ihre Oberflache im Elektronenmikroskop naher untersucht. Die genaue
Oberflachenstruktur ist auf den Abbildungen 22 bis 24 in Abschnitt 4.2.2 zu sehen. Die dort
besprochenen Unterschiede in der Oberflachenbeschaffenheit kénnen ebenfalls einen
Einfluss auf ein nicht einheitliches Verhalten wahrend der Kopplung haben. Exemplarisch fur
Polystyren-Partikel nach der Kopplung sind in den Abbildung 39 und 40 F-WGA gekoppelte

3 um Partikel ohne und mit 1% Pluronic® zu sehen.

= P

3 ! " € » : b 2
B@lAccyV  Spot Magn fF——— e O - AccV SpotMagn F———  1oum
16.0kV 40 1500x 3 ngcrometer Latex Beads 150KV 40 3000x 3 mycrometer Latex Beads
hod =3 [ % € ' ¢

N

Abb. 39: 3 um Latex-Partikel, F-WGA gekoppelt bei 0% Abb. 40: 3 um Latex-Partikel, F-WGA gekoppelt bei 1%
Pluronic® (SEM) Pluronic® (SEM)

Diese Partikel sind im Gegensatz zu den nicht gekoppelten Partikeln in eine Matrix
eingebettet. In Gegenwart von 1% Pluronic® ist diese besonders stark ausgepragt, so dass
die meisten Partikel davon uberschichtet sind. Vermutlich handelt es sich dabei um eine
Kombination von Puffersalzen und, wenn vorhanden, Pluronic®. Es ist jedoch
bemerkenswert, dass bei der Mikroskopie von F-WGA gekoppelten PLGA-Partikeln keine
vergleichbare Matrix zu sehen ist (siehe Abbildung 51 und 52), auch wenn in beiden Fallen
die Partikel vor der Mikroskopie nicht gewaschen wurden. Weiters fallt auf, dass zwischen
den &ulerst regelméRigen Partikeln plotzlich auch grol3e Partikel auftauchen. Diese sind
ebenfalls in der Matrix eingebettet und teilweise von den kleinen Partikeln Uberlagert,
wodurch ausgeschlossen werden kann, dass sie durch unvorsichtiges Hantieren von
anderen Proben Ubertragen wurden. Eine wirkliche Erklarung fur dieses Phanomen konnte

nicht gefunden werden.

4.3.3 Diskussion und Ausblick

Bei der Kopplung von F-WGA an Latex-Partikel verschiedener Grol3e kann ein Effekt von

Pluronic® auf die Kopplungseffizienz bewiesen werden. Allerdings kann bei Latex-Partikeln
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keine stetige Abnahme der Kopplungseffizienz mit steigender Stabilisatorkonzentration
beobachtet werden. Vermutlich wird dieses Verhalten durch viele einzelne Faktoren
hervorgerufen. Vermutlich spielen die physikalischen Oberflacheneigenschaften der Partikel,
wie zum Beispiel die Hydrophobizitat, eine Rolle. Nachdem es diese Einflisse nicht
erlauben, ausschlieRlich den Effekt von Pluronic® tiber einen breiten Konzentrationsbereich
zu untersuchen, erscheint die Verwendung dieser Partikel fir diese Fragestellung nicht
sinnvoll.

Ein weiterer Aspekt dabei ist das Vorhandensein von zwei Populationen von Partikeln
gleicher Grol3e, die sich durch ihre Kopplungseffizienz unterscheiden. Dies wird durch die
Detektion von zwei Peaks unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat ersichtlich. Dieses
Ph&nomen kann ebenfalls bei der Untersuchung spezifischer Eigenschaften von Pluronic®
storen.

Da die Partikel eine sehr enge Grol3enverteilung haben, kann sehr gut nachgewiesen
werden, dass, wenn auch in geringem Ausmal}, eine Quervernetzung von zwei bis drei
Partikeln  aufgrund ihrer  Oberflacheneigenschaften oder wegen Resten an
Kopplungsreagenzien mdglich ist. Auch fur die Untersuchung dieses Ph&nomens ist
Flowcytometrie optimal geeignet.

Vor der weiteren Verwendung dieser Partikel ware es sinnvoll, zusatzliche Proben
elektronenmikroskopisch zu untersuchen. Das Vorhandensein unverhaltnismaRig grof3er
Partikel nach der Kopplung ist nicht zu erklaren. Es sollte daher abgeklart werden, ob dieses
Phanomen nach jeder Kopplung auftritt oder eine einmalige Ausnahme ist. AuRerdem sollten
die Partikel vor der Mikroskopie mit partikelfiltriertem Wasser grindlich gewaschen werden,
um maglicherweise die Matrix zu entfernen.

Obwonhl die verwendeten Latex-Partikel aus den beschriebenen Griinden fir die vorliegende
Arbeit nicht geeignet sich, kdnnen sie sicherlich als Modell fir PLGA-Partikel oder fir

Vorversuche verwendet werden.
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4.4 Kovalente Kopplung von Liganden unterschiedlicher Gr6RR3e an
PLGA-Partikel

Die Kopplung von F-WGA und F-IgG wurde im 10 mg Mal3stab durchgefiihrt, bei jener mit F-

Cadaverin wurden 5 mg Partikel verwendet.

441 Besonderheiten bei der Durchfihrung

Wahrend der Kopplung ist ein unterschiedliches Verhalten der Proben in Abhangigkeit der
Pluronic®-Konzentration zu beobachten. Ohne Pluronic® und bei den niedrigen
Konzentrationen 0,01% und 0,025% entstehen beim Zentrifugieren Pellets, die sich an der
Wand des Gefalies hinaufziehen und sehr leicht durch den Zug der Pipette beim Abnehmen
des Uberstandes zerstort werden. Dadurch entstehen relativ groRe Verluste an
Mikropartikeln, insbesondere wéahrend der Reinigungsschritte, was sich rein makroskopisch
in einer weniger intensiven Triibung der Suspensionen bemerkbar macht.

Im Gegensatz dazu lassen sich die Proben mit mittlerer Pluronic®-Konzentration sehr einfach
bearbeiten. Die besten Eigenschaften sind Ublicherweise bei 0,1% Pluronic® zu beobachten.
Es bilden sich Pellets aus, die stabil genug sind, um nicht beim Abnehmen des Uberstandes
sofort zerstort zu werden, aber sich dennoch sehr leicht wieder resuspendieren lassen.

Bei sehr hoher Konzentration, insbesondere bei 5% Pluronic® lasst sich wieder eine leichte
Verschlechterung beobachten, was darauf zurtickzufiihren ist, dass die dadurch erhdhte
Viskositat die Sedimentation wahrend der Zentrifugation beeintrachtigt und die Partikel eher
locker im Pellet sitzen. Es ist jedoch kein Anheften von Partikeln an der GefalBwand hinauf
zu sehen.

Bei den Proben, in denen das unspezifische Bindungsverhalten der Liganden untersucht
wird, ist dieser Unterschied jedoch nicht so stark zu bemerken. Im Allgemeinen sind diese
Proben gut zu bearbeiten und bilden auch wahrend der zweistiindigen Inkubation, die der
Aktivierung bei der kovalenten Kopplung dient, immer feste, aber gut resuspendierbare
Pellets. Wahrend der Aktivierung werden die wenigen freien, stabilisierenden
Carboxylgruppen an der Oberflache der Partikel so modifiziert, dass ungeladene Aktivester
entstehen. Die ohnehin schon sehr hydrophoben Partikel werden dadurch noch instabiler in
der wassrigen Umgebung, da keine elektrostatische Stabilisierung mehr stattfindet.
Besonders gut sichtbar ist der Effekt ohne oder mit wenig Pluronic®, da dadurch auch die
zweite Moglichkeit der Stabilisierung wegféllt. Bei den Versuchen die unspezifische Bindung
betreffend fallt dieser Aktivierungsschritt und somit ein kritischer Bearbeitungsschritt weg.
Beobachtet man die Tribung der Proben, so ist mit freiem Auge kein oder nur ein sehr

geringer Unterschied zwischen 0% und 1% Pluronic® zu erkennen. Daraus kann man
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schlief3en, dass besonders dieser Schritt die unterschiedlichen Partikelverluste bewirkt und
hier Pluronic® eine entscheidende Rolle spielt.

Nicht nur beim Zentrifugieren, sondern auch beim Resuspendieren zeigen die Proben
unterschiedliches Verhalten. Bei allen Proben ist es wichtig, sie bereits vor der
Ultraschallbehandlung gut mit Hilfe des Vortexer zu suspendieren. Dabei ist es vorteilhaft,
die Eppendorf-Gefal3e leicht schrag und mit dem Pellet an die Oberseite zeigend zu halten.
In das Ultraschallbad sollen die GefdRe so gelegt werden, dass die Pellets, wenn noch
vorhanden, gut in das Wasserbad eintauchen. Nach etwa einer halben Minute sollen die
Proben etwas durchmischt werden, damit alle Flachen im Gefald mit der Suspension in
Beruihrung kommen und Partikel, die an der Wand kleben, abgelost werden. Danach sollte
die Suspension makroskopisch kontrolliert werden. Etwaige Pelletreste, die vor allem ohne
Pluronic® oder bei sehr hohen Konzentrationen, nie aber bei den Proben auf unspezifische
Bindung, auftreten, werden meist durch erneutes Vortexen zerkleinert. Ist das nicht der Fall,
sollte eine weitere Minute mit Ultraschall behandelt werden, bis eine homogene Suspension
entsteht, so dass die Partikeloberflache fiir die jeweiligen Modifikationsschritte zuganglich ist.
Es hat sich au3erdem als sinnvoll erwiesen, vor jeder Zentrifugation die Proben 1 min in das
Ultraschallbad bei 50% Leistung zu legen. Dadurch nimmt die Menge an Partikeln an der

GefaRwand ab und das Abnehmen der Uberstande wird erleichtert.

Es werden Liganden in drei verschiedenen GréRenordnungen an PLGA-Partikel kovalent
gekoppelt und deren unspezifische Bindung untersucht. Die jeweils verwendete
Partikelsuspension wird vor jeder Kopplung frisch bereitet und hat daher immer eine andere,
wenn auch sehr &hnliche, GroRenverteilung. Die Durchfiihrung erfolgt wie in Abschnitt 3.3
und 3.4 beschrieben mit den in den Vorversuchen ermittelten Ligandenkonzentrationen
(Abschnitt 4.1.2).

4.4.2 Charakterisierung

4.4.2.1 Flowcytometrie

Mittels Flowcytometrie werden die Partikel direkt nach der Herstellung untersucht.

PLGA-Partikel unterscheiden sich in ihrem Verhalten im Flowcytometer von den Polystyren-
Standards. Besonders aufféllig ist, dass sie sich vermehrt im Gerat ablagern. Besonders
davon betroffen ist jener Teil, der zum Ansaugen der Partikelsuspension in diese eintaucht.
Um das Verschleppen von Partikeln einer Probe in eine andere zu vermeiden, muss nach
jeder Messung gewaschen werden. Es hat sich gezeigt, dass eine besonders gute Reinigung
erzielt werden kann, wenn die Waschlésung regelmaRig ersetzt wird. Bei der Messung wird
immer mit den Proben mit héchster Pluronic®-Konzentration begonnen. Fir jede
Konzentration gibt es drei Proben; nach jeder wird gewaschen. Danach wird mit frischer
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Waschlésung erneut gewaschen, bevor die Proben mit anderer Pluronic®-Konzentration
gemessen werden, um Partikelreste zu entfernen. So kann einer Verschleppung von

Partikeln gut entgegen gewirkt werden.

Kopplungseffizienz

Durch den Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitat wird die Kopplungseffizienz bei der
jeweiligen Pluronic®-Konzentration fir jeden der drei Liganden ermittelt. Es kann die
gewlnschte Partikelpopulation ausgewahlt und nur diese ndher charakterisiert werden. In
diesem Fall handelt es sich dabei um Partikel der Grof3e von 1 bis 3 um. Dadurch werden
Verédnderungen wahrend der Kopplung, wie die Bildung von Aggregaten, der
Quervernetzung von Partikeln tber die Liganden mit Resten der Kopplungsreagenzien, oder
Verluste kleiner Partikel nicht berticksichtigt. Es werden nur jene Partikel untersucht, die
auch wirklich vergleichbar sind.

Da eine Abnahme der Kopplung mit erhéhter Pluronic®-Konzentration stattfindet, wird die
Effizienz bei 0% Pluronic® gleich 100% gesetzt und alle anderen Werte werden darauf
bezogen (siehe Tabelle 10 und Abbildungen 41 und 42). Die absoluten gemessenen Werte

sind im Anhang A.3 in den Tabellen zu sehen.

Tabelle 10: Pluronic®-abhéngige Bindung von F-WGA, F-IgG und F-Cadaverin an PLGA-Partikel in

Prozent (Flowcytometrie)

Pluronic® [%] |F-WGA F-lgG

Kopplungs- | Standard- Kopplungs- | Standard-
effizienz abweichung | effizienz abweichung
Spezifische 0 100,00 4,74 100,00 8,71
Bindung 0,01 89,92 4,34 104,61 4,07
0,025 73,14 8,27 99,98 9,10
0,05 75,22 0,80 89,99 5,46
0,1 99,57 24,28 87,17 2,28
0,5 62,88 2,98 60,48 3,16
1 67,42 1,88 48,72 7,65
5 55,73 5,80 34,78 2,89
Unspezifische 0 3,45 0,20 23,95 2,59
Bindung 1 3,72 0,59 8,39 0,52

-59-




Pluronic® [%]

F-Cadaverin

Kopplungseffizienz

Standardabweichung

Spezifische Bindung 0 100,00 13,25
0,01 97,53 23,80

0,025 88,01 1,92

0,05 106,86 13,72

0,1 95,98 5,22

0,5 74,74 4,78

1 64,50 6,68

5 50,77 5,44

Unspezifische Bindung 0 23,51 1,36
22,86 1,00

—&— F-WGA spezif. Bndg.

—o— F-WGA unspezif. Bndg.
—&—F-IgG spezif. Bndg.

—&— F-1gG unspezif. Bndg.
—&8—[-Cadaverin spezif. Bndg.
—O— F-Cadaverin unspezif.Bndg.

-

Kopplungseffizienz [%0]

3

Pluronic [%]

Standardabweichung (Flowcytometrie)
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Abb. 41: Kopplungseffizienz in Abhangigkeit der Pluronic®-Konzentration, Kurve der Mittelwerte inklusive
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Abb. 42: Kopplungseffizienz in Abhangigkeit kleiner Pluronic®-Konzentrationen, Kurve der Mittelwerte inklusive
Standardabweichung (Flowcytometrie)

Besonders aufféllig sind sehr grof3e Standardabweichungen und das Auftreten von vielen
AusreiRern. Dennoch ist eine eindeutige Pluronic®-abhéngige Tendenz zu erkennen: Die
Kopplungseffizienz nimmt mit steigender Konzentration von Pluronic® bei allen drei Liganden
ab. Bei der Kopplung von F-WGA ist besonders im sehr kleinen Konzentrationsbereich eine
starke Abnahme auffallig. Bereits bei 0,025 % Pluronic® sind nur mehr etwa 70% des
Liganden gebunden. Bei der hdchsten untersuchten Konzentration, 5%, wird nur mehr knapp
mehr als die Halfte gebunden. Bei F-IgG hingegen ist die Abnahme zu Beginn weniger stark,
jedoch sinkt die Effizienz sehr kontinuierlich auf etwa ein Drittel. Bei F-Cadaverin ist bis zu
0,1% nahezu keine Anderung zu bemerken. Dieser Bereich ist starken Schwankungen
unterworfen, jedoch ist unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen keine Anderung
der Effizienz zu erkennen. Bei hheren Pluronic®-Konzentrationen tritt jedoch auch hier eine
Reduktion der Kopplung auf etwa die Halfte auf.

Die grofen Standardabweichungen und Schwankungen sind bei diesem Versuch
unvermeidlich. In groRem Ausmald ausschlaggebend daftir sind vermutlich die Mikropartikel,
deren GroRenverteilung in der Suspension nie exakt ident sein kann, weil sie permanenten
Veranderung unterworfen und nicht stabil sind.

Der Einfluss von Pluronic® auf die Kopplung von verschiedenen Liganden an PLGA-
Mikropartikel ist dennoch reproduzierbar. Eine mogliche Erklarung dafir ist die Anlagerung
von Pluronic® an die Oberflache der hydrophoben Partikel mit dem ebenfalls hydrophoben
Mittelteil des Pluronic®. Die hydrophilen Seitenteile des Pluronic® hingegen stehen frei in die
umgebende Loésung hinaus und kénnen etwaige Liganden sterisch daran hindern, sich der

Partikeloberflache zu nahern. In nur geringen Konzentrationen ist der Effekt je nach Ligand
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unterschiedlich. Eine mdgliche Erklarung dafir ist der unterschiedliche Hydrophilie-Charakter

der Liganden und ihre dadurch unterschiedliche Affinitdt zur Partikeloberflache. Kleine

Pluronic®-Konzentrationen kénnen durch Anlagerung an das Molekiil eine Veranderung der

Hydrophilie herbeifiihren und somit die Kopplungseffizienz beeinflussen.

Veranderungen der GrofRenverteilung

Mit Hilfe der Flowcytometrie konnen auch Veranderungen der Partikelsuspension untersucht

werden. Die makroskopische Betrachtung des Endproduktes lasst wie oben erwahnt darauf

schlieRen, dass bei wenig Pluronic® groRere Partikelverluste auftreten. Durch das Legen

geeigneter Gates kann verglichen werden, wie sich die Gré3enverteilung verandert.

Tabelle 11: Prozentuelle Zu- oder Abnahme der Partikelzahl innerhalb der gegebenen GréRenklassen

Pluronic®-Konzentration [%] |O 0,01 0,025 |0,05
GrolRenklasse

Spezifische Bindung 1 pm -46,69| -55,79| -51,93| -46,90
1-3pum -40,73| -47,76| -43,72| -36,89
3 um -23,61| -23,79| -19,17| -11,11
3-10 pm +83,03| +97,88| +90,80| +75,83

Unspezifische 1pum -10,09 -3,74

Bindung 1-3pum -494| +0,05
3 um +7,71| +7,15
3-10 pm +10,93| +1,83
Pluronic®-Konzentration [%] |0,1 0,5 1 5
GrolRenklasse

Spezifische Bindung 1pum -51,81| -35,74| -33,76| -30,20
1-3pum -37,90| -24,37| -21,00| -17,13
3 um -2,63| +9,24| +13,47| +14,38
3-10 pm +76,52| +46,91| +51,72| +34,61

In den Abbildung 43 und 44 ist der prozentuelle Anteil der erfassten Partikel in der jeweiligen

GroRenklasse dargestellt. Zwecks besserer Ubersicht wurden dabei

reprasentativen Pluronic®-Konzentrationen herangezogen.
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Abb. 43: Anderung der Partikel-GréRenverteilung wahrend der Kopplung, Saulenhéhe: Mittelwert, oberer Balken:
ermittelter Maximalwert, unterer Balken: Minimalwert (Flowcytometrie)
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Abb. 44: Anderung der Partikel-GréRenverteilung wahrend der Ermittlung der unspezifischen Bindung,
Saulenhdhe: Mittelwert, oberer Balken: ermittelter Maximalwert, unterer Balken: Minimalwert (Flowcytometrie)

Als Ausgangswert dient die jeweilige PartikelgroRenverteilung jener Suspension, die fur die
entsprechende Kopplung herangezogen wurde. Wie bei allen Versuchen ist auch hier eine
starke Streuung der Einzelwerte zu beobachten. Dennoch ist klar zu erkennen, dass es bei
allen Konzentrationen eine Verschiebung der Verteilung in Richtung groRerer Partikel gibt.
Das Ausmaf der Veranderung nimmt jedoch ab, je mehr Pluronic® zugesetzt wird. W&hrend
ohne Pluronic® in der interessanten GroRenklasse von 1 — 3 pm um 40% weniger Partikel
vorhanden sind und im Gegenzug dazu 80 % mehr im dariiber liegenden Bereich bis zu
10 pum, so ist bei 5% Pluronic® nur ein Verlust von 17% bei 1 — 3 pm zu verzeichnen. Die
Population gréRerer Partikel wachst nur um 34%. Ohne Zugabe der Kopplungsreagenzien ist

vergleichsweise kaum ein Unterschied im Vergleich zur Ursprungssuspension zu bemerken.
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Diese Verédnderung der Grof3enverteilung ist auch in der Darstellung des FS LIN tber den
gesamten detektierten Bereich zu sehen. Hier ist als Beispiel die GrolRenverteilung der
PLGA-Suspension nach einer Kopplung mit F-IgG in Abwesenheit von Pluronic® dargestellt
(Abbildungen 45 und 46).

(F1)[Ungated] 0% c.LMD : FS LIN (F1)[Ungated] 0% c.LMD : SS LIN/FS LIN

1023

FS LIN

1023 1023

FS LIN SS LIN

Abb. 45: FS LIN nach der Kopplung von F-IgG an PLGA- Abb. 46: FS und SS nach der Kopplung von F-IgG an
Mikropartikel ohne Pluronic® (Flowcytometrie) PLGA-Mikropartikel ohne Pluronic® (Flowcytometrie)

Im Gegensatz zur Verteilung direkt nach der Gréf3entrennung (Abbildung 19 und 20,
Abschnitt 4.2.1.3) zeigt der FS LIN eine weitaus breitere Verteilung in Richtung groRRerer
Partikel. Auch im FS LIN/ SS LIN Plot ist eine Veranderung zu erkennen. Die Partikel werden
grolRer und weisen eine hohere Granularitat auf, was durch die Bildung von Aggregaten gut
erklart werden kann, da deren Oberflache natirlich im Vergleich zu einzelnen Partikeln stark

strukturiert ist.

Beide Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Veranderung der Grof3enverteilung vermutlich
zu einem grofRen Teil darauf zurickzufihren ist, dass die hydrophoben Partikel in der
wassrigen Umgebung aggregieren und sich auch unter Einwirken von Ultraschall nicht mehr
voneinander l6sen konnen. Da der Effekt bei der spezifischen Kopplung sehr stark
ausgepragt ist, spielt voraussichtlich die Aktivierung mittels Aktivester eine entscheidende
Rolle. Da die negative Ladung der Carboxylgruppe verloren geht, nimmt die elektrostatische
Stabilisierung ab. Pluronic® hat einen stabilisierenden Effekt und verringert die Verschiebung

in hohere GroRenklassen.
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4.4.2.2 Quantifizierung der Kopplungseffizienz mit HPLC und Fluoreszenzmessung

Mit Hilfe von HPLC kann die PLGA-Konzentration in jeder Probe einzeln ermittelt werden
und somit in Relation zur gemessenen Fluoreszenz gesetzt werden. Dadurch ist es mdglich,
die Menge an gebundenem Ligand in Abhéngigkeit der PLGA-Menge zu berechnen.

Ein typisches Chromatogramm ist in Abbildung 47 zu sehen.
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Abb. 47: Hydrolysierte F-Cadaverin gekoppelte PLGA-Partikel (5% Pluronic®), Glykolsaure mit BPB verestert
(Katalysator: TEA), Chromatogramm

Die Resultate sind in Tabelle 12 ersichtlich.
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Tabelle 12: Pluronic®-abhangige Kopplungseffizienz von F-WGA, F-lgG und F-Cadaverin an PLGA-

Partikel (HPLC und Fluoreszenzmessung)
F-WGA/ PLGA [ng/mg]

F-IgG/ PLGA [ng/mg]

Pluronic® (%) |Mittelwert |Standard- Mittelwert | Standard-
abweichung abweichung
Spezifische 0 21,06 3,18 92,22 15,70
Bindung 0,01 17,71 3,08 89,30 26,41
0,025 12,99 1,20 90,90 18,19
0,05 19,36 2,14 88,07 18,60
0,1 17,60 3,68 89,33 21,34
0,5 6,69 1,70 59,67 16,59
1 7,65 1,11 53,86 6,41
5 6,40 2,26 27,02 5,35
Unspezifische 0 -1,06 0,18 12,03 2,24
Bindung -0,95 0,09 9,35 1,55
F-Cadaverin [ng/mg]
Pluronic® (%) |Mittelwert |Standard-
abweichung
Spezifische 0 0,88 0,01
Bindung 0,01 0,73 0,07
0,025 0,67 0,02
0,05 0,69 0,04
0,1 0,66 0,01
0,5 0,70 0,02
1 0,63 0,03
5 0,54 0,03
Unspezifische 0 0,61 0,08
Bindung 0,44 0,02

Bei allen drei Liganden ist die gleiche Tendenz zu erkennen. Als Beispiel ist in den

Abbildungen 48 und 49 das Ergebnis fiir F-IgG gekoppelte Partikel dargestellt.
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Abb. 48: Kopplungseffizienz in Abhangigkeit der Pluronic®-Konzentration, Kurve der Mittelwerte inklusive
Standardabweichung (HPLC)
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Abb. 49: Kopplungseffizienz in Abhangigkeit kleiner Pluronic®-Konzentrationen, Kurve der Mittelwerte inklusive
Standardabweichung (HPLC)

Die Streuung ist deutlich groRRer, als bei den mittels Flowcytometrie bestimmten Ergebnissen.
Dennoch ist eine Abnahme an Ligand mit groRerer Pluronic®-Konzentration zu sehen. Im
kleinen Konzentrationsbereich bis zu 0,1% Pluronic® kann jedoch keine Aussage getétigt
werden, da die Standardabweichungen zu grof3 sind.

Mit dieser Methode kann also eine grobe Tendenz abgeschatzt werden, jedoch ist die
Genauigkeit deutlich unterhalb jener der Flowcytometrie. Entscheidend daflir sind vermutlich
zwei Faktoren. Erstens ist der Prozess der Quantifizierung fehleranfallig, da viele einzelne
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Schritte, die hohe Genauigkeit erfordern, aufeinander folgen. Im Gegensatz dazu ist die
flowcytometrische Messung nicht quantitativ und sehr einfach durchzufiihren. Zweitens
erfolgt, wie in Abbildung 43 zu sehen, eine Verschiebung der GroRRenverteilung der Partikel,
insbesondere wahrend der Aktivierung der Carboxylgruppen, also bevor der Ligand
zugesetzt wird. Durch das Auftreten von im Durchschnitt groReren Partikeln bietet sich dem
Liganden in Summe eine geringere Oberflache und dadurch sinkt die Zahl an zugénglichen
Carboxylgruppen. Da die Umverteilung abhéngig von der Pluronic®-Konzentration ist,
herrschen in jedem Versuchsansatz unterschiedliche Bedingungen, womit es nicht

verwunderlich ist, dass die Ergebnisse stark schwanken und an Genauigkeit einbtif3en.

PLGA-Konzentration nach der Kopplung

Die mittels HPLC ermittelte Konzentration an PLGA kann ebenfalls in Relation zur Pluronic®-
Konzentration gesetzt werden. Dadurch koénnen die schon mit freiem Auge sichtbaren
Pluronic®-abhéngigen Verluste quantifiziert werden. Die Ausgangskonzentration des PLGA
betragt bei jedem Versuch 10 mg/ml. Da diese jedoch mit Hilfe der Lyophilisation ermittelt
wird, die eine geringere Genauigkeit aufweist, lagen die tatsachlich eingesetzten PLGA-
Mengen in einzelnen Versuchen hoher. Innerhalb eines Versuchsansatzes wurden jedoch
jeweils gleiche PLGA-Mengen eingesetzte. Dadurch sind die ermittelten Konzentrationen
nach der Kopplung oft tiber dem vermeintlichen Ausgangswert und von Versuch zu Versuch

unterschiedlich.

Tabelle 13: PLGA-Konzentration nach der Kopplung von F-WGA, F-1gG und F-Cadaverin (HPLC)

Kopplung von F-WGA Kopplung von F-IgG
Pluronic® [%] |PLGA Standard- PLGA |Standard-

[mg/ml] abweichung |[mg/ml] |abweichung
Spezifische 0 8,93 1,06 6,65 0,51
Bindung 0,01 8,14 1,24 9,17 0,34
0,025 10,05 1,31 10,27 1,30
0,05 11,12 1,26 10,13 0,30
0,1 10,41 1,14 11,13 0,82
0,5 12,29 1,64 12,62 0,35
1 12,46 0,62 11,49 0,89
5 11,73 0,93 8,68 2,31
Unspezifische 0 10,37 1,21 11,38 0,16
Bindung 1 11,04 0,90 13,15 0,67
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Kopplung von F-Cadaverin

Pluronic® [%] |PLGA [mg/ml] |Standardabweichung
Spezifische 0 7,48 0,06
Bindung 0,01 8,45 0,60
0,025 9,38 0,41
0,05 10,06 0,72
0,1 10,18 0,16
0,5 10,02 1,05
1 10,77 0,19
5 10,37 0,13
Unspezifische 0 8,51 0,29
Bindung 1 11,01 0,65

Wieder ist bei allen drei Liganden der gleiche Effekt zu sehen. Als Beispiel ist in Abbildung
50 das Ergebnis der Kopplung von F-WGA dargestellt.
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Abb. 50: PLGA-Konzentration nach der Kopplung von F-WGA unter verschiedenen Pluronic®-Konzentrationen
(HPLC)

Das Ergebnis ist sehr dhnlich wie bereits durch die makroskopische Beobachtung vermutet.
Da ohne oder mit wenig Pluronic® ein wesentlicher Stabilisationseffekt wegféllt, entstehen
beim Zentrifugieren keine kompakten Pellets. Stattdessen werden die Partikel nur schwach

zusammen gehalten, sie haften an der Wand und werden leicht mit dem Uberstand
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abgesaugt. Je mehr Pluronic® der Lésung beigesetzt ist, desto besser lassen sich die
Partikel pelletieren. Es fllt jedoch auf, dass bei sehr hohen Pluronic®-Konzentrationen von
1% bis 5% wieder eine Abnahme der PLGA-Konzentration detektiert wird. Dies ist, wie
bereits erwahnt, vermutlich auf die hohe Viskositat der Lésung zuriickzufiihren ist, wodurch

eine ausreichende Sedimentation verhindert wird und die Partikel leichter verloren gehen,

4.4.2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Fur einzelne Proben kann auch das Elektronenmikroskop zur Charakterisierung
herangezogen werden. Die Abbildungen 51 und 52 zeigen zwei charakteristische

Aufnahmen.
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Abb. 51: PLGA-Mikropartikel, kovalente Kopplung von  Abb. 52: PLGA-Mikropartikel, kovalente Kopplung von
F-WGA mit 0% Pluronic® (SEM) F-WGA mit 1% Pluronic® (SEM)

Das Gesamthild ahnelt jenem direkt nach der Suspendierung und Grof3entrennung (siehe
Abbildung 21). Die Partikel neigen stark zur Aggregatbildung, jedoch ist dieser Effekt ohne
Pluronic® deutlich starker, so dass kaum noch einzelne Partikel zu sehen sind. Die meisten
sind miteinander verschmolzen und zeigen an den Verschmelzungsstellen kleine Ldcher.
Auch mit 1% Pluronic® sind viele Partikel verschmolzen, jedoch zeigt sich ein deutlich
besseres Gesamtbild, weil auch noch vereinzelte Partikel vorhanden sind. Da die Partikel bei
zu starker VergroéfRerung zerstort werden, sind genaue Aufnahmen der Oberflache nicht

madglich und Unterschiede je nach Ligand nicht zu erkennen.

4.4.3 Diskussion und Ausblick

Pluronic® wird bei der kovalenten Kopplung verschiedener Liganden an PLGA-Partikel als
Stabilisator zugesetzt. Dabei muss jedoch berilicksichtigt werden, dass dadurch diverse
Parameter beeinflusst werden:

Die Effizienz der Kopplung mittels Carbodiimidmethode unterliegt bei Liganden

unterschiedlichster GréRenordnungen einem starken Einfluss der Pluronic®-Konzentration.
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Es wird eine maximale Kopplung ohne Pluronic® erzielt, die jedoch bei einer Erhéhung auf
5% Pluronic® auf bis zu knapp mehr als die Halfte gesenkt wird (F-lgG, Abbildung 41).
Pluronic® bildet an hydrophoben Partikeloberflachen eine Schicht aus, deren Dicke von der
jeweiligen Pluronic®-Konzentration abhangt. Baker und Berg [13] haben gezeigt, dass die
Schichtdicke bei sehr kleinen Konzentrationen bis etwa 0,5% sehr rasch ansteigt und sich
dariiber auf einem Pseudoplateau einpendelt. Diese Beobachtung korreliert mit dem
Ergebnis, dass bei kleinen Konzentrationen eine rasche Abnahme der Kopplungseffizienz
erfolgt, bei hoheren Konzentrationen die Veranderungen jedoch geringer werden.

Diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass ein Zusammenhang zwischen der
Schichtdicke des Pluronic® und der Kopplungseffizienz besteht. Pluronic® lagert sich mit
seinem hydrophoben PPO-Mittelteil an die Partikeloberflache, wahrend die hydrophilen PEO-
Seitenarme in die umgebende Ldsung ragen. Dadurch kann eine Anndherung der Liganden
an die Carboxylgruppen der Partikeloberflache aus sterischen Griinden erschwert werden.
Je mehr Pluronic® vorhanden ist, desto dicker ist die Schicht, die die Partikeloberflache

verdeckt und die Kopplung wird erschwert.

Da jedoch Pluronic® die Partikel auch stabilisiert, hat es einen positiven Einfluss auf das
Verhalten der Proben bei Zentrifugationen und wirkt dem Anhaften der Partikel an
Kunststoffteilen wie den Eppendorf-Gefaf3en und Pipettenspitzen entgegen. Je nachdem,
wie stabil das resultierende Pellet ist, werden mehr oder weniger Partikel mit dem Uberstand
abgenommen. Die quantitative Analyse mit HPLC hat gezeigt, dass ohne Pluronic® am
meisten PLGA verloren geht. Der Verlust wird mit zunehmender Konzentration an Pluronic®
geringer, bis zwischen 0,5% und 1% Pluronic® die Erhéhung der Viskositat wiederum eine
VergroRerung des Verlustes bewirkt. Vergleicht man die Anteile der Partikel in bestimmten
GroéfRenklassen mit Hilfe der Flowcytometrie, so sieht man, dass bevorzugt kleine Partikel
verloren gehen. Es kommt also zu einer Verschiebung der GroRRenverteilung in Richtung
grol3er Partikel und Aggregate. Dieses Phanomen kann mit Flowcytometrie ausgezeichnet
untersucht werden. Im Vergleich zur Laserdiffraktometrie ist dabei eine wesentlich geringer
Menge der Partikelsuspension notwendig.

Diese beiden Ergebnisse zeigen, dass das Verwenden von Pluronic® weder nur Vorteile
noch nur Nachteile aufweist. Je nach der Fragestellung muss entschieden werden, ob eine
maximale Kopplung oder ein mdglichst geringer Verlust an PLGA im Vordergrund stehen
soll. Um beide Faktoren in einem sinnvollen Bereich zu halten, scheint eine Konzentration
von etwa 0,1% Pluronic® als sinnvoll. Dabei ist die Kopplung bereits reduziert, jedoch nur um
etwa 5% bis 10%. Auch ist der Verlust bei dieser Konzentration noch nicht minimal, jedoch
ist er in etwa bei einem Drittel der maximalen Verluste. Da es sich auBerdem gezeigt hat,

dass bei mittleren Pluronic®-Konzentrationen die Bearbeitung der Partikel am einfachsten
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durchzufuihren ist, ist fir eine durchschnittiche Kopplung mit akzeptablem Verlust an

Partikeln die GréRenordnung von 0,1% Pluronic® empfehlenswert.

Eine weitere entscheidende Erkenntnis dieser Untersuchungen ist, dass die Analyse von
Partikeln sehr gut flowcytometrisch erfolgen kann. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
gezielt jene Partikelpopulation untersucht werden kann, die auch die gewlnschten
Eigenschaften, also zum Beispiel eine bestimmte GroRRe, aufweist. Dadurch ist eine korrekte
Analyse der Kopplungseffizienz anhand der gemessenen partikelassoziierten
Fluoreszenzintensitat moglich, die ja durch die PartikelgréRe beeinflusst wird. Durch diese
Pluronic®-abhéngigen Veranderungen ist es nicht maglich, mit einer Kombination aus HPLC
der hydrolysierten Partikel und Fluoreszenzmessung zur Quantifizierung des Liganden die
Unterschiede im Bereich kleiner Pluronic®-Konzentrationen, in denen sich diesbeziglich am
meisten verandert, so deutlich darzustellen. In weiterer Folge erfordert die Analyse im
Flowcytometer auch einen deutlich geringeren Zeitaufwand, ist kaum fehleranféllig und
bendtigt ul3erst geringe Probenmengen. Aufgrund dieser zahlreichen Vorteile sollte auch in

Zukunft die Flowcytometrie zur Analyse von Mikropartikeln eingesetzt werden.

Um den Effekt von Pluronic® auf die Kopplungseffizienz noch besser charakterisieren zu
kénnen, wére es in weiterer Folge sinnvoll, auch die unspezifische Bindung aller Liganden
bei den diversen Konzentrationen zu testen. Dadurch kann analysiert werden, ob Pluronic®
die Affinitat der Liganden zu den Partikeln verandert. Dieser Effekt konnte zusatzlich zur
sterischen Behinderung der Zuganglichkeit der aktivierten Carboxylgruppen die
Kopplungseigenschaften beeinflussen. Da jedoch jeder Ligand unterschiedlich hydrophil ist,
wird auch bei allen Liganden eine mehr oder weniger starke Anlagerung von Pluronic® und
somit unterschiedlich starke Ver&nderung auftreten.

Zuséatzlich ware eine weitere interessante Analyse die Messung des Zetapotentials der
Partikel. Bei der Adsorption von Pluronic® an die Partikeloberfliche kommt es zu einer
messbaren Verdnderung. Im Allgemeinen nimmt der gemessene Zetapotentialwert mit
zunehmender Schichtdicke ab [11]. Dazu kénnen jene Partikel benutzt werden, die nach der
Zentrifugation mit dem Uberstand von nicht gut zusammenhingenden Pellets entfernt
werden. Da diese Partikel so klein sind, dass sie trotz hoher Zentrifugationsgeschwindigkeit
nicht ausreichend sedimentiert werden, sind sie auch gerade noch fir die Messung des
Zetapotentials geeignet.

Zuletzt ware es sinnvoll, weitere Kopplungen durchzufiihren, um die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse auch im groRen Versuchsansatz zu sichern. Vielleicht kdnnen Ausrei3er noch

besser vermieden werden.
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45 Verwendung von Aceton zur Wiedergewinnung von PLGA

Wie im Abschnitt 4.2.1.1 erwahnt, ist der Prozess des Sprihtrocknens mit sehr grof3en
Verlusten an PLGA verbunden, da sich die noch nicht vollstdndig getrockneten Partikel im
gesamten Gerét ablagern und aneinander kleben. Ein Vorschlag, um diesen Vorgang
Okonomischer zu gestalten, ist, das abgelagerte PLGA aus dem Sprihtrockner mit Hilfe von
Aceton abzulésen und das PLGA durch das Abdampfen des Lsungsmittels am Rotavapor
wiederzugewinnen. In diesem Abschnitt wird erklart, welche Eigenheiten aus diesem

Prozess hervorgehen.

45.1 Riuckgewinnung des PLGA

Vor allem im Sprihzylinder lagert sich viel PLGA ab, das nicht mit Hilfe eines Zellschabers
oder Spatels herausgekratzt werden kann, da es eine klebrige Schicht bildet, die die
gesamte Oberflache Uberzieht. Auch im Zyklon befindet sich PLGA an der Wand, das nicht
gut zuganglich ist. Daher sind diese beiden Geratebauteile besonders interessant, um PLGA
rickzugewinnen. Sie werden grindlich mit Aceton gespult, und die Ldsung in einem
Rundkolben gesammelt. Am Rotavapor wird nun das Aceton eingedampft, um PLGA
rickzugewinnen. Dabei bildet sich eine Struktur aus feinen PLGA-Faden und —Schichten, die
an Spinnennetze erinnern. Darlber bildet sich eine PLGA-Haut, die mdglicherweise fir
Aceton im unteren Bereich des Kolbens nur schlecht durchlassig ist, da auch lange nachdem
kein Ldsungsmittel mehr zu sehen ist der Geruch von Aceton vorhanden bleibt. Die
Schichten kénnen mit einem Spatel zerstért und solange im Vakuum inkubiert werden, bis
kein Acetongeruch mehr zu bemerken ist. Das so gewonnene PLGA wurde nun zum

Spruhtrocknen wieder in Dichlormethan gelost.

45.2 Herstellung, Suspendierung und GréRRentrennung der Partikel

Die Herstellung der PLGA-Mikropartikel weist keinerlei Besonderheiten auf. Beim Versuch
der Suspendierung und GroRRentrennung hingegen tritt ein ungewohntes Verhalten auf: Bei
der Zentrifugation bei 400 rpm, die normalerweise zur Abtrennung zu grofRer Partikel und
groBerer Aggregate notig ist, sinken bereits alle Partikel in das Pellet ab, so dass im
Uberstand mit freiem Auge gar keine Tribung mehr wahrzunehmen ist. Das uniibliche
Absinken der Partikel kann zwei Ursachen haben: Wie bereits aus der
Rasterelektronenmikroskopie bekannt, handelt es sich bei den durch Spriihtrocknung
hergestellten PLGA-Partikeln um Hohlkugeln. Besitzen diese groRe Locher, so kann Wasser
eindringen und dadurch die Dichte der Partikel so stark erhohen, dass sie nicht im Uberstand

bleiben konnen. Alternativ kann es sich um Partikel mit besonders hoher Tendenz zur
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Aggregatbildung handeln, wodurch mehr Energie fir das Aufbrechen der Aggregate
erforderlich ist.
Es erfolgt daher eine alternative GréRentrennung nach folgendem Schema:
= Jede Probe wird dreimal direkt hintereinander 30 Sekunden mit dem Ultraschallstab
bei 72% Leistung behandelt. Da es sich dabei um eine deutlich grof3ere Belastung
handelt als Ublicherweise, muss auch hierbei eine entsprechende Kihlung im Eisbad
wéhrend der Behandlung stattfinden.
= AnschlieRend erfolgt wie Ublich eine Inkubation im Ultraschallbad bei 90% Leistung
fur 5 min mit entsprechender Kihlung.
= Nach einer Zentrifugation bei 300 rpm werden die Uberstande gesammelt und wie
gewohnt von zu kleinen Partikeln abgetrennt, indem bei 3200 rpm fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert wird.
Die Uberpriifung dieser Partikel mittels Flowcytometrie ergibt, dass etwa 35% der Partikel im
Bereich zwischen 1 und 3 pm liegen und nicht wie gewohnt mehr als mindestens 50%. Da
aufRerdem die Ausbeute deutlich geringer ist als sonst, wird diese Partikelcharge mit einer
weiteren aus einer neuen GrolRentrennung gemischt, wodurch eine deutlich gunstigere
Verteilung von 67% im gewldnschten Bereich erzielt wird. So wird die Suspension fir die

Kopplung von F-WGA benutzt.

45.3 Kovalente Kopplung von F-WGA

Wie fur einen Vorversuch ublich, wird ein Ansatz von 5 mg Partikel benutzt. Die zu diesem
Zeitpunkt dafir noch dbliche Menge an F-WGA ist 1,5 nmol. Jede Pluronic®-Konzentration,
also 0%, 0,01% und 0,1%, wird im vierfachen Ansatz untersucht. Bereits bei der Kopplung
zeigen die Proben ungewohntes Verhalten:

Die Partikel erscheinen deutlich orange, obwohl exakt die gleiche Menge an F-WGA
eingesetzt wurde wie auch in den Versuchen davor. Es scheint also mehr F-WGA an die
Partikel gebunden oder assoziiert zu sein. Auf3erdem sedimentieren die Partikel deutlich

rascher als normalerweise.

45.3.1 Charakterisierung

Flowcytometrie

Wie gewohnt wird die Fluoreszenz der Partikel von 1 pum bis 3 um zum Vergleich der
Kopplungseffizienz herangezogen. In Tabelle 14 sind die Ergebnisse dieser Kopplung zu
sehen. Als Vergleich ist auch eine Aaquivalente angefihrt, die unter den gleichen

Bedingungen, jedoch mit einer normalen Partikelsuspension durchgeftihrt wurde.
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Tabelle 14: Pluronic®-abhangige Kopplungseffizienz von F-WGA an PLGA-Partikel

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitéat Fluoreszenzintensitat

(PLGA-Partikel aus Aceton) |(normale Bedingungen)

0 70,38 38,6
0,01 70,35 23
0,1 61,30 17,6
90,00
S 80,00
‘»
+— 60,00 ==
c —&— Partikel aus
e 20,00 rickgewonnenem
o 40,00 PLGA )
0 30 00.\ —8-normale Partikel
o N
S 20,00 =
>
T 10,00
0,00 T T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Pluronic [%]

Abb. 53: Kopplungseffizienz von F-WGA in Abhangigkeit der Pluronic®-Konzentration, im Vergleich normale

Partikel und Partikel aus riickgewonnenem PGLA (Flowcytometrie)

Auffallig hierbei ist die etwa doppelt so hohe Fluoreszenzintensitat der Partikel im Vergleich
zu einer aquivalenten Kopplung. AuRerdem ist kein Unterschied in der Kopplungseffizienz
zwischen 0% und 0,01% Pluronic® zu erkennen, was maglicherweise auf einen Quench
schlieRen l&sst.

Da der einzige Unterschied in der Behandlung der Partikel darin liegt, dass jene, die aus
rickgewonnenem PLGA hergestellt sind mit deutlich mehr Ultraschall behandelt wurden,
kann es sein, dass die Partikel dadurch zwar nicht vollig zerstort, aber doch l6chrig oder
rissig geworden sind. Da die Inkubation mit F-WGA Uber Nacht erfolgt, kann es dabei in den
Hohlraum aufgenommen werden. Die Waschschritte dauern verhaltnismallig sehr kurz an
und koénnten nicht ausreichen, um alles eingedrungene F-WGA wieder zu entfernen.
Dadurch wirde in der Flowcytometrie erhdhte Fluoreszenz durch nicht kovalent gekoppeltes
F-WGA gemessen, die den Effekt von Pluronic® iberdeckt. Diese Vermutung soll Uiberpriift

werden, indem einige Proben mit Harnstoff behandelt werden.
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Inkubation mit 8 M Harnstoff

Aus den beiden Versuchen, deren Kopplungseffizienz in Abbildung 53 dargestellt ist, werden
jeweils zwei Proben mit 0% und 0,1% Pluronic® gewdhlt, um mit Harnstoff inkubiert zu
werden. Durch dieses Chaotrop werden alle nicht-kovalenten Bindungen zerstort und das
Protein wird durch ausreichend lange Inkubation aus den Partikeln gewaschen. Die
Uberstande dieser Partikel konnen fluorimetrisch und die Partikel selbst erneut mit
Flowcytometrie untersucht werden.
Die Inkubation mit 8 M Harnstoff wird wie folgt durchgefihrt:
= Je 200 pl Suspension werden bei 3500 rpm und 4°C 10 min zentrifugiert.
= Die Pellets werden in 200 pl 8 M Harnstoff resuspendiert und tGber Nacht end-over-
end geschuttelt.
= Am né&chsten Tag wird erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die
Uberstande werden zur Fluoreszenzmessung verwendet, die Pellets in 500 pl 20 mM
HEPES/ NaOH pH 7,4 resuspendiert und erneut zentrifugiert.
= Zuletzt werden die Partikel wieder in 200 pl Puffer aufgenommen und anschlieRend
flowcytometrisch analysiert.
Die Fluoreszenzintensitaten der Uberstiande nach der Inkubation mit Harnstoff sind in

Tabelle 15 zu sehen.

Tabelle 15: Fluoreszenzintensitat der Uberstande F-WGA gekoppelter PLGA-Partikel nach der
Inkubation mit 8 M Harnstoff

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitéat Fluoreszenzintensitat
(Uberstand von Partikeln aus |(normale Partikel)

rickgewonnenem PLGA)

0 17801 6301

0,1 44583 5822
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Abb. 54: Fluoreszenzintensitét des Uberstandes verschiedener F-WGA gekoppelter Partikel nach der Inkubation
mit 8 M Harnstoff

In Abbildung 54 ist zu erkennen, dass aus den Partikeln aus riickgewonnenem PLGA
deutlich mehr F-WGA herausgeltst werden kann als aus den normalen Partikeln. AuRerdem
scheint nur bei diesen Partikeln eine Pluronic®-Abhéngigkeit gegeben zu sein. Die
Vorstellung, dass mehr F-WGA unspezifisch gebunden ist, bestatigt sich durch diese
Analyse.

Das Ergebnis der erneuten Untersuchung der Partikel mittels Flowcytometrie ist in
Tabelle 16 aufgelistet.

Tabelle 16: Fluoreszenzintensitat F-WGA gekoppelter PLGA-Partikel nach der Behandlung mit
8 M Harnstoff

Pluronic® [%] |Partikel aus riickgewonnenem Normale Partikel
PLGA

Vor Harnstoff- Nach Harnstoff- | Vor Harnstoff- Nach Harnstoff-

Behandlung Behandlung Behandlung Behandlung

0 78,2 82,7 38,6 53,5

0,1 66,8 89 23 34
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Abb. 55: Fluoreszenzintensitat F-WGA gekoppelter Partikel vor und nach der Behandlung mit 8 M Harnstoff
(Flowcytometrie)

In Abbildung 55 sind die neuen Ergebnisse der Flowcytometrie in Relation zu jenen vor der
Behandlung mit Harnstoff dargestellt. Bei beiden Partikeltypen ist eine grol3ere Intensitat zu
erkennen. Wahrend die normalen Partikel jedoch genau die gleiche Kurve wie vor der
Harnstoffbehandlung zeigen, ist bei den Partikeln aus rickgewonnenem PLGA nun anstatt
einer Abnahme eine Zunahme der partikelgebundenen Fluoreszenzintensitit zu sehen.
Diese konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass bei der Probe mit 0,1% Pluronic® gentugend
F-WGA entfernt wurde, um einen verminderten Quench und somit hdhere Fluoreszenz
erreichen zu kénnen. Da bei 0% Pluronic® erfahrungsgemall mehr F-WGA koppelt, miisste
hier natirlich auch mehr F-WGA entfernt werden, um den Quenchbereich zu verlassen.

Auch wenn das Verhalten der Partikel nicht eindeutig zu interpretieren ist, kann dennoch mit
Sicherheit gesagt werden, dass sich Partikel, die aus PLGA produziert werden, das mit
Aceton aus dem Spriuhtrockner geldst wurde, mehr Ligand unspezifisch binden als dies

Ublicherweise der Fall ist.

Rasterelektronenmikroskopie

Um die Ursache fir das Verhalten dieser Partikel noch naher charakterisieren zu kénnen,
werden auch elektronenmikroskopische Bilder herangezogen. Reprasentative Ausschnitte

von F-WGA gekoppelten Partikeln ohne Pluronic® zeigen die Abbildungen 56 und 57.
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Abb. 56: F-WGA gekoppelte Partikel aus Abb. 57: F-WGA gekoppelte Partikel aus
rickgewonnenem PLGA (SEM) rickgewonnenem PLGA (SEM)

Wie in den Abbildung 56 und 57 zu sehen ist, weicht die Struktur dieser Partikel deutlich von
jener normaler F-WGA gekoppelter Partikel ab (siehe Abbildung 51 und 52). Die Partikel
weisen tatséchlich gréRere Dampfaustrittsliocher auf, in die F-WGA eindringen kann.
AuRBerdem sind die Partikel zu sehr grol3en Aggregaten verschmolzen, die nicht mehr
voneinander getrennt werden kénnen. Auch wenn dieses Phdnomen ebenfalls bei normalen
Partikeln auftritt, ist es in diesem Fall in einem unvergleichlich héheren Ausmali vorhanden.
Ein Grund dafir kann die um 18 Mal langere Behandlung mit dem Ultraschallstab sein,

wobei trotz intensiver Kihlung die Partikeloberflache stark angeschmolzen wird.

45.4 Diskussion und Ausblick

Diese Versuche zeigen, dass es nicht sinnvoll ist, PLGA mit Hilfe von Aceton aus dem
Spruhtrockner zu I6sen, obwohl dabei groRe Mengen zurtickgewonnen werden kénnen. Die
Analysen der Partikel mit Rasterelektronenmikroskopie in Kombination mit den
fluorimetrischen Versuchen nach der Inkubation mit Harnstoff zeigen, dass der Ligand F-
WGA in die hohlen Partikel eindringt, weil zahlreiche Locher an den Partikeloberflachen
vorhanden sind. Auch bei normalen PLGA-Partikeln sind Ldcher zu erkennen, jedoch in
weitaus geringerem Ausmalfi. Da Aceton sehr schwer vollstdndig abzudampfen ist, ist es
naheliegend, dass minimale L&sungsmittelreste wéahrend des Sprihtrocknens vorhanden
waren. Da Aceton einen hdéheren Siedepunkt als Dichlormethan hat [17], verdampft es auch
spater und kann dabei durch eine plétzliche Expansion gréRere Dampfaustrittsiocher in den
Partikeln erzeugen.

Es ist mit diesen Versuchen bewiesen, dass diese Partikel ein anderes Verhalten zeigen als
jene, die aus frischem oder nur durch Auskratzen riickgewonnenem PLGA hergestellt
werden. Entscheidend ist, dass dadurch keine sichere Moglichkeit der Quantifizierung der
Kopplungseffizienz existiert, weil eine groe Menge Ligand unspezifisch in Hohlraumen
gebunden ist. Daher ist es nicht moglich, diese Partikel zur Untersuchung von Unterschieden

in der Kopplung heranzuziehen.
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5 Zusammenfassung

Poly(D,L-laktid-co-glykolid) (PLGA)-Nano- und Mikropartikel sind vielversprechende Drug
Delivery Systeme, die mit einer groRen Bandbreite an Targetern kovalent gekoppelt und so
fur  zielgerichtete  Arzneiformen eingesetzt werden konnen. Die  wichtigste
Herstellungsmethode ist die Solvent Evaporation Technik, bei der groRe Mengen an
Stabilisator zugesetzt werden. Einer der meist verwendeten Stabilisatoren ist Pluronic® F68,
ein Block-Copolymer des Typs PEO-PPO-PEO, das bereits fur parenterale Anwendungen
zugelassen ist. Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Auswirkungen von Pluronic® F68
auf die kovalente Kopplung der drei unterschiedlich grofen Modellliganden FITC-
Immunglobulin G (F-1gG), F-Weizenkeimagglutinin (F-WGA) und F-Cadaverin.

Hilfsstofffreie Mikrospharen wurden durch Sprihtrocknung hergestellt und so fraktioniert,
dass Partikel mit einem mittleren Durchmesser von 1 bis 5 pm erhalten wurden. Mit Hilfe der
Carbodiimidmethode wurden die oben genannten Liganden an ihre Oberflache in
Abwesenheit und in Gegenwart von bis zu 5% Pluronic® gekoppelt. Die Charakterisierung
der Partikel erfolgte mit Laserdiffraktion und Flowcytometrie, der PLGA-Gehalt wurde mit
HPLC und die Ligandendichte mit Fluorimetrie ermittelt.

Pluronic® hat einen Einfluss auf den Verlust der Partikel wahrend der Modifikation. Die
groRten Verluste wurden ohne der Zugabe von Pluronic® beobachtet, die besten Ergebnisse
bei einer Konzentration von 0,5% des Stabilisators erzielt.

Die maximale Kopplungsrate wurde fir alle drei Liganden in der Abwesenheit des
Stabilisators erreicht. Bei niedrigen Pluronic®-Konzentrationen bis zu 0,1% kann eine starke
Abnahme der Kopplungseffizienz bei den grof3en Liganden F-IgG und F-WGA beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu tritt bei dem kleinen Liganden F-Cadaverin dieser Effekt nicht
auf. Bei Erhohung der Pluronic®-Konzentration tritt bei allen drei Liganden eine starke
Reduktion der Kopplungseffizienz auf. Bei F-WGA und F-Cadaverin wurde nur mehr die
Hélfte der maximalen Kopplung beobachtet werden, bei F-IgG sogar nur ein Drittel. Dieser
Effekt kann optimal mittels Flowcytometrie demonstriert werden, da sie die Analyse von
Partikeln in einer definierten GroRenordnung erlaubt. Die Ergebnisse sind daher von
Schwankungen in der GroRRenverteilung in der Partikelsuspension unabhangig.

Die Verwendung von Pluronic® als Stabilisator wéhrend der Immobilisierung von Liganden an
der Oberflache von PLGA-Partikeln flhrt einerseits zu einer Abnahme der
Kopplungseffizienz, andererseits aber zu einem deutlich geringerem Verlust an Partikeln.
Daher sollte eine mittlere Konzentration von 0,1% Pluronic® gewéahlt werden, um eine

ausreichende Kopplung mit minimalem Partikelverlust zu kombinieren.
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6 Abstract

Impact of Stabilizer Concentration on the Surface Functionalisation of Polystyren- and
PLGA-particles

Poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) nano- and microparticles are promising drug delivery
devices which can be covalently coupled with a wide array of targeters for site-specific
delivery. The most prominent method for preparation is the solvent evaporation technique
which requires the use of high amounts of stabilizer. One of the most frequently employed
stabilizers is Pluronic® F68, a block-copolymer of the type PEO-PPO-PEO, which is one of
the few authorized stabilizers for the parenteral administration route. The aim of this work
was the analysis of the influence of Pluronic® F68 on the covalent coupling of the three
model ligands of different molecular size namely FITC-immunoglobulin G (F-lgG), F-Wheat
Germ Agglutinin (F-WGA) and F-cadaverine.

Surfactant-free microspheres were produced via spray drying and fractionated to yield
particles with a mean diameter of 1 — 5 pm. Using the carbodiimide method the above
mentioned ligands were coupled to their surface in absence and in presence of up to 5 %
Pluronic®. The grafted particles were characterized in terms of size via laser diffraction and
flowcytometry, PLGA-content via HPLC as well as ligand density via fluorimetry.

The presence of Pluronic® has an impact on the loss of particles during modification. High
particle loss was observed without the addition of Pluronic®, the best results were achieved
at a concentration of 0,5% of the stabilizer.

Maximal coupling rate for all the three ligands was achieved in absence of the stabilizer. At
low Pluronic® concentrations up to 0.1% a strong decrease in the coupling efficiency was
observed for the large ligands F-WGA and F-IgG, whereas no effect was observed in case of
the small F-cadaverine. An increase in the Pluronic® concentration resulted in a strong
reduction of the coupling efficiency of all the three ligands. Only half of the maximum
coupling could be detected for F-WGA and F-cadaverine, for F-IgG even only one third. Flow
cytometry was the ideal method to demonstrate this effect as it allowed the analysis of
particles in a selected size range. The results were therefore independent of fluctuations in
particle size distribution within the suspension.

The use of Pluronic® as stabilizer during the immobilization of ligands on the surface of PLGA
particles led on the one hand to a decrease in the coupling efficiency, but on the other hand
to considerably lower loss of particles. Therefore an average concentration of 0.1% Pluronic®

should be chosen to combine sufficient coupling with minimum loss of patrticles.
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9 Anhang

A.1 Bestimmung geeigneter Ligandenkonzentrationen

A.1.1 Oberflachenkopplung an PLGA-Partikel

F-WGA

Tabelle 17: Oberflachenkopplung von F-WGA (1,5 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat

0 47,1

0,01 46,7

0,05 41,3

0,1 40,7

0,25 39,9

0,5 37,5

1 30,6

Tabelle 18: Oberflachenkopplung von F-WGA (1,5 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic® [%] |Fluoreszenzintensitat
Spezifische Bindung 0 46,4
0,01 64,5
0,025 38,9
0,05 19,1
0,1 16,9
0,5 19,3
1 20,3
5 15,5
Unspezifische Bindung 0 1,7
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Tabelle 19: Oberflachenkopplung von F-WGA (1,5 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic® [%]

Fluoreszenzintensitat
(Mittelwert)

Standardabweichung

Spezifische Bindung 0 69,37 6,68
0,01 69,10 24,48

0,025 68,10 12,90

0,05 66,10 10,36

0,075 74,93 1,96

0,1 74,90 2,51

0,25 72,53 7,81

0,5 23,13 8,43

1 64,43 12,98

5 58,83 4,79

Unspezifische Bindung 0 1,13 0,12
1,23 0,06

F-lgG

Tabelle 20: Oberflachenkopplung von F-IgG (1,5 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat
0 159,7
0,01 239,9
0,05 252,1
0,1 266,6
0,5 264,2
1 286,0

Tabelle 21: Oberflachenkopplung von F-IgG (0,15 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic” [%] |Fluoreszenzintensitat
Spezifische Bindung 0 77,6
0,01 96,4
0,1 87,2
Unspezifische Bindung 0 32,4
0,1 37,6
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Fluoresceinamin

Tabelle 22: Oberflachenkopplung von Fluoresceinamin (1,5 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat
Spezifische Bindung 0 0,9
0,01 1
0,05 1
0,1 0,8
0,5 0,7
1 0,8
Unspezifische Bindung 0 15
0,1 1,2
1 3,3

Tabelle 23: Oberflachenkopplung von Fluoresceinamin (30 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat | Standardabweichung
(Mittelwert)
Spezifische Bindung 0 3,20 0,14
0,01 3,40 0,42
0,025 2,87 0,23
0,05 3,00 0,00
0,1 2,53 0,12
0,5 1,83 0,06
1 2,43 0,42
5 1,70 0,10
Unspezifische 0 0,60 0,00
Bindung 1 0,57 0,06
F-Cadaverin

Tabelle 24: Oberflachenkopplung von F-Cadaverin (1,5 nmol, 0,15 nmol und 0,015 nmol) an PLGA-
Partikel, Argonlaser (Flowcytometrie) 1300 V

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat |Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat
(1,5 nmol F-Cadaverin) |(0,15 nmol F-Cadaverin) | (0,015 nmol F-Cadaverin)

0 7 0,8 1,3

0,01 55 13 0,8

1 2,1 0,7 0,6
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A.1.2 Oberflachenkopplung an Polystyren-Partikel

F-WGA

Tabelle 25: Oberflachenkopplung von F-WGA (0,75 nmol, 0,075 nmol und 0,0075 nmol) an 3 pm
Polystyren-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic® [%]

Fluoreszenzintensitat
(0,75 nmol F-WGA)

Fluoreszenzintensitat
(0,075 nmol F-WGA)

Fluoreszenzintensitat
(0,0075 nmol F-WGA)

0 177,9 37,9 6,9
0,01 53,1 21,3 6,8
1 46,7 13,7 5,5

F-lgG

Tabelle 26: Oberflachenkopplung von F-IgG (0,075 nmol) an 3 um Polystyren-Partikel
(Flowcytometrie)

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat
Spezifische Bindung 0 21,6
0,01 19,6
1 15
Unspezifische Bindung 0 12,6
11,4

Fluoresceinamin

Tabelle 27: Oberflachenkopplung von F-IgG (7,5 nmol) an 3 um Polystyren-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat
Spezifische Bindung 0 427
0,01 32,5
1 40,1
Unspezifische Bindung 0 3,8
3,2
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A.2 Kovalente Kopplung von F-WGA an Polystyren-Partikel

Tabelle 28: Oberflachenkopplung von F-WGA an 3 um Polystyren-Partikel in Prozent

Pluronic®[%] |Fluoreszenzintensitat |Fluoreszenzintensitat |Fluoreszenzintensitat
(Wiederholung 1) (Wiederholung 2) (Wiederholung 3)
0 100,00 100,00 100,00
0,01 85,76 85,82 103,68
0,025 101,38 75,48 99,13
0,05 92,80 79,09 92,21
0,1 107,50 92,91 102,38
0,5 105,97 84,01 76,62
1 122,51 109,86 76,41
5 73,92 60,70 75,32

A.3 Kovalente Kopplung von Liganden unterschiedlicher Grof3e an PLGA -

Partikel

F-WGA

Tabelle 29: Oberflachenkopplung von F-WGA (0,3 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic® [%]

Fluoreszenzintensitat
(Mittelwert)

Standardabweichung

Spezifische Bindung 0 26,08 1,24
0,01 23,45 1,13

0,025 19,08 2,16

0,05 19,50 0,07

0,1 22,48 2,65

0,5 16,40 0,78

1 17,73 0,60

5 13,70 0,64

Unspezifische Bindung 0 0,88 0,04
1 0,88 0,18
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F-lgG

Tabelle 30: Oberflachenkopplung von F-IgG (0,03 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic® [%]

Fluoreszenzintensitat
(Mittelwert)

Standardabweichung

Spezifische Bindung 0 19,07 1,66
0,01 19,95 0,78

0,025 19,07 1,74

0,05 17,16 1,04

0,1 16,62 0,44

0,5 11,53 0,60

1 9,29 1,46

5 6,63 0,55

Unspezifische Bindung 0 0,88 0,49
1 0,88 0,10

F-Cadaverin

Tabelle 31: Oberflachenkopplung von F-Cadaverin (1,5 nmol) an PLGA-Partikel (Flowcytometrie)

Pluronic® [%]

Fluoreszenzintensitat
(Mittelwert)

Standardabweichung

Spezifische Bindung 0 51,47 6,82
0,01 50,20 12,25

0,025 45,30 0,99

0,05 55,00 7,06

0,1 49,40 2,69

0,5 38,47 2,46

1 33,20 3,44

5 26,13 2,80

Unspezifische Bindung 0 12,10 0,70
1 11,77 0,51
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