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1 EINLEITUNG

Die Magnetresonanztomographie (MRT] wird seit Beginn der 80er Jahre in
der medizinischen Diagnostik zur Bildgebung am Menschen genutzt. Dank
der rasanten technologischen Entwicklung gehort MRT heute zu den routi-
nemalig verwendeten Verfahren fur die Diagnose tumoroser, entzindlicher
und traumatischer Erkrankungen.

Kontrastmittel werden in der Magnetresonanztomographie routinemafig
appliziert und liefern relevante Zusatzinformationen. Das extrazellulare
Kontrastmittel Magnevist® mit dem Wirkstoff Gadopentetat-Dimeglumin
hat die breiteste Zulassung und ist seit 1988 fur die klinische Diagnostik auf
dem Markt. Die kontrastverstarkende Wirkung wird Uber das paramagne-
tische Gadolinium vermittelt, das als Komplex mit Diethylentriaminpentaes-
sigsaure (DTPA] vorliegt.

Freies Gadolinium ist ein Kalziumkanalblocker und damit toxisch (1). Daher
muss Gadolinium fur die Anwendung als Diagnostikum von einem starken
und spezifischen Komplexliganden gebunden sein. Durch einen entspre-
chenden Komplexliganden wird gewahrleistet, dass das Zentralatom Gado-
linium nicht durch andere Metallionen ausgetauscht und somit freigesetzt
wird. DTPA hat sich hier als besonders geeignet erwiesen (2).
Niedermolekulare Kontrastmittel wie Gadopentetat-Dimeglumin eignen
sich aufgrund ihrer kurzen Verteilungshalbwertszeit zur Untersuchung von
extravaskularen Regionen, aber nicht besonders gut zur Darstellung des
Blutgefal3systems. Blood-Pool-Kontrastmittel sind hohermolekulare Ver-
bindungen, die nicht oder nur sehr langsam durch die Kapillarwande dif-
fundieren konnen. Sie ermaoglichen unter anderem die Detektion von Regi-
onen mit gestorter Kapillarbarriere wie etwa bei Tumoren, Infektionen oder
Blutungen. Daflr eignen sich insbesondere partikulare Kontrastmittel.
Eine weitere Gruppe von Nanopartikeln fir MRT sind die RES-spezifischen
Kontrastmittel. Da Nanopartikel nach i.v. Gabe von Zellen des retikuloen-
dothelialen Systems (RES] phagozytiert werden, kdnnen Unterschiede in
der Aufnahmerate unter anderem zur Charakterisierung von Leberlasionen
eingesetzt werden.

Ein Fokus bei der Entwicklung neuer Kontrastmittel fur die Magnetreso-
nanztomographie liegt daher auf partikularen Systemen. Dabel werden



vorwiegend Eisenoxid Nanopartikel eingesetzt, doch es wird nach Alter-
nativen gesucht. Paschkunova-Martic et al. haben erstmals Nanopartikel
aus Polystyrol mit Gadolinium markiert (12]. Diese sind allerdings nicht
bioabbaubar. In der pharmazeutischen Technologie besitzen Nanopartikel
zunehmende Bedeutung fur diagnostische ebenso wie fur therapeutische
Zwecke (3). Fir medizinische Anwendungen sollen sie nicht nur biokom-
patibel, sondern auch bioabbaubar sein.

Als Partikelmatrix eignet sich daher das von der FDA zugelassene syn-
thetische Polymer Poly(D,L-lactid-co-glycolid) (PLGA) besonders gut.
PLGA-Partikel konnen mit lipophilen und hydrophilen Substanzen beladen
werden. lhre Oberflache kann chemisch modifiziert werden, wodurch sie
fir verschiedenste Anwendungen funktionalisiert werden konnen (4).

Da Nanopartikel in der pharmazeutischen Technologie nicht nur fur
therapeutische, sondern zunehmend auch fur diagnostische Zwecke
eingesetzt werden, soll im Rahmen dieser Arbeit Gadolinium als DTPA-
Komplex in die Partikelmatrix aus biokompatiblem und bioabbaubarem
PLGA inkorporiert oder an der Partikeloberflache immobilisiert werden.
Ziel dieser Diplomarbeit ist die Herstellung und Charakterisierung von
Gadolinium markierten PLGA Nanospharen als ein neuartiges, bioabbau-
bares Kontrastmittel flr die Magnetresonanztomographie.
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2 GRUNDLAGEN
2.1 Magnetresonanztomographie

Die Kernspin- oder auch Magnetresonanztomographie [MRT) wird als
bildgebendes Verfahren in der medizinischen Diagnostik eingesetzt. Es
erlaubt eine Darstellung von Struktur und Funktion der Gewebe und Or-
gane im Kaorper.

Die physikalische Grundlage der MRT bildet die Kernspinresonanz (Nu-
clear Magnetic Resonance, NMR]. Zur Bildgebung werden die Kerne von
Wasserstoffatomen ('H) verwendet. Die Methode beruht auf einer elektro-
magnetischen Anregung der Atome und der Messung der Signale, die die-
se erzeugen, wahrend sie wieder in den Grundzustand zuriickkehren (1).
Protonen besitzen neben ihrer positiven elektrischen Ladung einen Dreh-
impuls (Spin). Rotierende elektrische Ladungen verhalten sich wie kleine
Magnete. Sie werden von auf3eren Magnetfeldern und elektromagne-
tischen Wellen beeinflusst. In einem starken statischen Magnetfeld wer-
den sie parallel zum Feld ausgerichtet. Ein zusatzlich angelegtes, hoch-
frequentes Wechselfeld bewirkt eine Auslenkung der Rotationsachse aus
der Richtung des statischen Magnetfelds. In der Folge kommt es zu einer
Prazessionsbewegung. Dabei rotiert die Achse des Spins um die Feld-
richtung des statischen Magnetfelds. Alle angeregten Kernspins rotieren
mit derselben Frequenz, und die Magnetvektoren der einzelnen Spins
werden addiert. Die rotierende Magnetisierung wirkt wie ein elektrischer
Generator und induziert in der Empfangsspule eine Wechselspannung,
die als MR-Signal gemessen wird. Nach Abschalten des hochfrequenten
Wechselfeldes klingt die Magnetisierung ab und der stabile Ausgangs-
zustand wird wieder erreicht. Fur dieses Abklingen des MR-Signals sind
zwei voneinander unabhangige Vorgange verantwortlich, die Spin-Git-
ter-Wechselwirkung und die Spin-Spin-Wechselwirkung. Bei der Spin-
Gitter-Wechselwirkung, die auch als T1-Relaxation oder Longitudinale
Relaxation bezeichnet wird, wird Energie an die Umgebung (das ..Gitter")
abgegeben. Die dafiir notige Zeit (T1-Zeit) ist abhangig von der inneren
Bewegung der Molektle und der Starke des auferen Magnetfeldes. Sie
gibt an, wie schnell sich die Spins von einer Anregung erholen und wieder
anregbar werden. Bei der Spin-Spin-Wechselwirkung, auch T2-Relaxation
oder Transversale Relaxation, geht die Magnetisierung durch Energieaus-
tausch der Spins untereinander verloren. Die T2-Zeit gibt an, wie rasch
das MR-Signal nach einer Anregung abklingt. T1- und T2-Relaxation
laufen gleichzeitig ab. Tatsachlich zerfallt das MR-Signal aufgrund der
T2-Relaxation lange bevor der Grundzustand durch die T1-Relaxation



vollstandig wiederhergestellt ist.

Der Bildkontrast im MR-Bild hangt im Wesentlichen von drei Parame-
tern ab, der Protonendichte, also der Zahl anregbarer Spins pro Volu-
meneinheit, sowie der T1- und der T2-Zeit. Diese unterscheiden sich

fur verschiedene Gewebe sehr stark und bestimmen deren Helligkeit im
MR-Bild. Bei einer Messung wird je nach Fragestellung einer dieser Pa-
rameter betont. Dadurch ist es in manchen Fallen bereits ohne Kontrast-
mittel moglich, Gewebe voneinander abzugrenzen. Haufig werden jedoch
Kontrastmittel benotigt, um die Signalintensitatsdifferenz zweier Gewebe
und somit den Bildkontrast zu erhohen.

2.2 MR-Kontrastmittel

MR-Kontrastmittel sind Arzneimittel, die durch Kontrastanhebung zur Er-
hohung der Sensitivitat und Spezifitat eingesetzt werden. Zusatzlich kann
durch ihre pharmakokinetischen Eigenschaften eine funktionelle Informa-
tion gewonnen werden.

Sie verandern die Eigenschaften der Gewebe entweder direkt durch Ver-
anderung der Protonendichte oder indirekt durch Veranderung des loka-
len Magnetfeldes und damit der T1- und T2-Zeiten (1).

Die meisten klinisch verwendeten MR-Kontrastmittel sind Lésungen
paramagnetischer Metallionen, wie etwa Gadolinium oder Mangan sowie
Eisenoxide. Paramagnetische Substanzen besitzen aufgrund von unge-
paarten Elektronen in den auf3eren Orbitalen oder ungepaarten Nukle-
onen ein magnetisches Moment. In einem auf3eren Magnetfeld richten
sich diese wie die Protonen aus. Das dreiwertige Gadolinium (Gd*] verfiigt
Uber sieben einzeln besetzte Elektronenorbitale und gehort daher zu den
starksten paramagnetischen Vertretern.

Bei der MRT sieht man nicht die Kontrastmittel selbst, sondern nur ihren
Einfluss auf die Relaxationseigenschaften der umgebenden Protonen.

Die T1- und T2-Relaxationszeiten werden verkirzt. Je kiirzer die Relaxa-
tionszeit ist, desto hoher ist die Relaxivitat und somit die Starke eines MR-
Kontrastmittels.

Die Relaxivitat wird einerseits durch Gerate- und Messparameter beein-
flusst, andererseits auch durch die Konzentration der paramagnetischen
Substanz. Die Dosis-Wirkungskurven sind allerdings nicht linear, sondern
weisen in Abhangigkeit von den Messbedingungen einen Peak mit optima-
ler Kontrastmittelkonzentration auf. Weiters entspricht die doppelte Rela-
xivitat nicht einer doppelt so hohen Signalstarke. In der Praxis fuhrt nicht
unbedingt die hochste Gadolinium Konzentration zum hochsten Signalan-
stieg. Ein weiterer Faktor, der die Relaxivitat eines MR-Kontrastmittels
beeinflusst, ist die Wasserzuganglichkeit. Je besser die Wechselwirkung
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mit den umliegenden Protonen erfolgen kann, desto mehr wird der Kon-
trast verstarkt.

Anhand der Pharmakokinetik konnen MR-Kontrastmittel in verschiedene
Gruppen unterteilt werden. Niedermolekulare wasserlosliche Verbin-
dungen, die sich nach i.v. Applikation vaskular und im interstitiellen Raum
verteilen, werden als extrazellulare Kontrastmittel bezeichnet. Dazu
gehoren die meisten der Gadolinium(I1l)-Komplexe, die heute klinisch
eingesetzt werden. Der wichtigste Vertreter ist Gadopentetat-Dimeglumin,
das 1988 unter dem Namen Magnevist® als erstes MR-Kontrastmittel
zugelassen wurde und nach wie vor zu den meistverwendeten Praparaten
zahlt.

Eine weitere Gruppe ist die der intravaskularen oder Blood-Pool-Kon-
trastmittel. Dabel handelt es sich vorwiegend um Makromolekiile oder
partikulare Systeme, die nicht oder nur langsam durch die Kapillarmem-
bran diffundieren. Sie werden fir die MR-Angiographie verwendet. Auf3er-
dem geben sie Aufschluss Uber Schadigungen der Kapillarbarriere wie
etwa bei Tumoren, Traumata, Blutungen oder Infektionen.

Bei den RES-spezifischen Kontrastmitteln handelt es sich ebenfalls um
partikulare Systeme. Diese werden von den Zellen des retikuloendothe-
lialen Systems phagozytiert. Veranderungen der Aufnahmerate konnen
unter anderem zur Diagnose von krankhaften Leberveranderungen he-
rangezogen werden.

Daruber hinaus gibt es hepatozyten- und lymphknotenspezifische Kon-
trastmittel, hyperpolarisierte Gase zur Darstellung der Lungenventilation
oder anderer Hohlkorper und gastrointestinale Kontrastmittel.

Bei der Entwicklung neuer MR-Kontrastmittel wird besonders intensiv an
gewebsspezifischen Systemen gearbeitet. Dabel sollen durch verschie-
dene Targeting-Strategien die Kontrastmittel ein bestimmtes Gewebe
markieren. So wurden etwa Folatrezeptor-spezifische Kontrastmittel zur
Darstellung Folatrezeptor-positiver Tumore hergestellt (5).

Im Allgemeinen sind die derzeit klinisch verwendeten Kontrastmittel gut
vertraglich. Bei den Gadolinium-haltigen Kontrastmitteln ist eine starke
und spezifische Komplexierung notig. Freies Gadolinium ware toxisch. Da
Gd?* praktisch denselben lonendurchmesser wie Ca?* besitzt, kann es an
Kalziumkanale binden und wirkt daher als Kalzium Antagonist. Dadurch
konnen Zellatmung, Muskelkontraktilitat und Blutgerinnung gestaort sein.
Starke Komplexbildner wie Diethylentriaminpentaessigsaure dianhydrid
(DTPABAJ, 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7,10-tetraessigsdure (DOTA)
oder Benzyloxypropionictetra-acetate (BOPTA) reduzieren die Freisetzung
von Gadolinium und somit toxische Nebenwirkungen auf ein Minimum.
Daneben sind die Komplexliganden auch fur die Verteilungseigenschaften
des Kontrastmittels verantwortlich.



2.3 Nanopartikel

Nanopartikel werden unterteilt in zwei morphologisch verschiedene
Typen, Nanokapseln und Nanospharen. Nanokapseln bestehen aus einer
Polymerhlle, die einen Kern aus einem anderen Material umschlief3t.
Nanospharen bilden eine durchgehende Polymermatrix, dber die der
Wirkstoff verteilt vorliegt (Abb. 1).

Nanosphére Nanokapsel

&

Wirkstoff Wirkstoff

Polymermatrix Polymermembran

Abb. 1 Schematische Darstellung der Nanopartikeltypen

Nanopartikel haben als zukunftstrachtige Arzneiformen in den letzten
Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. |hre pharmazeutische An-
wendung finden Nanopartikel vor allem in Drug Delivery Systemen. Diese
Systeme sollen den Wirkstoff wahrend seinem Transport zum Zielgewebe
schutzen, sich im Zielgewebe anreichern und die Freigabe des Wirkstoffes
mit einem kontrollierten Zeit-Dosis-Profil ermaoglichen.

Die Teilchen im Nanometerbereich kdnnen bei der Herstellung gezielt
mit neuen Eigenschaften und Funktionalitaten ausgestattet werden. Mit
Hilfe von Nanopartikeln konnen auch wasserunldsliche, chemisch labile
Wirkstoffe verarbeitet werden. Es konnen Zersetzungen vor Erreichen des
Zielortes, aber auch unerwinschte Anreicherungen in Geweben vermie-
den und somit Nebenwirkungen reduziert werden.

Die gezielte Pharmakotherapie mit Nanopartikeln ist abhangig von

der Partikelgrof3e, der Oberflachenladung und der Oberflachenmodifi-
kationen. Nanopartikel sind potentielle Tragersysteme fur bestimmte
Arzneistoffe wie Hormone, Antihypertensiva, Immunmodulatoren und
Tumortherapeutika (4). Desweiteren spielen sie eine wichtige Rolle bei
der Tumordiagnose (3). Bei der Entwicklung von Nanopartikeln fir the-
rapeutische und diagnostische Zwecke hat Poly(D,L-lactid-co-glycolid]
(PLGA] als biokompatible und biodegradierbare Matrix eine herausragende
Position.
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2.4 Poly(D,L-lactid-co-glycolid)

Poly(D,L-lactid-co-glycolid] ist ein von der Food and Drug Administration
zugelassenes Copolymer, welches haufig in Form von Implantaten und
resorbierbarem Nahtmaterial verwendet wird.

Als Tragermaterial fir Nanopartikel ist PLGA reizvoll, da es biokompatibel
und bioabbaubar ist. Akkumulationen und Immunantworten sind nicht

zu erwarten, da es im Korper hydrolisiert wird und dann in Form seiner
Monomerbausteine Milchsaure und Glykolsaure als endogene Stoffwech-
selprodukte vorliegt.

In vorliegender Arbeit wurde zur Partikelherstellung Resomer® RG 503 H
verwendet. Es besitzt eine endstandige Carboxylgruppe, die fur die Kopp-
lung mit verschiedenen Molekilen wie Markern, Wirkstoffen oder Targe-
tern zur Verfigung steht.

2.5 Poloxamer

Bei der Herstellung der PLGA Nanopartikel wurde Pluronic® Fé68 als Sta-
bilisator verwendet. Dabei handelt es sich um Poloxamer 188, ein Block-
copolymer der Poloxamer-Reihe. Poloxamere bestehen aus einem zen-
tralen hydrophoben Polyoxypropylenblock (PPO) und zwei endsténdigen
hydrophilen Polyoxyethylenblocken (PEQ) (Abb. 2).

oIy e
0] 0
n
il HSC m

m =30
n =75

Pluronic® Fé8 hat eine mittlere molare Masse von 8350 g/mol. Die hy-
drophilen Blocke bestehen aus 75 hydrophilen Ethylenoxid Einheiten, der
hydrophobe Block aus 30 Propylenoxid Einheiten (6).

Durch die Adsorption des Polymers an die Partikeloberflache konnen die
Oberflacheneigenschaften verandert werden. Der zentrale Polyoxypro-
pylenblock adsorbiert bevorzugt an der hydrophoben Partikeloberflache,
wohingegen die endstandigen Polyoxyethylenblocke ins wassrige Medium
ragen. So verhindern sie mechanisch eine Annaherung von Partikeln, und
es kommt zur sterischen Stabilisierung.

Abb. 2
Struktur von
Pluronic® F68
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Abb. 3
Ladungsverteilung
an der Partikel-
oberflache

2.6 Zetapotential

Das Zetapotential ist das elektrische Potential an der Abscherschicht
eines Partikels, der im elektrischen Feld wandert und dabei einen Teil sei-
ner lonenhulle abstreift. Liegt ein Partikel in Suspension vor, so erscheint
er insgesamt neutral. Allerdings ist das geladene Partikel umgeben von
einer Doppelschicht an Gegenionen, die die Ladung kompensiert und die
scheinbar neutrale Ladung erklart. Die Doppelschicht besteht aus ei-

ner inneren Schicht fest gebundener lonen, der Stern Schicht. An dieser
Schicht wiederum lagert sich eine diffuse Schicht weniger stark gebun-
dener lonen an (Abb. 3).

diffuse Schicht

Sternschicht

Wird nun ein elektrisches Feld angelegt, bewegen sich die Partikel und
die diffuse lonenschicht wird zum Teil abgeschert. In Folge bewegen sich
die Partikel mit konstanter Geschwindigkeit, was als elektrophoretische
Mobilitat bezeichnet wird.

Uber die Henry Gleichung l&sst sich das Zetapotential der Partikel errech-
nen (Abb. 4).
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3 2ezf(Ka)
=

Die Henry Gleichung besagt, dass das Zetapotential z abhangt von der
elektrophoretischen Mobilitat Ug, der Dielektrizitatskonstanten &, der Vis-
kositat n und der Henry Funktion f(Ka).

Die Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitat erfolgt in einer Ka-
pillarkuvette, die an jedem Ende eine Elektrode hat. Dort wird ein elek-
trisches Potential angelegt und die Partikel wandern zu der Elektrode mit
der jeweils gegensinnigen Ladung (Abb. 5).

Die Geschwindigkeit wird mittels Laser Doppler Velocimetry (LDV) ver-
messen. Es werden durch die Bewegung verursachte Frequenzverschie-
bungen des eingestrahlten Laserlichtes bestimmit.

Das Zetapotential lasst eine Einschatzung der physikalischen Stabilitat
der Suspension zu. Haben die Partikel in der Suspension ein stark nega-
tives oder stark positives Zetapotential, sorgt die Ladung fur eine Absto-
Bung der Partikel untereinander und eine Aggregation wird verhindert.
Bel einem Zetapotential positiver als +30 mV oder negativer als -30 mV
spricht man von einem stabilen System.

Elektrode .

Abb. 4
Henry Gleichung

Abb. 5
Kapillarkivette

"
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3 METHODEN
3.1 Herstellung von PLGA Nanospharen

Die PLGA Nanospharen wurden mittels Solvent Evaporation Technik hergestellt. 400 mg Po-
lymer Resomer® RG 503 H wurden in 2,0 g Ethylacetat, einem organischen und mit Wasser
nicht mischbaren Losungsmittel, geldst. Diese organische Phase wurde 50 Sekunden mit Hilfe
des Ultraschallstabes (Sonopuls HD 70, BANDELIN electronic, Berlin, Deutschland) in einer
duBeren wassrigen Phase emulgiert, welche aus 6 g einer 10 % (w/w) Pluronic® Fé8 Losung
bestand.

Diese Emulsion wurde in 100,0 g einer 1 % (w/w) wéssrigen Pluronic® F68 Lésung am Magne-
trihrer bei 600 rpm eine Stunde standig geriihrt. Durch das Rihren wurde die Diffusion des
flichtigen, organischen Losungsmittels der Emulsionstropfchen in die auf3ere wassrige Phase
unterstitzt. Das Losungsmittel verdunstet an der Grenzschicht zwischen Wasser und Luft.
Aufgrund der Unloslichkeit des Polymers in der wassrigen Phase wurde dieses ausgefallt und
es entstanden PLGA Nanospharen.

Eventuell verbleibendes Ethylacetat wurde am Rotationsverdampfer eine Stunde unter vermin-
dertem Druck bei Raumtemperatur entfernt. Schlief3lich wurde die Nanospharen Suspension
zur Entfernung zu groBer Aggregate filtriert (1,0 um Glassfiber Prefilter, Millipore).

Um auch hydrophile Wirkstoffe in Nanospharen einzubauen, wurde die Doppelemulsionstech-
nik, eine modifizierte Solvent Evaporation Technik, angewandt. In einer lipophilen Losung aus
400 mg PLGA in 2,0 g Ethylacetat wurden als innere wassrige Phase 400 pl Wirkstofflosung
bzw. Aqua destillata 60 Sekunden mit Hilfe eines Ultraschallstabes emulgiert. Die entstandene
w/o Emulsion wurde erneut in 6 ml einer 10 % (w/w) duBeren wéssrigen Pluronic® Fé8 Lésung
emulgiert, indem sie weitere 50 Sekunden beschallt wurde (Abb. 6). Die so entstandene w/o/w
Doppelemulsion wurde mit 100,0 g einer wassrigen 1 % (w/w) Pluronic® F68 Lésung vereinigt.
Die weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben.

Abb. 6
Schematische Dar-
stellung der Doppel-
emulsionstechnik

Wirkstoff- dussere Solvent
I6sung wassrige Phase Evaporation
AAARAAAA e
- [ oy o
. s Nanosphéren
o © ® ©
w/o- w/o/w
“““““ Emulsion Doppelemulsion

Polymer-
l6sung
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Abb. 7
Schematische Dar-
stellung eines
Diafiltrationssystems

3.2 Reinigung der Partikelsuspension
3.2.1 Diafiltration

Mit einem Diafiltrationssystem wurden tberschissige Tenside und Re-
agentien abgetrennt, die wahrend der Partikelmodifikation zugesetzt
wurden.

Dieses System bestand aus einer Vivaflow 50 Kassette (100000 MWCO PES,
Sartorius Stedim Biotech S.A., Aubagne, Frankreich) gekoppelt mit einer
Schlauchquetschpumpe (ISMATEC SA, Glattbrugg, Schweiz) (Abb. 7).

Filtrate vessel

Sample/diafiltration
reservoir (VFA006)

Flow restrictor

Hierbei fand unter einem Systemdruck von 2,5 bar eine Tangentialfiltra-
tion an einer Membran aus Polyethersulfon mit einer Ausschlussgrenze
von 100000 Dalton statt, die die Abtrennung niedermolekularer Stoffe und

die Aufkonzentrierung der Nanospharen Suspension ermaglichte.

In einem Waschzyklus wurde die Nanospharen Suspension mit dem doppelten Volumen an

0,1 % Pluronic® Fé8 verdiinnt und mittels Diafiltration auf ein Drittel eingeengt. Da Uber dieses
System die Abtrennung von niedermolekularen Stoffen nur bedingt maglich war, waren mehrere
Waschzyklen nétig. Die Dauer eines solchen Waschzyklus war abhangig vom abzutrennenden
Volumen, der Viskositat des Mediums, der Konzentration der Partikel in der Suspension, dem
Zustand der Membran und dem Systemdruck.

Die Reinigung der Partikelsuspension mittels Diafiltration ging einher mit oftmaligen Wiederho-
lungen der Waschzyklen. Deswegen dauerte es lange, bis der gewiinschte Wascheffekt vorhan-
den war. Obwohl verschiedene Schldauche getestet wurden, war es nicht zu verhindern, dass die
verwendeten Schlduche zum Teil geplatzt sind. Tygon Standard R-3607 Schlduche (ID: 2,79mm;
WALL: 0,86mm; purple/white) wiesen laut Herstellerinformation (ISMATEC SA, Glattbrugg,
Schweiz] bei 0 bar eine Lebensdauer von 35 Stunden auf, hingegen bei 0,7 bar 30 Stunden. Ty-
gon LFL Schlauche (ID: 2,06mm; WALL: 0,84mm; purple/purple) waren bei 0 bar mit 800 Stun-
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den und bei 0,7 bar mit 700 Stunden Lebensdauer deklariert. Da es fiir die Schlduche bei einer
Verwendung bei 2,5 bar keine Angaben des Herstellers iiber die Lebensdauer gab, wurden
sowohl Tygon Standard R-3607 als auch Tygon LFL, mit der langsten Lebensdauer, verwendet.
Unter den gegebenen Umstanden war kein Zusammenhang feststellbar zwischen der vom Her-
steller deklarierten Lebensdauer und der tatsachlichen Lebensdauer.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Reinigung der Partikelsuspension ausschlieBlich das
Diafiltrationssystem verwendet, es sollten aber alternative Reinigungsmethoden in Betracht
gezogen werden.

3.2.2 Gelfiltration

Die Gelfiltration ist ein saulenchromatographisches Verfahren, das Stoff-
gemische aufgrund ihrer Grof3e auftrennt. Kleine Molekle verweilen
langer in den Poren der stationaren Phase als grof3e Molekdle. Dies hat
zur Folge, dass grof3e Molekile zuerst eluiert werden, gefolgt von kleinen
Molekulen.

Die mit dem pordsen, hochvernetzten Dextran Sephadex™ gepackten PD-10 Trennsaulen (GE
Healthcare Europe GmbH, Minchen, Deutschland) erlauben diese Auftrennung. Der Trenn-
bereich von Sephadex™, einem modifiziertem Dextran, dessen Polysaccharidketten mit Epi-
chlorhydrin vernetzt sind, ist durch die Porengréfle festgelegt. Die Ausschlussgrenze gibt die
GroBe des kleinsten Molekiils an, das nicht in die Poren eindringen kann und liegt bei Sepha-
dex G-25 bei 5 kDa. So kann man niedermolekulare Substanzen von Molekilen mit einer Mole-
kilmasse Gber 5 kDa trennen.

3.3 PartikelgroBenbestimmung mittels DLS

Die dynamische Lichtstreuung (DLS), auch Photonen-Korrelations-
Spektroskopie ([PCS) genannt, wertet das an suspendierten Nanopartikeln
gestreute Licht eines Lasers aus.

Es kommt aufgrund der Brown’'schen Molekularbewegung zu Fluktua-
tionen der Streulichtintensitat. In sehr kurzen Zeitabstanden wird diese
Streulichtintensitat einer Probe vermessen und die Messwerte werden
miteinander korreliert. Charakteristisch fir die Brown'sche Moleku-
larbewegung ist, dass sich kleine Partikel schnell und grof3e Partikel
langsam bewegen. Dadurch entsteht eine definierte Korrelationsfunkti-
on aus der der Diffusionskoeffizient I der geldsten Molekile bestimmt
werden kann.

Das Verhaltnis zwischen der Grof3e eines Partikels und dessen Bewe-

gungsgeschwindigkeit wird in der Stokes-Einstein Gleichung beschrie-
ben (Abb. 8].
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Stokes-Einstein- =
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Der Diffusionskoeffizient D charakterisiert die Geschwindigkeit der dis-
pergierten Teilchen im Messmedium und ist die einzige variable Grofle. k
stellt die Boltzmann Konstante und T die absolute Temperatur dar. Uber
n fliet die dynamische Viskositat in die Gleichung ein. Somit lasst sich
unter der Annahme kugelformiger Teilchen der Radius r berechnen.

Die Grof3enverteilung, die auf der Korrelationsfunktion basiert, kann auf
drei Arten dargestellt werden. Um die unterschiedlichen Darstellungen
zu beschreiben, geht man von einer Suspension aus, in der sich gleich
viele Partikel von jeder Grof3e befinden.

Betrachtet man nun die Verteilung der Anzahl der Partikel, so wird man
Peaks erhalten, die alle gleich grof3 sind.

Die Darstellung der Verteilung des Volumens der Partikel hingegen
ergibt, dass kleine Partikel kleine Peaks liefern, wahrend grof3e Partikel
im Verhaltnis sehr grof3e Peaks ergeben. Dies resultiert aus der Volu-
mensberechnung der Partikel (Abb. 9).

Abb. 9 4 3
Berechnung des 3
Volumens

Die dritte Darstellungsmoglichkeit basiert auf der Verteilung der In-
tensitat. Auch hier liefern kleine Partikel kleine Peaks und somit eine
geringe Intensitat. Grof3e Partikel ergeben sehr viel grof3ere Peaks. Die-
sem Effekt liegt die Rayleigh-Streuung zugrunde, welche besagt, dass
die Intensitat der Streuung an einem Partikel proportional zur sechsten
Potenz des Radius ist (Abb. 10].
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In der vorliegenden Arbeit wurde als Methode zur Darstellung der Parti-
kelgrof3e die Verteilung des Volumens gewahlt.
Die Grof3en und Grofenverteilungen der Partikel wurde am Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Gro3britannien]) mit UV
Kivetten aus Polymethylmethacrylat (Barloworld Scientific Ltd. Stone
Staffordshire, GroB3britannien) bestimmt.
Der Polydispersitatsindex gibt die Breite der Grof3enverteilung an und
wurde bei der Vermessung der Partikelgrof3e mitbestimmt. Liegt der Po-
lydispersitatsindex zwischen 0,03 und 0,06, so bezeichnet man die Dis-
persion monodispers. Wohingegen bei Werten zwischen 0,10 und 0,20
eine enge Verteilung und bei Werten zwischen 0,25 und 0,50 eine breite
Verteilung zugrunde liegt. Als nicht auswertbare Ergebnisse werden
Polydispersitatsindizes tber 0,05 angesehen (7).

I:Iu

3.4 Bestimmung des Zetapotentials

Das Zetapotential eines bewegten Partikels in einer Suspension ist das
elektrische Potential an der Abscherschicht. Die elektrophoretische Mobi-
litat wurde bestimmt, und Uber die Henry Gleichung wurde schlief3lich das
Zetapotential ermittelt.

Die Messung des Zetapotentials wurde zur Charakterisierung der Mo-
difikation der Oberflachenstruktur der PLGA Nanospharen eingesetzt.
Anhand des Zetapotentials kann die physikalische Stabilitat der Suspen-
sion eingeschatzt werden. Hierfir wurde die Nanospharen Suspension
zwischen den Modifikationsschritten bei 25°C in Kapillarkivetten am
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, GrofB3britannien)
bestimmt. Die lonenkonzentration der Suspension, die sich in der Leit-
fahigkeitsbestimmung zeigt, beeinflusst das Zetapotential erheblich und
wurde durch entsprechende Verdinnungsreihen minimiert.

Abb. 10
Intensitat unpolari-
sierten Lichts
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3.5 Bestimmung der Partikelausbeute

Zur Bestimmung der Partikelausbeute nach der Oberflachenmodifikation
wurden Aliquote der Partikelsuspension lyophilisiert und der Trocken-
rickstand ausgewogen. Dieser enthielt die Nanopartikel und die im Dis-
persionmedium gelosten Substanzen. Dabei war vor allem der Stabilisa-
tor Pluronic in relevanten Mengen vorhanden. Da den Waschlosungen je
nach Protokoll 0,1 % bzw. 0,01 % Pluronic zugesetzt worden waren, wurde
die entsprechende Masse von der Auswaage abgezogen.

500 bzw. 1000 pl Probe wurden in ein vorher abgewogenes 2 ml Eppendorf Gefaf3 pipettiert

und das Gesamtgewicht von Gefa3 und Probe bestimmt. Die Lyophilisation erfolgte in einer
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode,
Deutschland). Die Probe wurde eine halbe Stunde vor Beginn der Haupttrocknung bei -80°C
eingefroren. Es folgte jeweils eine zwolfstiindige Haupttrocknung bei -30 °C, um das gefrorene
Wasser durch Sublimation zu entfernen, und eine Nachtrocknung bei -55°C zur Entfernung des
kapillar und molekular gebundenen Wassers.

Nach 24 Stunden Lyophilisation wurde nach Erlangen der Raumtemperatur der trockene Riick-
stand abgewogen. Unter Bericksichtigung der Masse des leeren Gefaf3es und des Pluronican-
teils wurde die Ausbeute an Partikeln bestimmt.

3.6 Gadolinium Quantifizierung mittels ICP-OES

Die Gadolinium Konzentration wurde mittels ICP-OES (Inductively Cou-
pled Plasma Optical Emission Spectrometry) gemessen. Dieses emissi-
onsspektroskopische Verfahren eignet sich zur quantitativen Bestimmung
von Elementen. Das zu analysierende Gadolinium wird als flussige Probe
Uber einen Zerstauber einem Argon Plasma zugefihrt. Die Atome werden
dadurch angeregt und bei der Ruckkehr vom energetisch hoheren Zu-
stand zu einem energetisch niedrigeren Zustand wird elektromagnetische
Strahlung emittiert, die zur Identifikation des Gadoliniums herangezogen

wird. Die Intensitaten dienen als Mal3 fur die Konzentration.

Zur Probenvorbereitung wurden 2 ml PLGA Nanospharensuspension lyophilisiert, und nach Zu-
satz von 3 ml 65 % HNO, unter dem Abzug zur Trockene gebracht. Der Trockenriickstand wurde
in 2,5 ml 6 M HNO, aufgenommen und mit Aqua bidestillata auf 25,0 ml aufgefillt. Nach dieser
sauren Hydrolyse des Polymers befanden sich die Gadolinium lonen in salpetersaurer Losung.
Vermessen wurden die Proben in einem Optima 5300DV (Perkin Elmer Vertriebs GmbH, Wien,
Osterreich) auf mehreren Linien, zur Auswertung wurde 342.245 im radialen Blickwinkel heran-
gezogen. Es wurden jeweils drei Messungen durchgefiihrt mit einer Dauer von 5-20 Sekunden,
die vom Gerat je nach Konzentration automatisch festgelegt wurde.
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3.7FT-IR

Um die einzelnen Kopplungsschritte der PLGA Modifikation zu charakteri-
sieren wurde die FT-IR eingesetzt. Die Fourier-Transformations-Infrarot-
Spektroskopie als Variante der IR-Spektroskopie findet ihre Anwendung

in der qualitativen und quantitativen Analytik organischer Verbindungen.
Computergestutzt wird hierbei die Fourier-Transformation durchgefihrt,
welche die gemessenen elektrischen Signale in ein IR-Spektrum umwan-
delt. Frequenzbereiche elektromagnetischer Wellen, die im Wellenlan-
genbereich zwischen 800 und 500 000 nm liegen werden von Molekdilen
absorbiert, wodurch Schwingungen und Rotationen der Molekule ange-
regt werden. Die auftretenden Absorptionen von IR-Strahlung sind cha-

rakteristisch fur die jeweilige Verbindung.

Die Messungen wurden auf dem Fourier-Transformations-Infrarot-Spektrometer Tensor 27
(Bruker Austria GmbH, Wien, Osterreich) durchgefihrt. Zur Messung wurde eine Bio-ATR Il Ein-
heit verwendet, die temperierbar ist und fir Messungen in wasserigem Medium geeignet ist.
Die ATR-Spektroskopie, die abgeschwachte Totalreflexion, ist eine Methode der IR-Spektrosko-
pie, bei der die Intensitat des reflektierten Lichtes gemessen wird und die Riickschliisse Uber
das absorbierende Medium zuldsst. Die Messung basiert auf einer dualen Kristalltechnologie,
der obere Kristall besteht aus Silizium wohingegen der untere, der nicht mit der Probe in Kon-
takt kommt aus Zinkselenid besteht. Die Spektren wurden mit einem Quecksilber-Cadmium-
Tellurid (MTC) Detektor aufgenommen.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Markierung von PLGA Nanospharen mit Gadolinium

Zur Beladung von PLGA Nanopartikeln mit Gadolinium wurden drei ver-
schiedene Ansatze verfolgt. Im ersten Ansatz wurde die Oberflache der
Nanospharen mit Gadolinium-Chelaten modifiziert, im zweiten wurden
Gadolinium-Komplexe in Partikel aus unmodifiziertem PLGA eingebaut
und im dritten Ansatz wurde Gadolinium in Partikel aus DTPA-modifi-
ziertem PLGA eingebaut.

Zwischen den einzelnen Kopplungsschritten wurden Zetapotential, Par-
tikelgrof3e und Polydispersitatsindex bestimmt, um Informationen tber
Veranderungen der Oberflachenladung und der Stabilitat der Partikelsus-
pension zu erhalten. Im Anschluss wurde die Partikelausbeute bestimmt
und die Gadolinium-Beladung wurde mittels ICP-OES quantifiziert.

4.1.1 Modifikation der Partikeloberflache mit Gadolinium-Chelaten

Die Modifikation der Partikeloberflache mit Gadolinium erfolgte in drei
Schritten. Zuerst wurde durch Carbodiimid-Kopplung von Ethylendiamin
bzw. Lysin an die PLGA-Carboxylgruppen an der Partikeloberflache eine
primare Aminogruppe eingefuhrt. Anschlieend wurde diese mit DTPA
gekoppelt. Zuletzt wurden die Partikel mit Gadolinium lonen beladen.

4.1.1.1 Schritt 1 - Kopplung mit Ethylendiamin bzw. Lysin

Die einzelnen Polymerketten des fur die Partikelherstellung verwendeten
PLGA-Typs Resomer® RG503H besitzen eine endstandige Carboxylgrup-
pe. Das negative Zetapotential der Partikel zeigt, dass sich viele Carboxyl-
gruppen an der Partikeloberflache befinden.

Carbodiimide werden zur Kopplung von Carboxylgruppen mit primaren
Aminen verwendet. Die Verknupfung erfolgt dabei tber Amidbindungen.
Fir die Reaktion im wassrigen Medium wird das wasserlésliche N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N “-ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDAC) verwen-
det. EDAC reagiert mit einer Carboxylgruppe zu einem aminreaktiven
O-Acylisoharnstoff-Zwischenprodukt. Trifft dieses nicht rasch genug auf
eine Aminogruppe, kommt es zur Hydrolyse und die unveranderte Carbo-
xylgruppe liegt wieder vor. In Gegenwart von N-Hydroxy-succinimid (NHS)
entsteht jedoch ein aminreaktiver stabiler NHS-Ester wodurch die Kopp-
lungseffizienz erhoht werden kann. [Abb. 11].
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Abb. 11
Schematische
Darstellung der
Aktivierung von PLGA
mit EDAC/NHS

Abb. 12
Schematische Dar-
stellung der Synthese
von Amino-PLGA

mit Hilfe von
Ethylendiamin
(2-Schritt-Reaktion)
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Zudem ist der NHS-Ester ausreichend stabil, um eine Zwei-Schritt-
Reaktion zu erlauben. Dabeil wird zuerst durch Inkubation der Carboxyl-
gruppen mit EDAC und NHS der NHS-Ester gebildet. Das pH-Optimum
dieser Reaktion liegt zwischen pH 4,7 und 6,0 (8). Nach Entfernen der
Uberschissigen Kopplungsreagentien und der ebenfalls wasserldslichen
Nebenprodukte wird in einem zweiten Schritt bei einem pH-Optimum im
neutralen bis basischen Bereich der Aktivester mit den Aminogruppen
des Kopplungspartners amidartig verknupft. Dadurch kann beim Vorhan-
densein von Carboxylgruppen und primaren Aminogruppen am selben
Molekul Quervernetzung weitgehend vermieden werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedene Protokolle entwickelt, die sich bei
der Carbodiimid-Kopplung hinsichtlich der Kopplungspartner und der verwendeten Reagentien
unterscheiden. Bei Protokoll A und B wurde Ethylendiamin an die Partikel gekoppelt (Abb. 12).
Hingegen bei Protokoll C wurde Lysin verwendet (Abb. 13).

MH
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Beide Liganden besitzen zwei primare Aminogruppen, von denen jeweils
eine an PLGA binden und die andere der Kopplung mit Diethylentriamin-
pentaessigsaure dianhydrid (DTPABA] zur Verfiigung stehen soll. Zusé&tz-
lich sollte durch Inkubation mit einem Uberschuss an Aminokomponente

Quervernetzung vermieden werden.

Bei Protokoll A und C wurden die Partikel zuerst mit EDAC und NHS inkubiert und erst nach Ent-
fernen der iberschiissigen Kopplungsreagentien wurde mit Ethylendiamin bzw. Lysin inkubiert.
Bei Protokoll B wurde in nur einem Schritt mit EDAC und Ethylendiamin inkubiert (Abb. 14).
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Abb. 13
Schematische Dar-
stellung der Synthese
von Amino-PLGA

mit Hilfe von Lysin
(2-Schritt-Reaktion)

Abb. 14
Schematische
Darstellung der
Synthese von
Amino-PLGA durch
EDAC/NHS-Aktivie-
rung und Kopplung
von Ethylendiamin
(1-Schritt-Reaktion)
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Tab. 1

Bei der Herstellung
von Amino-PLGA
Nanospharen ein-
gesetzte Pluronic
Konzentrationen

Dies war moglich, da Ethylendiamin keine Carboxylgruppen besitzt.
Weiters unterscheiden sich die einzelnen Chargen hinsichtlich der bei den Waschlésungen ein-
gesetzten Pluronic-Konzentrationen (Tab. 1).

Protokollnummer Probennummer Pluronic

Konzentration
(%)

A 1 0,1
A 14 0,01
B 2 0,1
B 16 0,01
C 3 0,1
C 15 0,01

4.1.1.1.1 Protokoll A-detaillierte Beschreibung

Pro Charge werden 60 g mittels Doppelemulsionstechnik hergestellter PLGA Nanospharen
Suspension (siehe Kapitel 3.1) eingesetzt. Zur Darstellung der NHS-Aktivester werden die Na-
nospharen in einem Erlenmeyerkolben mit 720 mg EDAC und 30 mg NHS bei Raumtemperatur
am Magnetrihrer bei 600 rpm zwei Stunden lang inkubiert.

Die Uberschissigen Kopplungsreagentien werden mittels Diafiltration entfernt. Dazu wird die
Suspension zundchst auf 20 ml konzentriert, danach mit 80 ml 20 mM Hepes/NaOH Puffer

pH 7,4 mit 0,1 % bzw. 0,01 % Pluronic verdiinnt und wieder auf 20 ml eingeengt.

Die gewaschenen Nanosphéaren werden in einem 50 ml Greiner Reaktionsgefaf3 mit einer
Losung aus 450 mg Ethylendiamin dihydrochlorid und 140 pl Ethylendiamin in 5,0 ml Aqua de-
stillata versetzt. Es wird ein groBer Uberschuss an Ethylendiamin eingesetzt, um zu verhindern,
dass ein Molekil Ethylendiamin mit zwei Aktivestern reagiert. Da Ethylendiamin basisch rea-
giert, wiirde das Reaktionsgemisch alkalisch und damit das Polymer hydrolysiert werden. Um
dies zu verhindern, wird eine Mischung aus Ethylendiamin und dem entsprechenden Hydrochlo-
rid eingesetzt. Die Kopplungsreaktion findet somit bei pH 7,4 statt und eine alkalische Hydrolyse
von PLGA wird vermieden. Die Suspension wird end-over-end tiber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach dem Einengen der Suspension auf 20 ml wird sie in finf Zyklen unter Zugabe von jeweils
40 ml 0,1 % bzw. 0,01 % Pluronic mittels Diafiltration gewaschen und zuletzt wieder auf 20 ml
eingeengt. Anschliefend werden die Amino-Nanospharen mit DTPA konjugiert.
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4.1.1.1.2 Protokoll B-detaillierte Beschreibung

Analog zu obigem Arbeitsprotokoll wird die Partikeloberflache modifiziert, mit dem Unterschied,
dass die Aktivierung mit EDAC und die Kopplung mit Ethylendiamin gleichzeitig stattfinden.

Zu 60 ml der mittels Doppelemulsionstechnik hergestellten PLGA Nanospharen Suspension
werden in einem Erlenmeyerkolben 720 mg EDAC zugegeben und fiinf Minuten bei Raumtempe-
ratur geriihrt (600 rpm). Im Anschluss wird eine Lésung von 450 mg Ethylendiamin dihydrochlo-
rid und 140 pl Ethylendiamin in 5 ml Aqua destillata zugesetzt und der pH-Wert kontrolliert. Er
betragt nach Zugabe der Reagentien etwa pH 7,4. AnschlieBend wird Uber Nacht bei Raumtem-
peratur gerihrt (600 rpm).

Die Reinigung der Partikelsuspension erfolgt wie bei Protokoll A durch Einengen auf 20 ml und
finf Waschzyklen mit jeweils 40 mL 0,1 % bzw. 0,01 % Pluronic. Abschlieend wird auf 20 ml
eingeengt.

4.1.1.1.3 Protokoll C-detaillierte Beschreibung

Die Nanospharen werden wie bei Protokoll A mit EDAC und NHS aktiviert und gewaschen. Statt
Ethylendiamin wird eine Lésung aus 600 mg Lysin HCLin 5 ml Aqua destillata eingesetzt. Die
weiteren Schritte erfolgen wie bei Protokoll A beschrieben.

4.1.1.2 Schritt 2 - Kopplung mit DTPA

Um den Komplexbildner DTPA an der Partikeloberflache zu immobilisieren, wurden die freien
primaren Aminogruppen mit Diethylentriaminpentaessigsédure dianhydrid (DTPABA) antspre-
chend dem folgendem Schema derivatisiert (Abb. 15].
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Abb. 15

Schematische Darstel-
lung der Derivatisier-
ung von Ethylendiamin
PLGA Nanosphéren
mit DTPABA
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Wurde bei der Carbodiimid-Kopplung Lysin als Reaktionspartner verwendet, so verlauft die
Kopplung mit DTPA ab wie in Abb. 16 dargestellt.

Abb. 16 a
Schematische Darstel- )J\ y
lung der Derivatisierung PLGA MH

von Lysin PLGA Nano-
spharen mit DTPABA

0
) 0
Hn WH

O\>~—~NH o, N
PLGA }J 022

Saureanhydride reagieren mit primaren Aminen unter Ausbildung ei-

ner kovalenten Bindung. Dafur missen die Aminogruppen undissoziiert
vorliegen, weshalb das pH-Optimum der Reaktion im alkalischen Bereich
liegt. Durch geringste Spuren von Wasser werden Saureanhydride hydro-
lysiert und die Carboxylgruppen freigesetzt. Die freien Carboxylgruppen
konnen nicht mehr mit den Aminogruppen zum Amid reagieren. Aufler-

dem sinkt der pH in den sauren Bereich.

Angelehnt an die Methode von Paschkunova-Martic et al. wurde ein grofer Uberschuss an
DTPABA eingesetzt [12). Dieses wurde in hoher Konzentration in wasserfreiem Dimethylsulfoxid
(DMSO0] suspendiert. Die Menge an DMSO wurde bewusst gering gehalten, da PLGA in DMSO
6slich ist und ein Auflosen der Nanospharen vermieden werden sollte. Unter standiger pH-
Kontrolle und heftigem Rihren wurde die Nanopartikelsuspension abwechselnd mit NaOH auf
etwa pH 9 gestellt und anschlieBend wurde in kleinen Portionen rasch DTPABA zugesetzt. Die
Nanopartikel sollten dem hohen pH-Wert nur moglichst kurz ausgesetzt werden.

In der Praxis wurde folgendermafien vorgegangen: Die durch Koppeln von Ethylendiamin bzw.
Lysin erhaltenen gewaschenen Aminonanosphéren (siehe Kapitel 4.1.1.1) werden in einem

50 ml Erlenmeyerkolben am Magnetrihrer bei Raumtemperatur heftig geriihrt. 90 mg DTPABA
wurden in 120 pl wasserfreiem DMSO suspendiert. Der pH-Wert der Nanospharen Suspensi-

on wird mit NaOH auf etwa pH 9 eingestellt. Unter Rihren wird abwechselnd 10 ul DTPABA-
Suspension zugegeben und der pH-Wert mit etwa 50 pl 1T M NaOH wieder auf pH 9 eingestellt.
Nach Zugabe der gesamten DTPABA-Menge wird der pH-Wert der Partikelsuspension auf 7,4
eingestellt. Nach weiteren 15 Minuten Rihren bei Raumtemperatur wird die Suspension mittels
Diafiltration zuerst auf 20 ml eingeengt und dann in finf Zyklen unter Zugabe von jeweils 40 ml
0,1 % bzw. 0,01 % Pluronic-Losung diafiltriert. Nach dem letzten Waschschritt werden die DTPA
Nanospharen wieder auf 20 ml eingeengt.
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4.1.1.3 Schritt 3 - Beladen der DTPA-Nanopartikel mit Gadolinium

Zum Beladen der DTPA- Nanospharen mit Gadolinium wurde eine Nitri-
loessigsauregadolinat-Lésung (Gd(NTA),Na, ) verwendet. Da DTPA eine
hohere Komplexaffinitat zu Gadolinium besitzt als NTA, wird Gadolinium
aus dem NTA Komplex freigesetzt und durch DTPA komplexiert.

Der Gadolinium Komplex kann bei Einsatz von Ethylendiamin-Nanopartikeln wie in Abb. 17, bei
Verwendung von Lysin-Nanopartikeln wie in Abb. 18 schematisch dargestellt werden.
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4.1.1.3.1 Herstellung der Gd(NTA),Na,-Ldsung

In Abwandlung der Methode von Paschkunova-Martic et al. 2005 wurde Gadoliniumoxid (Gd,0,)
in siedender Salzséure zum Gadoliniumchlorid (GdCL,) umgesetzt (12). Nach Zugabe von
Nitrilotriessigsaure-Trinatriumsalz (Na,NTA) und Einstellen des pH-Wertes auf 6,0 bildet sich
ein Gadolinium-NTA-Komplex (Gd(NTA),Na,).

2,10 g Gadoliniumoxid (Gd,0,) wurden in einem 100 ml-Rundkolben in 12 ml HCL 37 % suspen-
diert. Unter dem Abzug wurde das Reaktionsgemisch unter Rickflusskiihlung und standigem
Rihren in einem Silicondlbad zum Sieden erhitzt. Im Zuge der Umsetzung zum wasserldslichen
Gadoliniumchlorid [GdCl3] wurde die Losung klar. Anschlieend wurde das Heizbad entfernt,
und Uber den Kiihler wurden 50 ml Aqua bidestillata zugetropft. Die resultierende Lésung war
handwarm und klar. Nach Entfernen des Kiihlers wurde bei Raumtemperatur weitergerihrt.
AnschlieBend wurden 9,50 g (Na,NTA) zugegeben, wodurch es zu einer Triibung kam. Durch
Einstellen des pH-Wertes mit NaOH auf pH 6,0 wurde die Lésung klar. Zum Schluss wurde mit
Aqua bidestillata auf 100,0 ml aufgefillt.

Die resultierende Lésung enthalt 115,9 mMol/l Gadolinium. Dies entspricht 18,219 mg Gadolini-
um pro ml.
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4.1.1.3.2 Beladen der Nanopartikel mit Gadolinium

Die Gadolinium Beladung erfolgt durch Zugabe von 720 pl Gd(NTA),Na,-Ldsung zu den gewa-
schenen DTPA-Nanospharen (siehe Kapitel 4.1.1.2) und anschlieBender Inkubation (end-over-
end) bei Raumtemperatur Gber Nacht.

Um die Gadolinium-Nanospharen Suspension von iberschiissigen Reagentien zu reinigen,
wird sie wieder mittels Diafiltration zuerst auf 20 ml eingeengt, anschlieBend in sieben Zyklen
unter Zugabe von je 40 ml 0,1 % bzw. 0,01 % Pluronic-Losung gewaschen und zuletzt auf 20 ml
aufkonzentriert.

4.1.2 Gadolinium Einbau in Partikel aus unmodifiziertem PLGA

Gadolinium-Chelate wurden bei der Partikelherstellung mittels Doppelemulsionstechnik (si-
ehe Kapitel 3.1) in der PLGA Matrix eingebaut. Dazu wurden als innere wassrige Phase 400 pl
Gd(NTAJ,Na,-Ldsung (7,29 mg Gadolinium), 400 pl Magnevist® Injektionslésung (31,45 mg Ga-
dolinium]), oder 92,7 pl Magnevist® in 307,3 ul Aqua destillata (7,29 mg Gadolinium) eingesetzt.
Es wurden jeweils PLGA Partikel mit und ohne Zusatz von 10 % NaCl in der dufleren wassrigen
Phase hergestellt, um zu Uberprifen, ob die Einbaurate dadurch verandert wird. Die Reinigung
der Gadolinium-Nanospharen Suspension erfolgte mittels Diafiltration. Zunachst wurden 90 ml
Suspension auf 30 ml eingeengt und dann in sieben Zyklen unter Zugabe von jeweils 60 ml

0,1 % Pluronic-Ldsung diafiltriert. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Nanospharen Sus-
pension wieder auf 30 ml eingeengt.

4.1.3 Gadolinium Einbau in Partikel aus DTPA-modifiziertem PLGA

Neben der Immobilisierung von Gadolinium-Chelaten an der Oberflache und dem Einbau in un-
modifizierte PLGA Nanospharen wurde ein weiterer Ansatz verfolgt, bei dem der Komplexbildner
DTPA kovalent an die Carboxylgruppe des PLGA gebunden wurde. Anschliefend wurden aus dem
modifizierten Polymer mit Hilfe einer modifizierten Solvent Evaporation Technik (siehe Kapitel
3.1) Nanopartikel hergestellt. Die Komplexierung von Gadolinium erfolgte entweder durch Ver-
wendung von Gd(NTAJ,Na,-Ldsung als innere wassrige Phase bei der Partikelherstellung oder
durch nachtragliche Inkubation der Nanospharen aus DTPA-PLGA mit Gd(NTA),Na,-L6sung.

4.1.3.1 Herstellung von DTPA-modifiziertem PLGA (DTPA-PLGA)
4.1.3.1.1 Vorversuche

Um die Herstellung von modifiziertem PLGA zu gewahrleisten, muss ein
Losungsmittel flr die verwendeten Reagentien gefunden werden, das

einfach abtrennbar ist und somit keinen Einfluss auf die Herstellung der
Nanospharen hat. Im vorliegenden Fall ist ein derartiges Losungsmittel

sowohl fur PLGA als auch DTPABA notwendig.

Die Eignung von Aceton, Dioxan, Dimethylsulfoxid (DMSQ) und Tetrahydrofuran (THF) wird an-
hand der Loslichkeit von 10 mg DTPABA bzw. 10 mg PLGA in 4 ml des jeweiligen Losungsmittels
untersucht.
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Weiters wird untersucht, ob die beiden Substanzen durch Zugabe von Ether wieder ausfallbar
sind, und somit ein einfacher Trennungsschritt durch Fallung maoglich ist. Da das Polymer aus
einer Ldsung von 10 mg PLGA in 100 pl Lésungsmittel mit einem fiinffachen Uberschuss an
Ether ausgefallt wurde, ist eine Abtrennung durch Fallung maglich (Tab. 2).

Losungsmittel PLGA DTPABA Siedepunkt Tab. 2
(ec) Loslichkeit von PLGA
und DTPABA in ver-
Aceton + - 56 schiedenen Ldsungs-
Dioxan + - 101 mitteln
DMSO + + 189
THF + - 65

+ oslich, Trennung mittels Fallungsreaktion mdglich
- nicht leslich

Die Loslichkeit betreffenden Vorversuche zeigten, dass DTPABA nur in
DMSO Lloslich ist. Frihere Versuche haben jedoch gezeigt, dass bei Anwe-
senheit, auch von Spuren an DMSO die Nanopartikelherstellung mittels
Solvent Evaporation Technik nicht maglich ist. DMSO als Losungsvermitt-
ler beeinflusst die Grenzflachen der Doppelemulsion bei der Partikelher-
stellung und es entstehen sehr kleine, instabile Partikel mit hohem Poly-

dispersitatsindex.

Zusatzlich schlieflen die Glaslibergangstemperatur von PLGA von ca. 40°C und der Siedepunkt
von DMSO bei 189°C das Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer aus. Daher
wurde versucht, DMSO durch Umkristallisieren zu entfernen.

Dazu wurden 400 mg PLGA in 4 ml DMSO geldst und anschlieend durch Zugabe von insgesamt
40 ml Ether unter Rihren ausgefallt. Die Losungsmittel wurden dekantiert und der restliche
Ether wurde im Rotationsverdampfer unter Vollvakuum bei Raumtemperatur entfernt (30 Min.).
Der Rickstand wurde in 8 ml Dichlormethan aufgenommen und im Scheidetrichter zehnmal mit
8 ml Wasser ausgeschittelt, da DMSO im Unterschied zu PLGA wasserldslich ist. Schliefilich
wurde nach Entfernung von Dichlormethan liber Nacht gefriergetrocknet, um Wasserspuren zu
entfernen.

AnschlieBend wurde aus einem Teil modifiziertem PLGA und einem Teil unmodifiziertem PLGA
mittels Doppelemulsionstechnik (siehe Kapitel 3.1) Nanopartikel hergestellt. Die anschlieBende
Bestimmung von GroBe (140 £ 8 nm, Pdl: 0,130) und Zetapotential (-22,1 £ 0,9 mV] zeigte &dhn-
liche Ergebnisse wie die Herstellung aus nicht vorbehandeltem PLGA.

Die Umkristallisation ist daher zur Abtrennung von DMSO geeignet. Aufgrund der Loslichkeit
von PLGA und DTPABA sowie der Méglichkeit zur Reinigung des Produkts mittels Fallung mit
Diethylether und Umkristallisation aus Dichlormethan wurden Dichlormethan und Dimethylsul-
foxid als Losungsmittel ausgewahlt.
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4.1.3.1.2 Darstellung von DTPA-PLGA

Zur Modifizierung des Polymers werden 1,0 g PLGA in 10 ml wasserfreiem Dichlormethan ge-
l6st. AnschlieBend werden mit wasserfreiem Dichlormethan eine 2,5 mg/ml NHS-Stammlosung
und eine 10 mg/ml Dicyclohexylcarbodiimid (DCC]-Stammlésung hergestellt.

2,65 ml der NHS-Stammldsung und 1,65 ml der DCC-Stammlésung werden dem gelosten PLGA
zugesetzt und drei Stunden unter Verwendung eines Trockenrohres mit wasserfreiem Calcium-
sulfat bei Raumtemperatur unter dem Abzug gerihrt. Das Reaktionsgemisch wird einer Losung
von 17,8 uL ED in 5 ml wasserfreiem Dichlormethan zugetropft und tiber Nacht unter Feuch-
tigkeitsausschluss bei Raumtemperatur gerihrt. Das Reaktionsprodukt wird mit 70 ml kaltem
Diethylether gefallt. Um die Ausfallung zu unterstiitzen, wird die Mischung drei Stunden bei 4°C
gelagert. Das Losungsmittelgemisch wird dekantiert, der Niederschlag mit wenig Diethylether
gewaschen und schlieflich unter Vollvakuum bei Raumtemperatur drei Stunden im Rotations-
verdampfer getrocknet. 350 mg des so entstandenen weiflen, schaumartigen ED-PLGA werden
mit einer Lésung aus 35 mg DTPA in 7 ml DMSO unter Feuchtigkeitsausschluss bei Raumtem-
peratur Gber Nacht gerihrt.

Nach langsamen zusetzen von 63 ml Diethylether unter Rithren wird das Reaktionsgemisch

bei 4°C lber Nacht gelagert und danach die fliissige Phase dekantiert. Der Riickstand wird mit
7 ml Diethylether gewaschen, dekantiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Vollvaku-
um eingedampft. Der Rickstand wird in 14 ml Dichlormethan aufgenommen und zehnmal mit
je 14 ml Aqua destillata im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Volumensverluste an organischer
Phase werden jeweils durch erneuten Zusatz von Dichlormethan kompensiert. Um das Produkt
zu trocknen wird zunachst am Rotationsverdampfer Dichlormethan entfernt (zwei Stunden,
Raumtemperatur, Vollvakuum) und dann tUber Nacht lyophilisiert, um das restliche Wasser zu
entfernen.

4.1.3.1.3 Charakterisierung von DTPA-PLGA mittels FT-IR

Von den Ausgangsprodukten PLGA, Ethylendiamin und DTPABA sowie
vom Zwischenprodukt ED-PLGA und dem Endprodukt DTPA-ED-PLGA
wurden mittels FT-IR Spektren aufgenommen. Zum Vergleich wurden
physikalische Mischungen der jeweiligen Reagentien analysiert. Auf diese
Weise sollte nachgewiesen werden, ob die Synthese erfolgreich war und

kovalente Bindungen entstanden sind.

Zur Probenvorbereitung wurden jeweils 1 mg bzw. 1 pl Substanz in 100 pl Aceton geldst.

Zuerst wurden Spektren von PLGA aufgenommen. Die Kopplung sollte an der endstandigen
Carboxylgruppe der verwendeten PLGA Resomer® RG 503 H erfolgen. Um die durch diese funk-
tionelle Gruppe verursachte Bande im Spektrum zu lokalisieren, wurde zum Vergleich ein Spek-
trum von Resomer® RG 503 aufgenommen. Die beiden PLGA Modifikationen unterscheiden sich
hinléanglich ihrer endstandigen Carboxylgruppe, die nur das Resomer® RG 503 H aufweist.
Weiters wird das Zwischenprodukt ED-PLGA sowie eine physikalische Mischung aquimolarer
Mengen an Resomer® RG 503 H und Ethylendiamin in Aceton gemessen.

Schlussendlich wurde DTPA-PLGA vermessen.

In Abb. 19 (siehe Anhang) ist ein Vergleich zwischen Resomer® RG 503 H, mit endstandiger
Carboxylgruppe und Resomer® RG 503, ohne endstandiger Carboxylgruppe zu sehen. Es ist
deutlich eine starke Carbonylbande v = 1766 cm™' (s, C=0) erkennbar. Bei v = 1561 cm™ ist eine
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schwache Bande sichtbar, die nur beim Polymer mit endstandigen Carboxylgruppe auftritt
(RG 503 H). Aufgrund der Komplexitdt des Polymers l&sst diese sich aber nicht eindeutig zu-
ordnen. Die strukturellen Unterschiede der Polymere sind im FT-IR nicht deutlich darstellbar.
Die freie Carboxylgruppe als Angriffspunkt fur die Derivatisierung ist somit im Spektrum nicht
eindeutig zu erkennen.

Abb. 20 (siehe Anhang) zeigt ein Spektrum einer dquimolaren, physikalischen Mischung aus
Resomer® RG 503 H und Ethylendiamin (PLGA+ED]Jund Ethylendiamin, das kovalent an Reso-
mer® RG 503 H gebunden ist ([PLGA-ED). Es soll untersucht werden, ob die Bindung zwischen
Resomer® RG 503 H und Ethylendiamin kovalenter Natur ist. Im Spektrum von ED-PLGA sind
die N-H Valenzschwingung v = 3415 cm™'(w, N-H) und die C-H Valenzschwingung v = 3003 cm"'’
(w, C-H] sichtbar. Im Spektrum der physikalischen Mischung aus Resomer® RG 503 H und
Ethylendiamin hingegen sind die Schwingungen der freien O-H Gruppen v = 1714 cm™ und der
endstandigen Aminogruppen v = 1769 cm-'erkennbar.

Abb. 21 (siehe Anhang) stellt DTPABA, Ethylendiamin kovalent gebunden an Reso-

mer® RG 503 H (PLGA-ED) und das Kopplungsprodukt aus beiden dar (PLGA-ED-DTPA). Es
sollten die ausgebildeten kovalenten Bindungen zwischen Ethylendiamin und DTPABA nachge-
wiesen werden (9).

Aufgrund der Komplexitat der derivatisierten Molekiile ist es jedoch nicht gelungen, die ein-
zelnen Kopplungsschritte der Polymermodifikation mittels FT-IR zu dokumentieren. Dies soll
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

4.1.3.2 Herstellung von Nanospharen aus DTPA-ED-PLGA

Unter Einsatz von 200 mg DTPA-ED-modifiziertem PLGA und 200 mg unmodifiziertem PLGA
werden Nanospharen nach Doppelemulsionstechnik (siehe Kapitel 3.1) hergestellt.

Die Gadolinium Beladung erfolgte auf zwei Wegen: einerseits wurden die PLGA Nanospharen
mit 720 ul Gd(NTAJ),Na, inkubiert (Probe 10). Hierzu wurden 20 ml der Nanospharen Suspension
bei Raumtemperatur tiber Nacht end-over-end in Bewegung gehalten.

Andererseits wurden bei der Herstellung der PLGA Nanospharen 400 ul Gd(NTAJ,Na, als innere
wassrige Phase eingesetzt (Probe 11).

Zur Reinigung der Gadolinium-Nanospharen wurde die Suspension mittels Diafiltration auf

20 ml eingeengt und in sechs Zyklen unter Zugabe von jeweils 40 ml 0,1 % Pluronic-Ldsung
diafiltriert. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Suspension wieder auf 20 ml eingeengt.

4.1.4 Inkubation von unmodifizierten PLGA Nanospharen
mit Gd(NTA),Na,

Zur Einschatzung der zumindest theoretischen Moglichkeit, dieses
Kontrastmittel auch durch freie Carboxylgruppen an der Oberflache zu
komplexieren, sollte der folgende Versuch dienen. Um dies aufzuklaren,
wurde die PLGA Nanospharen Suspension mit Gd(NTAJ,Na, bei zwei un-
terschiedlichen Inkubationszeiten durchgefiihrt. Bei Probe 12 ist ein Tag
inkubiert worden, drei Tage hingegen bei Probe 13.
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Es wurden PLGA Nanosphé&ren mittels Solvent Evaporation Technik hergestellt (siehe Kapitel
3.1) und 60 ml dieser Suspension durch Diafiltration in vier Zyklen gewaschen und auf 20 ml
eingeengt. Die verbleibende PLGA Nanosphéaren Suspension wird mit 720 ul Gd(NTAJ,Na, end-
over-end bei Raumtemperatur inkubiert. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten von 24
Stunden oder 72 Stunden wird die Nanospharen Suspension durch Diafiltration von iberschiis-
sigen Reagentien gereinigt. In sieben Zyklen wird unter Zugabe von je 40 ml 0,1 % Pluronic-
Losung gewaschen, und zuletzt auf 20 ml aufkonzentriert.

4.2 Zetapotential und Grofle

Die Messung des Zetapotentials wird zur Charakterisierung der Oberfla-
chenmodifikation der PLGA Nanospharen eingesetzt. Hierflr wird nach
dem jeweiligen Kopplungsschritt das Zetapotential als Mittelwert aus drei
Messergebnissen bestimmt, wobei jedes Messergebnis einen Mittelwert
aus 10 Einzelbestimmungen darstellt. Werte, die aufgrund zu geringer
Konzentration oder Agglomeration den Qualitatskriterien nicht entspre-
chen, werden auf3er Acht gelassen.

Die GroBenmessung basiert auf der dynamischen Lichtstreuung. Der
Polydispersitatsindex, der die Breite der Grof3enverteilung angibt, wird
aus den Messwerten automatisch errechnet. Analog zum Zetapotenti-
al wird zwischen den einzelnen Kopplungsschritten die Grof3e der PLGA
Nanospharen als Mittelwert aus drei Messergebnissen bestimmt, wobei
Jedes Messergebnis wieder aus 15 Einzelbestimmungen resultiert.

4.2.1 PLGA-Nanopartikel mit Gadolinium-Chelat modifizierter Oberflache
4.2.1.1 Zetapotential

Die Oberflachenladung der Partikel wird durch die Prasenz von lonen in
der Probe stark beeinflusst, da Gegenionen die Oberflachenladung der
Partikel umgeben. Ein Maf fir die lonenkonzentration der Probe ist die
Leitfahigkeit, die gleichzeitig bestimmt wird.

Die Oberflachenladungsdichte hat einen starken Einfluss auf das Zetapo-
tential. Um die tatsachlichen Zetapotentiale zu erfassen, sollte die Probe
grundsatzlich in einem ionenarmen Medium vorliegen. Um dies zu errei-
chen, kann die Suspension entweder vielfachen Waschzyklen unterworfen
werden oder die Partikelsuspension entsprechend verdinnt werden. Da
die zeitintensiven Waschzyklen die einzelnen Kopplungsschritte qualitativ
und quantitativ beeinflussen, wurden in der vorliegenden Arbeit Mess-
reihen mit verdinnten Partikelsuspensionen erstellt. Bel Verdinnungen
mit Aqua destillata konnen jedoch Instabilitaten auftreten, sobald die
sterische Stabilisierung zu gering ist. Um derartige Effekte zu umgehen
wurde mit einer 0,1 % Pluronic® F68 Losung verdinnt. Bei zu starker
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Verdinnung ist die Partikelkonzentration fur eine Messung jedoch nicht
mehr ausreichend.

Somit muss ein Kompromiss gefunden werden, der einerseits eine mog-
lichst genaue Aussage uber die Oberflachenladung liefert, andererseits
aber die Stabilitat der PLGA Nanospharen Suspension nicht gefahrdet.

Die Modifikation der Partikeloberflache wird anhand drei unterschiedlicher Herstellungsvor-
schriften (siehe Kapitel 4.1.1) vollzogen. Es wird fir jedes Protokoll eine Messreihe unmittelbar
nach jedem Kopplungsschritt erstellt (Probe 1, 2, 3), wobei durch Verdiinnen mit Aqua destillata
bzw. 0,1 % Pluronic® F68 die Leitfdhigkeit unter 0,05 mS/cm (Probe 1a, 2a, 3a) gesenkt wird.
Die Messergebnisse andern sich stark in Abhangigkeit der Leitfahigkeit (Tab. 3). Bei hoherer
Leitfahigkeit liegen mehr lonen vor, die die Oberflachenladung neutralisieren und dadurch zu
niedrigeren Zetapotentialen fihren.

Vor Beginn der Oberflachenmodifikation liegt das Zetapotential der Nanospharen Suspension
aufgrund der negativ geladenen Carboxylgruppen bei -26,5 + 0,4 mV.

Nach der Kopplung mit Ethylendiamin an den Aktivester ware theoretisch ein stark positives Ze-
tapotential zu erwarten. Eine Aminogruppe von ED bildet unter Abspaltung von NHS eine kova-
lente Bindung zu PLGA aus, wohingegen die zweite Aminogruppe frei vorliegt. Die gemessenen
Werte zeigen jedoch nur eine Tendenz zu weniger negativen Werten auf. Das Zetapotential sinkt
von -26,5+ 0,4 mV auf -20,9 £ 1,8 mV.

Wird anstelle von Ethylendiamin mit Lysin als Aminokomponente eingesetzt, ist eine Tendenz
zu neutralen Werten zu erwarten, da die Ladungen der freien Aminogruppe und der freien
Carboxylgruppe des Lysins sich gegenseitig aufheben sollten. Das Zetapotential sinkt von

-26,5 £ 0,4 mV auf -23,0 + 0,3 mV. Wie erwartet bewirkt im Vergleich zu ED-PLGA-Nanospharen
die zusatzliche Prasenz der freien Carboxylgruppen in Lysin-PLGA eine geringere Abnahme des
Zetapotentials.

Nach Kopplung mit DTPA ware ein stark negatives Zetapotential zu erwarten, da eine Carboxyl-
gruppe von DTPA an die Ethylendiamin-PLGA modifizierte Oberflache des Partikels bindet und
zusatzlich noch vier freie Carboxylgruppen vorliegen. Tatsachlich konnte ein starker negatives
Zetapotential zwischen -30,3 + 0,9 mV und -41,1 + 0,1 mV beobachtet werden.

Nach der Inkubation mit Gadolinium lag das Zetapotential zwischen -41,3 £ 1,9 mV und
-28,4+0,8 mV.

Aufgrund der Verdinnung konnten aussagekraftige Zetapotentiale ermittelt werden. Insgesamt
sind die Anderungen des Zetapotentials allerdings nicht so stark ausgepragt wie erwartet. Zu-
satzlich wurde die Leitfahigkeit bei allen Messungen relativ konstant (unter 0,05 mS/cm) gehal-
ten, es ist aber unmaglich, die Messungen bei exakt der gleichen Leitfahigkeit durchzufihren.
Anhand der Verdiinnungsreihen wird jedoch deutlich, welchen Einfluss geringste Anderungen
der Leitfahigkeit bewirken. Bei 0,149 mS/cm betragt das Zetapotential -28,9 + 1,1 mV, hingegen
bei 0,017 mS/cm wird ein Zetapotential von -41,3 + 1,9 mV beobachtet.
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Probe  Protokoll vor Modifikation nach Aminokomponente nach DTPA nach Gd
Zeta Leitfahigkeit Zeta Leitfahigkeit Zeta Leitfahigkeit Zeta Leitfahigkeit
Potential Potential Potential Potential
(mV) (mS/cm]) (mV) (mS/cm]) (mV) (mS/cm]) (mV) (mS/cm)
1 A -24,3+0,4  0,042+0,004 -8,0+0,5 0,532+0,010 -23,2+0,6  0,460+0,009 -28,9+1,1  0,149+0,001
1a Verdinnungsreihe A -26,5+0,4  0,018+0,002 -23,9+0,6  0,027+0,007 -30,3+0,9  0,025+0,006 -41,3¢1,9  0,017£0,004
2 B -24,3+0,4  0,042+0,004 -4,5+0,7 0,648+0,008 -17,7¢0,2  0,377+0,008 -18,840,2  0,164+0,002
2a Verdiinnungsreihe B -26,5+£0,4  0,018+0,002 -20,9+1,8  0,048+0,005 -41,1+0,1  0,024+0,005 -36,0¢1,4  0,026+0,005
3 [ -24,3+0,4  0,042+0,004 -17,8+¢0,2  0,195+0,001 -21,7¢0,5  0,440+0,008 -25,9+0,5  0,141+0,001
3a Verdiinnungsreihe C -26,5+0,4  0,018+0,002 -23,0£0,3  0,028+0,003 -32,8+0,1  0,032+0,006 -28,4¢0,8  0,026+0,008
Tab.3  Da die Charakterisierung der Kopplungsschritte bei der Oberflachenmodifikation von PLGA

Zetapotential und
Leitfahigkeit von
PLGA-Partikeln mit
Gadolinium-Chelat
modifizierter Ober-

flache

Nanospharen zwar tendenziell durch das Zetapotential bestatigt werden, aber die Messergeb-
nisse nicht sehr ausgepragt sind, ist die Erfassung zusatzlicher Parameter fiir eine erfolgreiche
Charakterisierung notig.

4.2.1.2 Grofe

Durch die Derivatisierung der Oberflache konnen sich Grof3e und Pdl der
Nanopartikel verandern. Durch Bindung niedermolekularer Liganden
wie ED und DTPA ist eine messbare Groflenanderung zwar nicht zu er-
warten, aber es kann zu Beeintrachtigungen der Stabilitat kommen, die
sich in einer Groflenzunahme und Erhohung des Pdl manifestiert.

Bei der Gréflenmessung mittels DLS muss der Gehalt an Pluronic® F68
bertcksichtigt werden (10). Der hydrophobe Molekiilteil von Pluro-

nic® F68 lagert sich an der Partikeloberflache an, wahrend die hydro-
philen Polyethylenoxidketten in das Dispersionsmedium hineinragen.
Die mechanische Barriere, die so entsteht besitzt eine Schichtdicke von
bis zu 7 nm (6). Zusétzlich zur direkten Anlagerung beeinflusst Pluro-
nic® F68 die Viskositat des Dispersionsmediums. Die Viskositat spielt
bei der GroBenmessung, die auf der dynamischen Lichtstreuung basiert
eine entscheidende Rolle, und bereits geringe Anderungen der Viskosi-
tit des Dispersionsmediums bewirken nennenswerte Anderungen bei
den Messergebnissen (10). Mit steigender Pluronic® F68 Konzentration
nimmt die Viskositat des Mediums zu und das Partikel scheint grof3er zu
sein, als es tatsachlich ist, da die Brown “sche Beweglichkeit behindert
wird.

Falls die Viskositat des Dispersionsmediums bekannt ist, kann diese
als Faktor bei der Auswertung bertcksichtigt werden. Da eine genaue
Viskositatsbestimmung wahrend der Messung nicht moglich war, wur-
de stattdessen durch Verdinnen mit Wasser versucht, den Einfluss

von Pluronic® F68 zu reduzieren. Allerdings muss auch hier auf die
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Stabilitat Rucksicht genommen werden, die unmittelbar von der Pluro-
nic® F68 Konzentration abhangig ist.

Aufgrund der eingesetzten Mengen bei der Herstellung mittels Doppelemulsionstechnik liegt
die Pluronic® Fé8 Konzentration direkt nach der Herstellung bei ca. 1,6 %. Im Verlauf des Deri-
vatisierungsprozesses nimmt die Pluronic® Fé8 Konzentration durch die Reinigung im Diafil-
trationssystem ab.

Bei der GroBenbestimmung wird der Einfluss der Modifikation der Partikeloberflache auf die
Volumensverteilung untersucht, wobei die Derivatisierung anhand von drei unterschiedlichen
Herstellungsvorschriften erfolgt. Fir jede Herstellungsvorschrift wird eine Messreihe, die
unmittelbar nach einem Kopplungsschritt erstellt wird, mit einer Messreihe verglichen, wo die
Proben 1:100 mit Aqua destillata verdiinnt werden (Tab. 4).

Probe Protokoll vor Modifikation nach Aminokomponente nach DTPA nach Gd
Grosse PDI Grosse PDI Grosse PDI Grosse PDI
(nm) (nm) (nm) (nm)
1 A 17742 0,127+0,006 162+1 0,120+0,024 168+6 0,113+0,013 163+3 0,136+0,019
1a Verdlinnungsreihe A 118+1 0,111+0,008 1134 0,130+0,011 1173 0,131+0,159 122+3 0,123+0,020
2 B 177+2 0,127+0,006 232+4 0,144+0,022 222+3 0,124+0,024 222+1 0,133+0,006
2a Verdiinnungsreihe B 118+1 0,111+0,008 1141 0,130+0,131 13244 0,128+0,021 1300 0,118+0,007
3 C 17742 0,127+0,006 181+7 0,138+0,005 168+2 0,144+0,008 123469 0,136+0,002
3a Verdiinnungsreihe C 11841 0,111+0,008 113+1 0,123+0,008 11422 0,118+0,006 11445 0,132+0,026
An dieser Stelle sollen nun stellvertretend die Messergebnisse nach Protokoll A erlautert Tab. 4
werden. Die Messreihe der unverdiinnten Proben zeigt, dass die PLGA Nanospharen vor Beginn ~ Volumensdurch-
der Modifikation eine Grofle von 177 + 2 nm bei einem Polydispersitatsindex von 0,127 + 0,006 Efé;?;::(?k:alx:
besitzen, bereits nach der Kopplung mit Ethylendiamin sinkt der Wert auf 162 £ 1 nm (Pdl: Gadolinium-Chelat
0,120 + 0,024) und bleibt in diesem Bereich. ?l“;cd':fe'z'erterOber'

Im Gegensatz dazu ergaben die Messungen der mit Aqua destillata verdiinnten Partikelsus-
pensionen und damit bei geringerer Viskositat vor Beginn der Derivatisierung eine Grof3e von
118 = 1 nm (PdI: 0,111 £ 0,008). Die Einfiihrung von Aminoethylresten an der Oberfléche durch
Kopplung mit ED fiihrt wie erwartet zu keiner Anderung der PartikelgroBe, wie der Messwert
von 113 £ 4 nm (Pdl: 0,130 + 0,011) zeigt.

Vergleicht man die Ergebnisse der GroBenmessung der unverdiinnten Proben mit den ver-
diinnten, so ist bei allen Messungen deutlich zu erkennen, welchen Einfluss die Pluronic® Fé8
Konzentration auf das Messergebnis hat. Die Abnahme der Gréf3e bei den unverdiinnten Proben
dirfte allein auf die Reduktion des Pluronic-Gehaltes durch Wasser zuriickzufiihren sein.

Der Polydispersitatsindex als Maf} fir die Verteilung der Partikelgrofle liegt zwischen 0,111 und
0,132. Somit ist die Stabilitat wahrend der Kopplung gewahrleistet und es treten keine Agglome-
rationen auf.

Die Messergebnisse belegen weiters, dass niedermolekulare Liganden an der Oberflache der
PLGA Nanopartikel, die durch die Kopplungsschritte immobilisiert werden, wie erwartet keine
GroBenanderung bewirken. Ware dies der Fall, wiirde sich die Grof3e der PLGA Nanopartikel an
der GrofBe der Kopplungsreagentien orientieren. Die Kopplungsreagentien spielen eine vernach-
lassigbare Rolle bei der Bestimmung der Grof3e der PLGA Nanopartikel.

Es ist somit gelungen, die Pluronic® F68 Konzentration fiir die GroBenmessung durch Verdin-
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Tab. 5

Zetapotential und
Volumensdurch-
messer von
Gadolinium beladenen
Nanopartikeln aus
nicht modifizertem
PLGA

nung soweit zu reduzieren, dass einerseits die Stabilitat gewahrt wurde, andererseits aber die
GroBenmessung der tatsachlichen Grofle der Partikel so nah wie méglich kommt. Umgekehrt
zeigen die GréBenbestimmungen innerhalb einer Reihe auch, dass die Pluronic® F68 Konzen-
tration durch zwischengeschaltete Reinigungsschritte abnimmt und sich schlieBlich einpendelt.

4.2.2 Gadolinium beladene Nanopartikel aus unmodifiziertem PLGA
4.2.2.1 Zetapotential

Die Zetapotential Werte von Probe 4-9 liegen im Bereich von -18,3 + 10,1 mV bei einer Leit-
fahigkeit von 0,0568 + 0,0067 mS/cm und bei -37,4 £ 1,7 mV bei einer Leitfdhigkeit von
0,0838 + 0,0026 mS/cm (Tab. 5).

Probe PLGA Nanospharen Gd eingesetzt  Gd-Beladung  nach Herstellung und Waschen

Zeta Potential Leitfahigkeit Grosse  Pdl

(ug Gd/mg
(mg) Partikel) (mV) (mS/cm) (nm)
4 + Magnevist 31,4 1,25 -26,4%0,5 0,0458+0,0006 12745 0,159+0,004
5 + Magnevist +NaCl 31,4 1,44 -37,1£0,6 0,0708+0,0013  149+11 0,127+0,011
6 + Gd-NTA 7,29 0,11 -30,11,8 0,0537+0,0065 1422 0,190+0,008
7 + Gd-NTA + NaCl 7,29 0,26 -37,7£1,3 0,0805+0,0033 1320 0,123+0,012
8 + Magnevist 7,29 1,05 -18,3+10,1 0,0568+0,0067 10743 0,175+0,001
dquimolar
9 + Magnevist 7,29 0,62 -37,41,7 0,0838+0,0026  126+4 0,152+0,005

aquimolar +NaCl

Die in Tabelle 5 angeflihrten Messergebnisse zeigen auch, dass der Zusatz von NaCl zu einem
deutlich negativeren Zetapotential trotz vergleichbarer Leitfahigkeit fiihrt.

Werden 31,4 mg Gadolinium bei der Herstellung der PLGA Nanospharen eingesetzt, so betragt
das Zetapotential -26,4 + 0,5 mV bis -37,1 + 1,3 mV. Setzt man 7,29 mg Gadolinium ein, so liegen
die Zetapotential Werte zwischen -18,3 + 10,1 mV und -37,4 + 1,7 mV. Somit kann eine direkte
Beeinflussung des Zetapotentials durch die eingesetzten Gadolinium Menge ausgeschlossen
werden.

AuBerdem scheint es keinen Einfluss zu haben, ob man Magnevist® 0,5 mmol/ml Injektionslo-
sung oder Gd(NTAJ,Na, Losung zur Herstellung verwendet, da die ZP Werte vergleichbar sind.
Bei den Versuchen zum Einbau von Gadolinium in die PLGA Partikel sind unterschiedliche Men-
gen an Gadolinium verwendet worden und betrugen entweder 7,29 mg oder 31,4 mg. Die mittels
ICP-OES ermittelten Gadolinium Konzentrationen nach der Herstellung der Partikel liegen
zwischen 0,11 ug Gd/mg Partikel und 1,44 ug Gd/mg Partikel.

Weder die eingesetzten Gadolinium Mengen noch der Gadolinium Gehalt scheinen das Zetapo-
tential zu beeinflussen, da die Werte in der gleichen Gré3enordnung liegen. Bei der Herstellung
wurde Gadolinium einerseits in Form von Gadopentetat-Dimeglumin (Magnevist® 0,5 mmol/ml)
andererseits in Form einer Gd(NTA),Na, Lésung in die innere wassrige Phase der PLGA Nano-
partikel eingebaut. Es ist kein Zusammenhang zwischen der Form, in der Gadolinium vorliegt,
und des Zetapotentials erkennbar. Somit bt der Gadolinium Gehalt keinen Einfluss auf das
Zetapotential der Partikel aus.
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4.2.2.2 GroBe

Nach der Herstellung der Gadolinium markierten PLGA Nanospharen und der darauffolgenden
Reinigung mittels Diafiltration in sieben Zyklen mit jeweils 60 ml 0,1 % Pluronic® Fé8 Lo-
sung wird die Partikelgrofe bestimmt. Die Gréf3e der Partikel liegt zwischen 107 + 3 nm und
149 £ 11 nm.

Weder NaCl, noch die eingesetzte Gadolinium Menge, noch die chemische Struktur des Gado-
linium-Komplexes (Magnevist® 0,5 mmol/ml oder Gd(NTA),Na, Lésung) scheinen die Partikel-
grofle zu beeinflussen.

4.2.3 Gadolinium Nanopartikel aus DTPA-modifiziertem PLGA

Zur Herstellung der Partikel wird eine Mischung gleicher Gewichtsteile aus unmodifiziertem
PLGA und einem mit DTPA und ED modifiziertem PLGA eingesetzt, und nach der Doppelemul-
sionstechnik zu Nanopartikeln geformt. Gadolinium wird auf zwei unterschiedliche Weisen
immobilisiert.

Einerseits werden die Partikel nach der Herstellung mit 720 pl Gd(NTA),Na, Lésung end-
over-end Uber Nacht inkubiert (Probe 10). Das Ergebnis sind 59 £ 2 nm grofBe Partikel

(Pdl: 0,1293 + 0,0070), die ein Zetapotential von -32,4 = 1,6 mV bei einer Leitfadhigkeit von
0,0272 + 0,0090 mS/cm aufweisen (Tab. 6).

Probe Herstellung nach Herstellung und Waschen Tab. 6
ZetaPotential  Leitfihigkeit ~ Grésse  Pdl Zetapotential und
Volumensdurchmes-
(mV) (mS/cm) (nm) ser von Gadolinium
10 1:1 DTPA-ED-PLGA:PLGA, nachtréglich GD-NTA  -32,41,6 0,0272:0,0090  59:2  0,1293:0,0070 beladenen Nanopar-
tikeln aus DTPA-
1 1:1 DTPA-ED-PLGA:PLGA, GD-NTA eingebaut -33,3£3,4 0,0250:0,0080 6842 0,1410£0,0120 modifizertem PLGA

Andererseits werden wahrend der Partikelherstellung 400 pl Gd(NTAJ,Na, Lésung als innere
wassrige Phase in die Partikel inkorporiert. Diese Partikel weisen einen Volumensdurchmesser
von 68 £ 2 nm (Pdl: 0,1410 £ 0,0120) und ein Zetapotential von -33,3 + 3,4 mV auf. Die Leitfahig-
keit betragt hier 0,0250 + 0,0080 mS/cm (Probe 11).

Anhand der Polydispersitatsindizes ist zu erkennen, dass die Partikel aus modifiziertem PLGA
nach der Herstellung eine enge GréfBenverteilung aufweisen. Auffallend ist jedoch, dass sie

mit durchschnittlich 64 nm nur halb so grof3 sind als Partikel, die ausschlief3lich mit unmodifi-
ziertem PLGA hergestellt wurden.
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Tab. 7

Zetapotential von
unmodifizerten
PLGA-Nanopartikeln
nach Absattigung mit
Gd(NTA),Na,

Tab. 8
Volumensdurch-
messer von
unmodifizerten PLGA
Nanopartikeln nach
Absattigung

mit Gd(NTAJ,Na,

4.2.4 Absattigung von unmodifizierten PLGA Nanospharen
mit Gd(NTA) Na,
4.2.4.1 Zetapotential

Um zu untersuchen, wie viel Gadolinium unspezifisch an PLGA Nanospharen bindet, wurden
unmodifizierte PLGA Nanospharen direkt mit Gd(NTAJ,Na, Losung 24 Stunden (Probe 12) oder
72 Stunden (Probe 13) inkubiert.

Probe Inkubation vor Modifikation nach Gd
Zeta Potential Leitfahigkeit Zeta Potential Leitfahigkeit
(h) (mV) (mS/cm) (mV) [mS/cm)
12 24 -26,5£0,4 0,018+0,002 -42,1+0,8 0,0262+0,0064
13 72 -26,5£0,4 0,018+0,002 -34,5£1,0 0,0229+0,0102

Das Zetapotential der unmodifizierten Partikel betragt nach Verdiinnung (1:100 mit Aqua
destillata) -26,5 + 0,4 mV, hingegen nach Inkubation mit Gadolinium und den entsprechenden
Waschzyklen -42,1 + 0,8 mV (24 Stunden) bzw. -34,5 + 1,0 mV (72 Stunden) (Tab. 7). Somit sinkt
das Zetapotential mit steigender Inkubationsdauer auf geringer negative Werte, was mdglicher-
weise auf eine instabile Bindung von Gadolinium an die freien Carboxylgruppen der Nanoparti-
keloberflache zuriickzufiihren ist.

Die Maglichkeit, dass sich auch Nitrilotriessigsaure, die bei der Gadolinium Beladung eingesetzt
wird, an die Partikeloberflache anlagert und zum stark negativen Zetapotential beitragt muss
weiter untersucht werden.

4.2.4.2 GroBe

Jene Partikel, die drei Tage (Probe 13) mit Gd(NTA),Na, Lésung inkubiert wurden sind gréBer
(126,3 + 2 nm) als vor der Beladung (118,0 + 1 nm), wohingegen bei einer Inkubationszeit von
einem Tag (Probe 12] die Grofe von 118,0 + 1 nm auf 103 + 2nm abnimmt (Tab. 8).

Probe Inkubation vor Modifikation nach Gd
Grosse PDI Grosse PDI
(h) (nm) (nm)
12 24 118+1 0,1113+0,0080 103+2 0,1263+0,0124
13 72 11841 0,1113+0,0080 12642 0,1013+0,0124
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4.2.5 Zusammenfassung

Die chemische Oberflachenstruktur der PLGA Nanospharen ist theore-
tisch Uber die Messung des Zetapotentials charakterisierbar, allerdings
ist dies wegen nicht berdcksichtigter oder nicht zu bertcksichtigender

Parameter, die die Messung beeinflussen konnen, nicht ausreichend.

4.3 Stabilitat

Eine Nanopartikel Suspension ist dann stabil, wenn sich innerhalb eines
bestimmtes Zeitraumes die Partikelgro3enverteilung nicht oder nur in
geringem Ausmal3 andert. Die Stabilitat beruht zum Teil auf der elektro-
statischen Abstof3ung zweier gleichsinnig geladener Partikel, d.h. je hoher

die elektrostatische Abstof3ung ist, desto stabiler ist die Suspension.
Somit kann das Zetapotential als Indikator fir die elektrostatische Stabilitat dienen. Zwischen
-21 mV und -30 mV kommt es zu geringen Agglomerationen, wahrend im Bereich von -31 mV
und -40 mV keine Agglomeration auftritt.

Um ein niedriges Zetapotential zu kompensieren und somit die Stabilitat zu erhéhen, werden
sterische Stabilisatoren eingesetzt. Polymere wie Pluronic® Fé8 lagern sich an der Partikelo-
berflache an und es entsteht somit eine mechanische Barriere, die die Anndaherung und somit
die Agglomeration von zwei Partikeln verhindert.
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4.3.1 Elektrostatische Stabilisierung

Direkt nach der Herstellung der Nanospharen Suspension lag ein stabiles, monodisperses Sy-
stem vor. Das Zetapotential liegt hier zwischen -18,3 + 10,1 mV und -42,1 + 0,8 mV und somit ist
die Suspension elektrostatisch weitgehend stabilisiert (Tab. 9).

Ob diese elektrostatische Stabilisierung fir eine Lagerung in gefrorenem Zustand ausreichend
ist, sollte durch Frier-Tau-Versuche naher charakterisiert werden.

Die Proben werden zur Lagerung auf -80°C eingefroren und bei Bedarf aufgetaut. Nach dem
Auftauen kam es vereinzelt dazu, dass die Stabilitat nicht mehr gegeben war, Agglomerationen
waren bereits makroskopisch sichtbar. Das makroskopische Urteil wurde durch die Bestim-
mung der Gréfe und des Polydispersitdtsindex bestatigt.

Tab. 9 vor Einfrieren auf -80°C makroskopische Bewertung nach Auftauen aus -80°C

Elektrostatische

Stabilisierung der Probe Zeta Potential Leitfahigkeit Grosse Pdl
Partikelchargen (mV) (mS/cm) (nm)
1 -41,3+1,9 0,0170 keine Agglomeration 176,5 0,1588
2 -36,0+1,4 0,0262 keine Agglomeration 270,7 0,1637
3 -26,0+0,5 0,0222 keine Agglomeration 107,3 0,1550
4 -26,4+0,5 0,0458 keine Agglomeration 89,2 0,1870
5 -37,1£0,6 0,0708 keine Agglomeration 166,3 0,1493
6 -30,1£1,8 0,0583 Agglomeration 172,7 0,7757
7 -37,7£1,3 0,0783 keine Agglomeration 161,0 0,1437
8 -18,3+10,1 0,0600 Agglomeration 130,7 0,4290
9 -37,4£1,7 0,0838 Agglomeration 162,3 0,3390
10 -32,4%1.,6 0,0272 keine Agglomeration 69,2 0,1950
" -33,3+3,4 0,0151 Agglomeration 1185,5 0,4893
12 -42,1£0,8 0,0262 Agglomeration 135,0 0,3500
13 -34,5+1,0 0,0229 keine Agglomeration 238,7 0,1610
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4.3.2 Sterische Stabilisierung

Ein weiterer wichtiger Faktor zur Stabilisierung von PLGA Nanosphdren Suspensionen ist die
sterische Stabilisierung durch Pluronic® Fé8.

Auffallend ist, dass sowohl bei allen drei Proben (Probe 14-16), die unter Verwendung von

0,01 % Pluronic® F68 hergestellt wurden, als auch bei Referenz-Partikeln, die mit 0,01 %
Pluronic® F68 behandelt wurden nach Einfrieren und Auftauen Agglomerationen auftreten
(Tab. 10). Alle drei Proben wurden durch Modifikation der Partikeloberfliche hergestellt, Probe
14 nach Herstellungsprotokoll A, Probe 15 nach Herstellungsprotokoll C und Probe 16 nach
Herstellungsprotokoll B.

Eine Konzentration von 0,01 % Pluronic® Fé8 ist demnach zu gering, um die Suspensionen aus-
reichend zu stabilisieren. Hingegen bewirkt eine Konzentration des sterischen Stabilisators Plu-
ronic® F68, die groBer als 0,1 % ist, eine ausreichende Stabilitat der Suspension. Da dies aber
nicht der einzige Faktor ist, der die Stabilitat der PLGA Nanospharen Suspension beeinflusst,
sind weitere Charakterisierungen unerlasslich.

Probe Pluronic makroskopische Bewertung
(%)

1 0,1 keine Agglomeration
2 0,1 keine Agglomeration
3 0,1 keine Agglomeration
4 0,1 keine Agglomeration
5 0,1 keine Agglomeration
6 0,1 Agglomeration

7 0,1 keine Agglomeration
8 0,1 Agglomeration

9 0,1 Agglomeration

10 0,1 keine Agglomeration
" 0,1 Agglomeration

12 0,1 keine Agglomeration
13 0,1 Agglomeration

14 0,01 Agglomeration

15 0,01 Agglomeration

16 0,01 Agglomeration

0,1% Pluronic 0,1 keine Agglomeration

0,01% Pluronic 0,01 Agglomeration

Tab. 10
Elektrostatische
Stabilisierung der
Partikelchargen
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4.4 Partikelausbeute

Die Partikelausbeute wurde durch Lyophilisation einer definierten Menge
und anschlieBendem Auswiegen des Trockenriickstandes bestimmt (siehe
Kapitel 3.5).

Pluronic® F68 lagert sich an die PLGA Nanospharen an und hat so einen
Einfluss auf die Partikelausbeute, die durch Lyophilisation bestimmt wur-
de. Um diesen Einfluss auszuschlief3en, werden die eingesetzten Pluro-
nic® F68 Mengen von jeweiligen Herstellungsvorschriften subtrahiert.

4.4.1 Partikelausbeute, Gadolinium Gehalt

Der Konzentration an immobilisiertem Gadolinium in der PLGA Na-
nospharen Suspension muss auf die Partikelausbeute bezogen werden,
da es wahrend des Herstellungsprozesses, vor allem wahrend der Diafil-

tration, zu Verlusten an PLGA Nanospharen kommt.

Die Gadolinium Menge, die sich auf die Partikelausbeute bezieht, liegt zwischen 0,11 pug Gd/
mg Partikel und 6,77 pg Gd/mg Partikel (Tab. 11]). Ein Vergleich der unterschiedlichen Herstel-
lungsarten zeigt, dass durch die Modifikationen der Partikeloberflache mit durchschnittlich
3,80 ug Gd/mg Partikel am effizientesten Gadolinium am Partikel immobilisiert werden kann.
Die geringste Menge an Gadolinium wird durch den Einbau in Partikel aus unmodifiziertem
PLGA immobilisiert, durchschnittlich 0,79 pg Gd/mg Partikel.

Die unterschiedliche Modifikation der Partikeloberflache (Probe 1-3, Probe 14-16) bewirkt
keine Anderung des Gadolinium Gehaltes, da die Partikel zwischen 1,43 pg Gd/mg Partikel und
6,77 pg Gd/mg Partikel enthielten.

Beim Einbau von Gadolinium in Partikel aus unmodifiziertem PLGA zeigen sich verschiedene
Faktoren, die die Gadolinium Immobilisierung beeinflussen:

Die Menge an immobilisiertem Gadolinium ist abhangig von der Gadolinium Konzentration der
Losung, die zur Beladung eingesetzt wird. Werden wie in Probe 4 und Probe 5 31,4 mg Gadoli-
nium eingesetzt, werden durchschnittlich 1,35 pg Gd/mg Partikel inkorporiert, wohingegen bei
7,29 mg eingesetztem Gadolinium (Probe 6-9) der Gehalt nach der Herstellung bei 0,51 pg Gd/
mg Partikel liegt.
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Es wird sowohl Gd(NTA),Na, (Probe 6-7) als auch Magnevist® 0,5 mmol/ml (Probe 8-9) als
innere wassrige Phase bei der Herstellung der Nanospharen eingesetzt. In beiden Fallen wurde
7,29 mg Gadolinium eingesetzt. Bei Verwendung von Magnevist® wird mit 1,05 pg Gd/mg Par-
tikel etwa die zehnfache Menge an Gadolinium eingebaut als bei Einsatz einer Gd-NTA Lésung,
die nur eine Inkorporation von 0,11 pg Gd/mg Partikel ergibt.

Der Gadolinium Gehalt von Partikeln, die aus DTPA-modifiziertem PLGA hergestellt wurden,
zeigt eine wesentlich héhere Einbaurate als Nanopartikel aus unmodifiziertem PLGA. Die nach-
tragliche Beladung von DTPA-Nanopartikeln mit 13,12 mg Gadolinium (Probe 10) bewirkt eine
Immobilisierung von 1,77 ug Gd/mg Partikel, wahrend der Einbau von Gadolinium wéhrend der
Herstellung (Probe 11) einen Gehalt von 2,33 pg Gd/mg Partikel ergibt. Trotz Einsatz der halben
Gadolinium Menge wird beim direkten Einbau etwa ein Drittel mehr Gadolinium inkorporiert.
Die Absattigung von PLGA Nanospharen mit Gd(NTA],Na, ergibt bei einer Inkubationszeit von
drei Tagen (Probe 13) 1,50 ug Gd/mg Partikel wohingegen bei einer Inkubationszeit von einem
Tag (Probe 12] bereits 2,85 ug Gd/mg Partikel enthalten sind. Demnach diirfte eine kiirze
Inkubationsdauer zu einer hohen Gadolinium Beladung fiihren, die jedoch instabil ist und bei
langerer Inkubationsdauer wieder abgegeben wird.

Wahrend des Herstellungsprozesses ist mit einem Verlust an PLGA Nanospharen zu rechnen.
Bertiicksichtig man diesen unvermeidlichen Verlust, so gelingt es dennoch, die Immobilisie-
rungsrate von Gadolinium an PLGA Nanospharen zu bestimmen. Die Partikel, wo Gadolinium an
eine modifizierte Partikeloberflache gebunden wurde, weisen sowohl die héchste Partikelaus-
beute als auch den héchsten Gehalt an Gadolinium auf.

4.4.2 Zusammenhang zwischen Partikelausbeute und Waschzyklen

Trotz ahnlicher Herstellungsprotokolle sind die Partikelausbeuten bei der Herstellung von
Gadolinium markierter PLGA Nanospharen durch Oberflachenmodifikation mit Werten zwischen
0,74 mg/g Suspension und 26,15 mg/g Suspension sehr breit gestreut (Tab. 11).

Ahnliches spiegelt sich auch bei der direkten Beladung der Partikel mit Gd(NTA),Na, Losung
wieder. Trotz gleicher Anzahl an Waschzyklen ist die Partikelausbeute zum Teil doppelt so hoch.
Darliberhinaus zeigt sich, dass die Instabilitat der Partikelsuspensionen nicht von der Anzahl
der Waschzyklen abhangig ist. Sowohl vier Proben, die sieben Waschzyklen erfahren haben
(Probe 6, 8, 9, 11], als auch vier Proben, die mehr als zwélf Waschzyklen erfahren haben (Probe
12, 14,15, 16), bildeten Agglomerate.
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Tab. 11
Partikelausbeute,
Gadolinium Gehalt
der einzelnen Parti-
kelchargen

Modifikation der Partikeloberflache

Probe  Protokoll Gd eingesetzt Partikel Gd Gehalt ~ Gd Gehalt
(mg) (mg/g Suspension)  (mg/L) (ug/mg
Partikel)
1 A 13,12 15,19 48,65 3,20
2 B 13,12 26,15 37,4 1,43
3 c 13,12 14,36 35,55 2,48
14 A 13,12 4,78 26,82 5,61
15 c 13,12 5,01 32,97 6,58
16 B 13,12 0,74 5,01 6,77
Einbau in Partikel aus unmodifiziertem PLGA
Probe Herstellung
4 + Magnevist 31,4 18,08 22,6 1,25
5 + Magnevist +NaCl 31,4 13,73 19,82 1,44
6 + Gd-NTA 7,29 12,92 1,42 0,1
7 + Gd-NTA + NaCl 7,29 15,50 4,05 0,26
8 + Magnevist aqgumolar 7,29 13,72 14,4 1,05
9 + Magnevist aquimolar +NaCl 7,29 9,01 5,59 0,62
Einbau in Partikel aus modifiziertem PLGA
Probe Herstellung
10 1:1 DTPA-ED-PLGA:PLGA 13,12 11,49 20,38 1,77
nachtraglich GD-NTA
" 1:1 DTPA-ED-PLGA:PLGA 7,29 5,61 13,06 2,33
GD-NTA eingebaut
PLGA-Nanospéaren direkt mit Gd(NTAJ2Na3
Probe Herstellung
12 1 Tag Inkubation 13,12 11,13 31,76 2,85
13 3 Tage Inkubation 13,12 22,75 34,08 1,50
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4.5 Gelfiltration

Die Gelfiltration als saulenchromatographisches Verfahren trennt Stoff-
gemische aufgrund ihrer Grof3e auf. Es sollte untersucht werden, ob die
Gelfiltration zur Reinigung von PLGA-Nanospharen geeignet ist.

Fur diesen Modellversuch werden fluoreszenzmarkierte Nanospharen ein-
gesetzt die 1 mg BODIPY® als Fluoreszenzfarbstoff enthalten. BODIPY®
ist ein apolarer Farbstoff, der die fluorimetrische Detektion der Frakti-

onen, die Nanopartikel enthalten, ermoglichen sollte.

Als Modell fiir eine niedermolekulare Verunreinigung wurde Sulforhodamin 101 (10 ul/ml) zuge-
setzt. Als Gelmatrix wurde Sephadex G-25 in Form von PD-10 Fertigsaulen verwendet.

Nach Aquilibrieren der Saule mit PBS Puffer pH 7,4, wird 1,0 ml Probe auf die an der Gelober-
flache fixierten Membran aufgetragen.

Nach dem Einsickern der Probe wird kontinuierlich mit PBS Puffer pH 7,4 eluiert und 1 ml Frak-
tionen aufgefangen. Die gepackten PD-10 Trennsaulen sind nach Verwendung ein zweites Mal
verwendbar, danach verstopft die Saule zusehends.

Wahrend der Auftrennung der Proben mittels Gelfiltration wurde bereits makroskopisch
sichtbar, dass die fluoreszierenden, BODIPY® 493/503 markierten Nanopartikel rasch eluiert
werden, wohingegen die violette Sulforhodamin 101 Bande sehr langsam eluiert wird.

Dies wird durch die Messung der Fluoreszenzintensitdten mit Tecan Infinite™ 200 (Tecan Tra-
ding AG, Mannedorf, Schweiz) bestatigt. Die Bestimmung von BODIPY® 493/503 bei 485/525 nm
und Sulforhodamin 101 bei 550/595 nm ergab, dass die markierten Nanospharen hauptsachlich
in der vierten und finften Fraktion eluiert werden, wahrend diese Fraktionen noch kein Sulfor-
hodamin 101 enthalten, das die niedermolekularen Verunreinigungen simuliert.

Eine Reinigung der PLGA Nanospharen Suspension mittels Gelfiltration ist mit einer Wiederfin-
dungsrate von durchschnittlich 71 % maglich.

Ab einem Probenvolumen von 2,5 ml scheint die Saule bereits lUberladen. Somit ist die Gelfiltra-
tion zur Reinigung von gereinigten Volumina an PLGA Nanosphéren bestens geeignet.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag darin, die Herstellung von
Gadolinium markierten Nanosphé&ren aus Poly(D,L-lactid-co-glycolid)
(PLGA) als mdgliches Kontrastmittel fir die Magnetresonanztomogra-
phie zu entwickeln und zu charakterisieren. Zunachst wurden PLGA
Nanospharen mittels Solvent Evaporation Technik hergestellt und mittels
Dia- und Gelfiltration aufgereinigt. Es wurden die PLGA Nanospharen auf
vier unterschiedlichen Wegen mit Gadolinium markiert: die Partikelober-
flache wurde mit Gadolinium-Chelaten modifiziert, Gadolinium wurde in
Partikel aus unmodifiziertem PLGA und Diethylentriaminpentaessigsau-
re dianhydrid (DTPABA] -modifiziertem PLGA eingebaut und schliefllich
wurden unmodifizierte PLGA Nanospharen mit Nitriloessigsauregadolinat
(GA[NTA)2Na3) beladen.

Zur Charakterisierung der Produkte und der Prozessschritte dienten das
Zetapotential und der Volumensdurchmesser der Partikel. Als weiterer
wichtiger Aspekt flr die Lagerstabilitat der Partikel wurde die elektrosta-
tische und sterische Stabilisierung der PLGA Nanospharen untersucht.
Die Partikelausbeute wurde nach Lyophilisation bestimmt und der Gado-
linium Gehalt der PLGA Nanospharen mittels Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) bestimmt.

Mit diesen unterschiedlichen Herstellungsverfahren ist es gelungen, Ga-
dolinium mit bis zu 48,65 mg/L Nanospharen Suspension zu binden, bzw.
6,77 ug Gd/mg Partikel. Es konnten auf diesem Weg Gadolinium mar-
kierte, 114 + 5 nm grofle, stabile Nanopartikel mit einem Zetapotential von
-28,4 + 0,8 mV hergestellt werden.

Durch die Kopplung von Gadolinium an die Partikeloberflache wurde eine
effizientere Gadolinium Beladung erreicht als durch Einbau in die Par-
tikelmatrix. Zwischen den drei verschiedenen Protokollen der Oberfla-
chenmodifikation war kein signifikanter Unterschied erkennbar. Ob daher
als Aminokomponente Ethylendiamin oder Lysin zu bevorzugen ist, und
ob deren Kopplung an die Partikel besser in einem oder in zwei Schritten
erfolgen sollte, ist Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Jedoch ist die Gadolinium Konzentration der PLGA Nanospharen nicht
einziger Parameter, der Uber einen moglichen Einsatz als Kontrastmittel
entscheidet. Um die Eignung der unterschiedlich hergestellten Gadoli-
nium markierten PLGA Nanospharen als Kontrastmittel abschatzen zu
konnen, ist die Bestimmung der Relaxivitat unumganglich. Nur so kann
mit Bestimmtheit eine Aussage uber die Eignung als Kontrastmittel fur
die Magnetresonanztomographie getroffen werden. Auch die Effizienz der
Herstellungsmethoden beziglich Magnetresonanztomographie, lasst sich
nur Uber die Messung der Relaxivitat bestimmen. Besonderes Augenmerk
liegt hierbei auf der Lokalisation des Gadoliniums im Partikel oder an
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seiner Oberflache, und somit der Wasserzuganglichkeit des Gadoliniums.
Ausgehend von dieser Arbeit sollen in der Folge Stabilitats- und Toxizi-
tatsstudien durchgefihrt werden, die das Potential als Kontrastmittel fur
die Magnetresonanztomographie letztendlich zeigen konnen.

Vielversprechend ist weiters, die Gadolinium markierten Partikel mit Tar-
getern zu koppeln. Somit ware es maglich, die Verteilung des Kontrast-
mittels nicht allein von der Grof3e der Nanospharen abhangig zu machen,
sondern es wird eine gezielte Darstellung spezifischer Gewebe ermdgli-
cht. Auch der Einbau von hydrophilen oder lipophilen Arzneistoffen in die
Partikelmatrix eroffnet eine Vielzahl an Moglichkeiten. Insbesondre im
Hinblick auf die Kombination von Diagnostikum und Therapeutikum in nur
einem Arzneimittel.

Die Magnetresonanztomographie unter Einsatz von Kontrastmitteln ist
ein routinemalig eingesetztes, unverzichtbares diagnostisches Verfahren.
Ausgehend von dieser Arbeit ist das Ziel die Herstellung eines neuartigen
Kontrastmittels auf Basis bioabbaubarer Nanopartikel, das dazu beitragt,
hohere Kontraste zu erreichen. Die kontrastverstarkende Wirkung lasst
Bilder hoherer Qualitat entstehen. Die daraus entstehenden Zusatzinfor-
mationen konnen wesentlich zum Therapieerfolg beitragen.
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6 ANHANG
6.1 FT-IR Spektren
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6.5 Abkirzungen

Rpm rotations per minute
ED Ethylendiamin

M Molekulargewicht
Pdl Polydispersitatsindex
THF Tetrahydrofuran

6.6 Materialien

Absolutes Dichlormethan

Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)

Aceton

Gatt Koller (Absam, Osterreich)

Aqua bidestillata

Aqua destillata

BODIPY® 493/503

Methyl bromide (8-bromomethyl-4,4-difluoro-1,3,5,7-
tetramethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene),
Invitrogen Corporation (Carlsbad, California, USA)

1,4 Dioxan Merck Gesellschaft mbH (Wien, Osterreich)

DMSO Dimethylsulfoxid, Merck Gesellschaft mbH (Wien, Osterreich)

DTPABA Diethylentriaminpentaessigsaure dianhydrid,
Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)

ED Ethylendiamin, Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)
EDAC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N "-ethylcarbodiimid
Hydrochlorid,

Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)
ED 2HCL Ethylendiamindihydrochlorid,
Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)
Ethylacetat Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)
Gd(NTA),Na, Nitriloessigsduregadolinat, Trinatriumsalz
Gd,0, Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)
HCL 37 % Salzsaure

20 mM HEPES/NaOH Puffer

4,77 g HEPES mit Aqua destillata auf 1000 ml aufgefiillt,
pH 7,4 Einstellung mit 1 M NaOH

L-Lysin HCL

L-Lysinhydrochlorid

Magnevist® 0,5 mmol/ml

Injektionslésung

Schering AG (Berlin, Deutschland] (78,63 mg Gd/ml)

NaOH

Natriumhydroxid

NHS

N-Hydroxysuccinimid, Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)

PBS Puffer pH 7,4

Bei der Herstellung von PBS Puffer pH 7,4 werden

80g NaCl, 2g KCL, 11,59 Na,HPO,*7 H,0 und 2g KH,PO,

mit Aqua destillata auf 1000ml aufgefiillt, diese Stamm-
losung wird vor Gebrauch 1:10 mit Aqua destillata verdiinnt

Pluronic® F68

Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)

Resomer® RG 503

Poly(lactic-co-glycolic acid)
Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Deutschland)

Resomer® RG 503 H

Poly(lactic-co-glycolic acid)
Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Deutschland)

Sulforhodamin 101

Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)

THF

Tetrahydrofuran »99 % Sigma-Aldrich (Wien, Osterreich)









