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Hinweise zur verwendeten Nomenklatur:

Zur Unterscheidung der unterschiedlichen Synthese- und Formulierungsstufen der
superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikel (SP10-Partikel bzw. SPIOs) wurde
einheitlich die folgende Nomenklatur verwendet. Nach der Synthese wurden die SPIO-
Partikel als SPIO-Rohdispersion bezeichnet. Die Fraktionen mit unterschiedlichen
PartikelgroBen, welche mittels magnetischer Separation aus der SPIO-Rohdispersion
gewonnen wurden, wurden SP10-Fraktionen genannt. Nach der Formulierungsentwicklung,
das heiB3t nach Hilfsstoffzugabe und Sterilisation der SPIO-Fraktionen, wurden die SPIOs als

SPIO-Formulierungen bzw. verkiirzt, im Folgenden auch als SP1O-Chargen bezeichnet.

Die nach der Chargenbezeichnung in Klammern stehende Partikelgrof3e in nm entspricht der
ZielgroBe der SPIO-Fraktionen wahrend der magnetischen Separation. Diese Zielgrofle war
ausschlaggebend beim Zusammenfassen &dhnlich groler SPIO-Fraktionen nach der
magnetischen Separation und entspricht nicht der tatsdchlichen Partikelgrof3e der hergestellten
SPIO-Formulierungen. Die ZielgroBe ist jedoch anndhernd vergleichbar mit den

hydrodynamischen Durchmessern der DLS ,,in-batch* Methode.

Als DLS ,,in-batch* Methode wird eine dynamische Lichtstreumessung der gesamten zu
analysierenden Probe ohne vorherige Partikelgroenseparation bezeichnet. Diese
Differenzierung war notwendig, da in der vorliegenden Arbeit die dynamische Lichtstreuung
auch mit der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (A4F/DLS-Methode)
gekoppelt wurde und die SPIO-Partikel in diesem Fall im A4F-Trennkanal in verschiedene

PartikelgroBen aufgetrennt werden, bevor sie mittels DLS vermessen werden.
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Einleitung und Zielsetzung

1  Einleitung und Zielsetzung

Die Nanotechnologie ist Teil unseres tdglichen Lebens. Von Sonnencremes iiber
kratzfeste Oberflachenbeschichtungen, Molybdédnsulfid-Nanordhren als Schmiermittel bis hin
zu neuen innovativen Datenspeichermedien — Nanopartikel sind in vielen Bereichen von
groBer Bedeutung und finden in der Industrie breite Anwendung [1, 2]. Das interdisziplindre
Wissenschaftsgebiet der Nanotechnologie hat sich in den letzten 20 Jahren rasch entwickelt
und zunehmend auch im Bereich der Medizin und Pharmazie an Bedeutung gewonnen.

In der pharmazeutischen Industrie haben Nanopartikel insbesondere aufgrund ihres
potentiellen Einsatzes als gezielte Arzneistofftriger (,,drug targeting” bzw. ,,drug delivery*)
Aufmerksamkeit erweckt. Durch ein aktives Targeting von wirkstoffbeladenen Trigern
konnen im Zielgewebe hohe Arzneistoffkonzentrationen erreicht und gleichzeitig toxische
Nebenwirkungen im gesunden Gewebe vermieden werden [3]. Auch in der galenischen
Pharmazie sind nanopartikuldre Arzneiformen von besonderem Interesse. So kann durch eine
,Nanoisierung“ die Bioverfiigbarkeit von schwer loslichen Arzneistoffen verbessert oder die
Wirksamkeit von etablierten Arzneistoffen erhoht und deren Toxizitdt gesenkt werden (,,Life-
Cyle-Management®). Ein Beispiel dafiir sind lang zirkulierende, mit Doxorubicin beladene
Liposomen. Durch eine verdnderte Galenik gegeniiber konventionellem Doxorubicin wird
eine verminderte Kardiotoxizitit erreicht. Die liposomale Doxorubicin-Formulierung ist
bereits seit einigen Jahren zur Behandlung vom AIDS-assoziierten Kaposi-Sarkom und im
gynikologischen Bereich bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom zugelassen [4-7].

Nicht nur in der Krebstherapie spielen nanopartikuldre Formulierungen eine wichtige
Rolle. In der diagnostischen Bildgebung werden superparamagnetische Eisenoxid-
Nanopartikel (SPIO-Partikel) als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie
eingesetzt. In Abhéngigkeit von der Zusammensetzung der Formulierung und der
PartikelgroBe der SPIO-Partikel, welche die Verteilung im Korper und die Ausscheidung
beeinflussen, sind verschiedene klinische Anwendungen wie Angiographie und
Leberdiagnostik moglich [8, 9]. Zur Detektion von fokalen Leberldsionen sind zwei
intravendse Formulierungen zugelassen und kommerziell erhiltlich: Endorem® (Fa. Guerbet)
und Ferucarbotran (Resovist”, Fa. Bayer Schering Pharma AG). Des Weiteren sind zwei orale
Formulierungen zur Darstellung des Gastrointestinaltraktes zugelassen (Lumirem®, Fa.
Guerbet; Abdoscan® Fa. Nycomed), welche grofere SPIO-Partikel als die intravends
verabreichten Formulierungen enthalten. Eine weitere potentielle medizinische Anwendung

ist der Einsatz von SPIO-Partikeln in der hyperthermischen Therapie [10]. Ebenfalls
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erfolgversprechend ist die Anwendung von spezifischen SPIO-Partikeln im Bereich der
molekularen Bildgebung. Kiirzlich konnte beispielsweise eine aktive in vivo Anreicherung
von Eisenoxid-Mangan-Herceptin SPIO-Partikeln im Tumorgewebe gezeigt werden [11].

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung und Charakterisierung neuer nanopartikuldrer
SPIO-Partikel als Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie (MRT). Die
magnetischen Eigenschaften und die Pharmakokinetik der SPIO-Partikel sind stark von
PartikelgroBe, Breite der Verteilung, Partikelbeschichtung, Ladung und Partikelmatrix
abhingig [12-16]. Ziel ist es, Partikelchargen herzustellen, die sich ausschlieBlich in ihrer
PartikelgroBe unterscheiden und eine enge PartikelgroBenverteilung aufweisen. Der Einfluss
der PartikelgroBe auf die magnetischen Eigenschaften, Pharmakokinetik und MRT-
Bildqualitdt wurde zwar bereits in der Literatur diskutiert, jedoch werden haufig neben der
PartikelgroBBe auch weitere Parameter wie Beschichtung und Ladung variiert [13, 15, 17-21].
Erst die Herstellung von Chargen, die sich lediglich in ihrer PartikelgroBBe unterscheiden,
ermoglicht eine systematische Untersuchung der magnetischen Eigenschaften und des in vitro
und in vivo Verhaltens der SPIO-Partikel.

Ein Schwerpunkt der Arbeit liegt im Bereich der physikochemischen
Charakterisierung der hergestellten SPIO-Formulierungen. Im Zusammenhang mit der
Bestimmung der PartikelgroBe und PartikelgroBenverteilung wird die Eignung der
asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung zur Charakterisierung von SPIO-Partikeln
tiberpriift. Die Ergebnisse werden mit anderen Methoden wie Transmissions-
elektronenmikroskopie, Kleinwinkel-Rontgenstreuung und analytische Ultrazentrifugation
verglichen. Des Weiteren wird mit Hilfe der supraleitenden Quanteninterferenzeinheit
tiberpriift, ob die hergestellten SPIO-Formulierungen superparamagnetisch sind und wie sich
die Sittigungsmagnetisierungen in Abhdngigkeit von der Partikelgrofle @ndern. Auch die
Suszeptibilititen der hergestellten Formulierungen werden mit Hilfe einer magnetischen
Suszeptibilititswaage in Abhédngigkeit von der PartikelgroBBe untersucht. Die
substanzspezifischen R;- und R,-Relaxivitdten werden spektroskopisch bei 1,41 Tesla und mit
Hilfe der MRT-Bildgebung bei 1,5 Tesla untersucht. Nach einer detaillierten
Charakterisierung wird die phagozytotische Aktivitit und das in vivo Verhalten der

hergestellten SPIO-Formulierungen in Abhédngigkeit von der Partikelgro3e untersucht.



Theoretische Grundlagen

2  Theoretische Grundlagen

2.1  Magnetresonanztomographie
2.1.1 Physikalische Grundlagen der Magnetresonanztomographie

Die Magneresonanztomographie (MRT) ist ein nicht invasives, diagnostisches
Verfahren, das zur Darstellung von Struktur und Funktion der Gewebe und Organe im Kdorper
eingesetzt wird. Bei der MRT wird das Phidnomen der kernmagnetischen Resonanz (engl.
nuclear magnetic resonance, Abk. NMR) ausgenutzt. Es miissen drei notwendige
Bedingungen erfiillt sein, um den NMR-Effekt messen zu konnen: Atomkerne mit Kernspin,
ein externes statisches Magnetfeld (zur Ausrichtung der Kernspins) und ein
Hochfrequenzimpuls (zur Ubertragung von Energie auf die Kernspins) [22].

Elemente mit ungerader Anzahl Nukleonen (Protonen und Neutronen) haben generell
einen so genannten Kernspin. Der Kernspin (auch Richtungsquantenzahl genannt) ist eine
quantenmechanische Eigenschaft und kann vereinfacht als Gesamtdrehimpuls eines
Atomkerns beschrieben werden. Typische Kerne mit dieser Eigenschaft sind Wasserstoff (‘H,

*H), Kohlenstoff ("*C), Stickstoff ('*N), Fluor (*’F) und Phosphor (*'P) (Tab. 1, [23]).

Tab. 1: Eigenschaften fiir eine Auswahl von Atomkernen mit einem Kernspin [23].

. romagnetischi
Kem | PP | Newoen | P | ey (M)
'H 1 0 Vs 42,58
’H 1 1 1 6,54
B 0 1 A 10,71
N 1 1 1 3,08
PR 1 0 Vs 40,08
3p 0 1 Vs 17,25

In der klinisch angewandten Magnetresonanztomographie wird bisher nur der
Kernspin der Protonen in Wasser ausgenutzt. Dafiir sind zwei Griinde ausschlaggebend:
Protonen kommen mit Abstand am hiufigsten in biologischen Geweben vor und Protonen
haben von allen stabilen Isotopen das groffte gyromagnetische Verhéltnis
(42,58 MHz/T). Das gyromagnetische Verhiltnis ist ein Proportionalititsfaktor zwischen dem
magnetischen Moment und dem Spin eines Kerns und ist fiir jede Teilchenart charakteristisch.

In Abwesenheit eines externen Magnetfeldes sind die Protonenspins zuféllig im Raum

ausgerichtet (isotrop), so dass die Nettomagnetisierung gleich null ist. Wird jedoch ein
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externes statisches Magnetfeld angelegt, richten sich die Protonenspins, &hnlich einer

Kompassnadel im Magnetfeld der Erde, entlang der Magnetfeldlinien aus (Abb. 1) [24].

Magnetisches N
Moment -
/ o, 4
9 ¢ 9 parallel
I l
B0 ; # antiparallel

s

Abb. 1: Der Kernspin ist eine quantenmechanische Eigenschaft und kann vom Standpunkt der klassischen

Physik vereinfacht als Eigendrehimpuls der Protonenspins bzw. magnetischer Kreisel verbildlicht werden (links).
Die Protonenspins rotieren um eine Achse und induzieren durch die bewegte elektrische Ladung ein
magnetisches Moment. In einem externen Magnetfeld der Stirke B, (rechts) richten sich die Protonenspins

aufgrund ihres magnetischen Moments parallel oder antiparallel zum angelegten Feld aus.

Die parallele Ausrichtung p:, wird dabei bevorzugt, da sie energetisch giinstiger als
die antiparallele p, Ausrichtung ist [25]. Die Protonen stehen dabei nicht still, sondern
prizedieren um die Achse der Magnetfeldstirke und induzieren eine oszillierende
Magnetisierung in Richtung von By. Die Frequenz der prizedieren Protonen, ®,, kann mit

Hilfe der Larmor Gleichung beschrieben werden.

w,=7-B, (GL. 1)

Dabei ist y die gyromagnetische Konstante und By die angelegte Magnetfeldstirke.
Befindet sich das System im Gleichgewicht, so ergibt sich eine Nettomagnetisierung in
Richtung des angelegten Magnetfeldes, welche auch als Longitudinalmagnetisierung (M,)
bezeichnet wird. Im Vergleich zur angelegten Magnetfeldstirke By ist der Vektor M, sehr
klein und kann nicht direkt vermessen werden (Abb. 2).

Bereits 1946 entdeckten Bloch und Purcell, dass das Spin-System Energie in Form
von Radiowellen absorbieren kann [26, 27]. Wird eine Radiowelle (HF-Impuls) der Frequenz
oo (Larmor-Frequenz, Gl. 1) eingestrahlt, so hat dies zwei Effekte. Erstens nehmen einige der
parallel ausgerichteten Protonen (p.,) Energie auf und richten sich antiparallel (n.;) zum
Magnetfeld aus, wodurch die Longitudinalmagnetisierung (M,) in Richtung des angelegten

Magnetfeldes verringert wird (Abb. 2). Zweitens wird durch den eingestrahlten HF-Impuls
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eine Synchronisation der Protonenspins erreicht. Es entsteht ein neuer Magnetvektor, der
senkrecht zum  angelegten  Magnetfeld ausgerichtet ist, die so  genannte
Transversalmagnetisierung (Myy). Durch die rotierende Transversalmagnetisierung (Myy)
wird ein Strom induziert, der mit Hilfe einer Aufnahmespule des Scanners vermessen werden

kann (Abb. 2).

z z z

A I A
M.

M
GiEL 1 Spule
Bo -Impuls
X /

\

—Y / N Y

X

Abb. 2: Parallele und antiparallele Ausrichtung der Protonenspins nach Einbringen in ein Magnetfeld (links).
Nach Vektoraddition ergibt sich eine Nettomagnetisierung in Richtung des angelegten Magnetfeldes
(Longitudinalmagnetisierung, M,) (Mitte). Wird ein Hochfrequenzimpulses der Frequenz ®, (Lamorfrequenz)

eingestrahlt (rechts), entsteht ein transversaler Magnetvektor (Transversalmagnetisierung My).

Nach dem Abstellen des HF-Impulses relaxieren die angeregten Protonenspins
aufgrund der Wechselwirkung mit benachbarten Kernspins zurlick in ihre urspriingliche
Ausgangsstellung (Gleichgewichtszustand). Dabei wird zwischen der longitudinalen (T;-
Kurve, Abb. 3 A) und der transversalen Relaxation (T,/T,*-Kurve, Abb. 3 B, S. 7)
unterschieden. Wihrend der longitudinalen Relaxation geben die Kernspins Energie an die
Umgebung ab, weshalb sie auch als ,,Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet wird. Bei der
transversalen Relaxation interagieren hingegen die Spins untereinander, weshalb sie auch als
»Spin-Spin-Relaxation bezeichnet wird. Die angeregten Protonenspins besitzen nicht mehr
dieselbe Frequenz und zeigen eine schnelle Dephasierung, was wiederum die Abnahme der
Transversalmagnetisierung verursacht.

Fiir die ortsabhingige Auflosung der gemessenen elektrischen Strome ist es
notwendig, einen Magnetfeldgradienten entlang der x-, y- und z-Richtung zu verwenden

(Gradientenspule). Die Gradientenspule bewirkt ein lineares Gefille der Magnetfeldstirke
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und macht es moglich, dass die aufgenommenen Signale dem Ort der Entstehung zugeordnet
werden konnen. Die Transversalmagnetisierung (Myy) ist abhéngig vom Gewebetyp und Ort
der vermessenen Protonen und bildet damit die Grundlage der MRT-Bildgebung.

In der Magnetresonanztomographie werden viele verschiedene Abfolgen von
Hochfrequenzimpulsen (Sequenz) verwendet. Je nach Reihenfolge der HF-Impulse kénnen
mit Hilfe der Magnetresonanztomographie entweder T,-, T,- oder Protonendichte-gewichtete

Bilder erstellt werden.

2.1.2 Kontrastmittel fir die Magnetresonanztomographie

In der nativen MRT-Bildgebung wird ausgenutzt, dass jedes Gewebe im Korper
charakteristische Gewebeparameter aufweist. Verglichen mit Fliissigkeiten wie beispielsweise
Liquor cerebrospinalis, die eine lange T;- und T,-Zeit haben, hat Fett eine kurze T;- und T,-
Zeit [28]. Die natiirlichen T;- und T,-Relaxationszeiten im Gewebe konnen stark durch die
Gabe von Kontrastmittel (KM) beeinflusst werden. In T;-gewichteten Bildern fiihrt der
Einsatz von Kontrastmitteln durch die T,-Relaxationszeitverkiirzung zu einer
Signalintensititserhohung und in T,-gewichteten Bildern zu einer Intensitdtserniedrigung
(Abb. 3).

Kontrastmittel werden nach ihrer Verteilung im Korper (extrazellulire und
gewebespezifische KM) und nach ihren magnetischen Eigenschaften (paramagnetische und
superparamagnetische KM) eingeteilt. Einen Uberblick iiber zugelassene MRT-Kontrastmittel
gibt Tab. A 1 (Kap. 8.1, S. 121).

Paramagnetische Substanzen werden vor allem wegen ihres ausgepriagten T;-Effektes
verwendet. Sie erhohen die Signalintensitit, weshalb sie auch als positive Kontrastmittel
bezeichnet werden. Als paramagnetische Kontrastmittel [29] werden iiberwiegend
Metallionen der Ubergangsmetalle (Kupfer, Eisen, Mangan) und so genannte ,,seltene Erden®
(Lanthanoide) verwendet. Der bedeutendste Vertreter der paramagnetischen Ionen ist das
Gadolinium (Gd>"). Gadolinium besitzt sieben ungepaarte Elektronen, somit ein groBes
magnetisches Moment und ist hervorragend als MRT-Kontrastmittel geeignet. Da freie
Gadolinium-Tonen toxisch sind, werden als Kontrastmittel stabile, chelatisierte Gd**-

Komplexe verwendet [30, 31].
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Abb. 3: Darstellung der longitudinalen (M) und transversalen Magnetisierung (My,) nach Abstellen des HF-
Impulses als Funktion der Zeit. Die Magnetisierung in z und xy-Richtung vor Kontrastmittelgabe ist schwarz
dargestellt. Nach Kontrastmittelgabe verkiirzen sich sowohl die T;- als auch die T,-Zeit (graue Kurven). (A) Die
T;-Relaxationszeit (longitudinale Relaxation) wird definiert als Zeit, nach der 63 % der Ausgangsmagnetisierung
wieder erreicht ist. (B) Die T,-Relaxationszeit (transversale Relaxation) wird definiert als Zeit, nach der 37 %

der Ausgangsmagnetisierung wieder erreicht ist.

Superparamagnetische Kontrastmittel haben eine hohe magnetische Suszeptibilitit und
dadurch ein eigenes lokal storendes Magnetfeld [8]. Sie besitzen, verglichen mit
paramagnetischen Kontrastmitteln, ein wesentlich stirkeres magnetisches Moment. Die
starken magnetischen Momente der superparamagnetischen Partikel verursachen wihrend der
Relaxation Feldinhomogenititen, die die T,- und T,*-Relaxationszeiten der Protonen stark
beschleunigen. Sie erniedrigen in T,-gewichteten Bildern die Signalintensitit und werden
daher auch als negative Kontrastmittel bezeichnet [32, 33]. SPIO-Partikel werden ausfiihrlich
in Kapitel 2.3 (S. 13) beschrieben.

Zur Bewertung von Kontrastmitteln im Hinblick auf ihre Effektivititen in der MRT
werden zwei weitere wichtige Parameter eingefiihrt: die Relaxationsraten (7;, 7») und die
Relaxivititen (R; und R,). Die Relaxationsraten (Einheit: s™) sind ein direktes MaB fiir den

Kontrast in der MRT und sind definiert als reziproke Relaxationszeiten:

1
Tio
Die Relaxationszeiten sind abhingig von der Konzentration des Kontrastmittels. Als

konzentrationsunabhingiges MaB wird die Relaxivitit (Einheit: mM™- s™") eingefiihrt.
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Die Relaxivitit (R, ») ist definiert als lineare Steigung der Relaxationsrate (7;, ) liber

der Konzentration des Kontrastmittels:

_ 0
R,, = 12 712 (Gl. 3)

c

Dabei gibt ¢ die Kontrastmittelkonzentration [mM] an und 101,2 die Relaxationsrate der
Fliissigkeit ohne Zugabe von Kontrastmittel (zB. Wasser: t°; = 1/T% = 1/3700 ms).
Die Relaxivitdt (R;, ;) kann nur fiir einen bestimmten Konzentrationsbereich direkt aus der
Steigung der Relaxationsraten errechnet werden, denn bei sehr niedrigen
Kontrastmittelkonzentrationen  verhédlt sich die Relaxationsrate nicht linear zur
Kontrastmittelkonzentration, da der Beitrag von 1:01,2 (Relaxationsrate der reinen Fliissigkeit)
im Verhiltnis gesehen grofer wird. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir einen
Konzentrationsbereich von ~ 10 bis 300 umol Eisen pro Liter ein linearer Zusammenhang

bestimmt (vgl. Kap. 4.3.4).

2.2 Grundlagen des Magnetismus
2.2.1 Magnetismus in Festkorpern

Magnetismus ist ein kooperatives Phinomen und hédngt von der Atomstruktur (Atome,
Ionen, Elektronen) einer Substanz und von der Temperatur ab. Traditionell wird die Antwort
eines Materials (Magnetisierung, M) auf ein angelegtes Magnetfeld (H) definiert als

magnetische Volumensuszeptibilitit (,):

M=y, -H (Gl. 4)

Neben der magnetischen Volumensuszeptibilitit sind zwei weitere Malle fiir die
magnetische Suszeptibilitdt gebrauchlich: die magnetische Massensuszeptibilitit (ymass) und

die molare magnetische Suszeptibilitdt (ymor):

Zmass = lv /p (Gl‘ 5)

Xmol = M- X mass (Gl 6)

Dabei ist p die Dichte und M die Molmasse. In Festkorpern konnen fiinf verschiedene
Arten von Magnetismus auftreten: Dia-, Para-, Ferro-, Ferri- und Antiferromagnetismus, die

sich in Bezug auf ihre magnetischen Suszeptibilititen unterscheiden.
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Diamagnetische Stoffe (-1 <y <0) sind Materialen mit ausschlieBlich gepaarten
Elektronen wie z.B. Stickstoft, Blei und Gold. Wird ein diamagnetisches Material in ein

duBeres Magnetfeld eingebracht, werden die Magnetfeldlinien nach au3en abgelenkt (Abb. 4).

Diamagnet Paramagnet

W

IR

Abb. 4: Darstellung eines diamagnetischen und eines paramagnetischen Stoffes im Magnetfeld der Stirke B,.

<
<

Paramagnetische Stoffe, wie z.B. Gadoliniumionen (vgl. Tab. A 1, S. 121), besitzen
eine magnetische Volumensuszeptibilitit von grofer als null (x>0). Wird eine
paramagnetische Probe in ein Magnetfeld eingebracht, so richten sich die atomaren
magnetischen Momente (Elektronenspins) bevorzugt in Richtung der magnetischen Feldlinien
aus. Die Feldlinien im Inneren des Stoffes werden dadurch verdichtet und das lokale
Magnetfeld wird verstirkt (Abb. 4). Ein charakteristisches Merkmal dabei ist, dass sich die
einzelnen Elektronenspins unabhingig voneinander ausrichten. Nach Entfernen des
magnetischen Feldes bleibt keine Restmagnetisierung zuriick.

Ferromagnetische ~ Materialien  haben  eine  sehr  grole  magnetische
Volumensuszeptibilitdt (y, >>0). Ferro-, Ferri- und Antiferromagnetismus sind kollektive
magnetische Eigenschaften. Innerhalb kleiner Kristallbereiche, die als Dominen oder
Weiss’sche Bezirke bezeichnet werden, tritt dabei eine Kopplung der Spins von einander
benachbarten Atomen auf. Sind die Spinmomente innerhalb einer Domédne parallel
ausgerichtet, wird dies als Ferromagnetismus bezeichnet (Abb. 5, links). Eine antiparallele
Ausrichtung der Elektronenspins innerhalb eines Weiss’schen Bezirkes ist charakteristisch fiir
Ferri- und Antiferromagnetismus. In ferrimagnetischen Materialien liegen zwei Arten von
magnetisch Momenten vor (Beispiel: Magnetit, Fe;O4), wobei gleichartige Elektronenspins
innerhalb einer Doméne parallel und unterschiedliche antiparallel ausgerichtet sind (Abb. 5,
Mitte). Die antiparallel ausgerichteten magnetischen Momente 16schen sich gegenseitig nicht
vollsténdig aus, so dass ein Gesamtmoment resultiert und sich diese Materialien dhnlich den

Ferromagneten verhalten. In einem idealen Antiferromagnet heben sich die antiparallel

9
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ausgerichteten Momente vollstindig auf, so dass sie nach auBBen kein magnetisches Verhalten
zeigen (Abb. 5, rechts). Fiir alle kollektiv magnetischen Eigenschaften gilt, dass die
charakteristischen Ordnungen der Spins in den Doménen nur unterhalb einer bestimmten
Temperatur vorhanden sind. Oberhalb der Temperatur verhalten sich Ferro-, Ferri- und
Antiferromagnete paramagnetisch, da die hohe thermische Energie die Spin-Ordnung in den
Dominen zerstort. Bei Ferromagneten wird diese Grenztemperatur als Curie-Temperatur
bezeichnet. Gadolinium ist bei einer Temperatur von unter 20°C (T¢=20°C)
ferromagnetisch, wihrend es bei Raumtemperatur paramagnetisches Verhalten zeigt [34].
Typische ferromagnetische Stoffe bei Raumtemperatur sind Kobalt (Tc = 1121 °C), Eisen
(Tc =768 °C), Nickel (T¢ =360 °C) und deren Legierungen [35]. Bei Ferrimagneten wird die
Grenztemperatur als Neel-Temperatur bezeichnet [36]. Fiir Magnetit und Maghemit ist die
Neel-Temperatur bei Raumtemperatur weit unterschritten (Magnetit: Ty =577 °C [37],
Maghemit: Ty = 675 °C [38]. Demzufolge verhalten sich Magnetit und Maghemit bei

Raumtemperatur ferrimagnetisch.

LI O A I rirititd
rrtrrrtrprete rirititd

Ferromagnetismus Ferrimagnetismus Antiferromagnetismus

Abb. 5: Ordnung der Elektronenspins innerhalb einer Doméne fiir ferro-, ferri- und antiferromagnetische

Materialien.

Die magnetischen Eigenschaften eines Materials werden durch ein du3eres Magnetfeld
induziert. Bereits bei kleinen Feldstirken erreichen Ferromagnete aufgrund ihrer hohen
Suszeptibilitit eine hohe Magnetisierung (M). Die Magnetisierung eines Ferromagneten ist
nicht linear von der Feldstirke H abhdngig, sondern folgt einer so genannten
Hystereseschleife. Eine solche Hystereseschleife ist in Abb. 6 dargestellt und wird auch als
M-H-Kurve oder Hysteresekurve bezeichnet.

Die Gleichrichtung der Doménen bleibt zum Teil auch nach Entfernen des &uBleren
Magnetfeldes erhalten. Die auftretende Restmagnetisierung ist charakteristisch fiir
ferromagnetische Stoffe und wird als Remanenz (Mg) bezeichnet. Sind alle Weiss’schen
Bezirke  parallel  ausgerichtet, erreicht die  Magnetisierung ihr  Maximum

(Sattigungsmagnetisierung, Ms). Die Koerzitivfeldstirke (H¢) ist die Feldstirke, die

10
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aufgebracht werden muss, um das Material wieder vollstindig zu entmagnetisieren.

Permanentmagnete weisen beispielsweise eine hohe Koerzitivfeldstirke auf.

M Ms
/’
e
7/
’
Mk 4 <
// /_— Neukurve
S
/
-He / Hce H
“Mx Abb. 6: Magnetisierungskurve eines ferro- oder
J ferrimagnetischen Materials.
Ms

2.2.2 Superparamagnetismus

Superparamagnetismus ist ein Grenzfall des Ferro- und Ferrimagnetismus und tritt auf,
wenn ferro- oder ferrimagnetische Materialien als Nanopartikeldispersion vorliegen. Das
Besondere einer Nanopartikeldispersion ist, dass die KristallitgroBen der Nanopartikel kleiner
als eine Weiss’sche-Doméne sein kann (Abb. 7). Ist die KristallitgroBe kleiner als eine
magnetische Doménen (z.B. Magnetit oder Maghemit ca. 30 nm) verhalten sich die
Nanopartikel superparamagnetisch [39, 40]. Weshalb jeder Partikel eine einzelne magnetische

Domaéne darstellt.

(A)

Abb. 7: (A) Darstellung der Weiss’schen Bezirke von ferri- oder ferromagnetischen Materialien. (B) Sind ferro-
oder ferrimagnetische Nanopartikel kleiner als eine Weiss’sche-Doméne tritt das Phidnomen des

Superparamagnetismus auf. Abbildung verdndert nach Pankhurst et. al. [39].

Wird ein externes Magnetfeld angelegt, richten sich die Nanopartikel parallel oder
antiparallel zum angelegten Magnetfeld aus. In Losungen ist normalerweise nur die
energetisch giinstigste Achse (parallele Ausrichtung) wichtig [41]. Bei sehr niedrigen

Temperaturen haben die Partikel nicht geniigend Energie, um die Umwandlung zwischen

11
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parallel und antiparallel zu vollziehen. Bei ausreichend hoher Temperatur relaxieren die
Nanopartikel nach Abstellen des Magnetfeldes durch die thermische Energie wieder. Dabei
wird die Wechselrate zwischen parallel und antiparallel innerhalb eines Partikels als Neel

Relaxationsrate (intrinsische Rotation) bezeichnet (zy) [42]:

7y =7, -exp(KV /KT) (GL.7)

Dabei ist K die Anisotropiekonstante, V das Kristallvolumen (Kernvolumen) und
eine Konstante. Die Konstante 7 liegt im Bereich von 10 s [36] bis 10 '’s [43]. Fiir groBe
Partikel ist die Neel-Relaxationszeit sehr lang, wéhrend fiir kleine Partikel (d < 6nm) der
Wechsel zwischen parallel und antiparallel sehr schnell erfolgt und im Nanosekundenbereich
liegt [25]. In wissrigen Losungen wird die Bewegung der Nanopartikel neben der Neel
Relaxationsrate auch durch die Brownsche Relaxationsrate (7r) beeinflusst [44]:

. _ 3V
" kT

(GL. 8)

Die Brownsche Relaxation beschreibt die rotatorische Diffusion der Partikel in einer
Fliissigkeit. Dabei ist 70 die Viskositét des reinen Losemittels, V das Partikelvolumen, kg die
Bolzmannkonstante und T die absolute Temperatur [K].

Die resultierende Magnetisierung (M) superparamagnetischer Nanopartikel in einem

duBeren Magnetfeld kann mittels Langevin-Funktion, L(«), beschrieben werden [45].

_ b H
M = F N, L( T j (GL.9)
L(a) =coth(a) -1/« (GL 10)

Dabei ist M die Magnetisierung der SPIO-Partikel, Fs ist der Quotient aus der Anzahl
superparamagnetischer Maghemit- oder Magnetitkerne und der Anzahl der Eisenatome (N), s
ist das magnetische Moment des Maghemit- oder Magnetitkerns, L(e) ist die Langevin-
Funktion und H beschreibt die angelegten Magnetfeldstirke [41].

Im Gegensatz zu Ferromagnetismus und Ferrimagnetismus (Abb. 6) zeigen
superparamagnetische ~ Materialien in der M-H-Kurve keine Remanenz und

Koerzitivfeldstirke. Die M-H-Kurven superparamagnetischer Nanopartikel verlaufen direkt

durch denn Nullpunkt (Abb. 8) [39].

12
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@ @ Abb. 8: Magnetisierungskurve fiir superparamagnetische

Materialien.

2.3  Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel
2.3.1 Anwendungen superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel

Superparamagnetische Eisenoxidpartikel (SPIOs) finden in der Biotechnologie,
Biomedizin und Diagnostik sehr breite Anwendungen [46]. Magnetische Nanopartikel werden
beispielsweise erfolgreich zur Zellseparation eingesetzt. Dabei werden Eisenoxidpartikel mit
Hilfe von Liganden spezifisch an die Zelloberflichen gebunden, so dass diese dann
magnetisch separiert werden konnen. Dadurch konnen z.B. toxische Substanzen oder
Proteine, DNA und RNA in biologischen Fliissigkeiten von den Zellen getrennt werden [39,
47, 48]. Mit der gleichen Strategie konnen auch teure Substanzen, wie z.B. chirale
Katalysatoren zuriickgewonnen werden [49]. Dabei wird der Katalysator nach der Synthese
iber ein Magnetfeld abgetrennt und kann erneut eingesetzt werden.

Ebenfalls etabliert ist die Anwendung der SPIO-Partikel als Kontrastmittel in der
Magnetresonanztomographie. SPIO-Kontrastmittel verkiirzen die T- und T,-Relaxationszeit
und verbessern z.B. in der Leberdiagnostik die diagnostische Wertigkeit erheblich. Nach
intravendser Applikation werden die SPIO-Partikel schnell von den Zellen des
mononukledren Phagozytensystems (MPS, vgl. Kap. 2.3.4), insbesondere von den
Kupfter’schen-Sternzellen in der Leber, aufgenommen und bewirken dort eine effiziente T,-
Relaxationszeitverkiirzung. Pathologische Gewebebereiche in der Leber wie Metastasen oder
Tumorgewebe besitzen keine Kupffer’schen Zellen, demzufolge werden keine SPIO-Partikel
aufgenommen. Dadurch erscheinen maligne Verdnderungen in der Leber im Vergleich zum
Hintergrund heller. Ein zugelassenes SPIO-Kontrastmittel zur Darstellung herdférmiger

Leberschiden ist das Marktprodukt SHU 555 A (Resovist™). Es ist indiziert zur Detektion
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unklarer Leberldsionen, wenn eine Untersuchung ohne Kontrastmittel keine eindeutige
Diagnose ermdglicht hat [50]. In Abb. 9 ist ein Fallbeispiel dargestellt, es handelt sich um
eine unklare Leberldsion, welche vor Kontrastmittelgabe (links) nicht klar gegen das
umgebende Leberparenchym abgrenzbar ist [51]. Nach Gabe von SHU 555 A ist der Tumor
deutlich erkennbar und gleichzeitig wird eine kleinere Metastase sichtbar (roter Pfeil, Abb. 9).
Weitere zugelassene oder in der klinischen Entwicklung befindliche SPIO-Kontrastmittel sind

in Tab. 3 (S. 21) zusammengefasst.

(A)

Abb. 9: Patient mit einem Gallengangskarzinom in der hepatischen Blutgefalverzweigung. (A) T,-gewichtete
MRT-Untersuchung vor Kontrastmittelgabe. Die Leberldsion ist fast isointens mit umgebendem
Leberparenchym und nicht klar abgrenzbar. (B) 10 min nach intravendser Injektion von 1,4 ml SHU 555 A ist
die Abgrenzung des Tumors deutlich verbessert und zusétzlich wird ein kleinerer Tumorknoten besser sichtbar

(roter Pfeil). Abbildung entnommen aus Blakeborough et al. [51].

Eine nahe liegende Anwendung der SPIO-Partikel ist die Darstellung von
Makrophagen. Wie bereits erwéhnt, werden die SPIO-Partikel vor allem von Zellen des
mononukledren Phagozytensystems aufgenommen (MPS, vgl. Kap. 2.3.4). In entziindlich
verdnderten Geweben ist die Makrophagendichte besonders hoch und folglich die Anwendung
von SPIO-Partikeln fiir die Darstellung entziindlicher Prozesse denkbar. Mehrere Arbeiten
konnten eine erfolgreiche Anreicherung der SPIO-Partikel in arteriosklerotischen Plaques
zeigen [52-55]. Auch der Einsatz fiir die Darstellung von Schlaganfillen, Myokardinfarkten,
Minderperfusion, kardiovaskuldren Ereignissen und Multipler Sklerose, wird in der Literatur
diskutiert [8, 56, 57].

Neben den unspezifischen SPIO-Partikeln gibt es viele Ansétze zum aktiven Targeting
der Partikel. Im Bereich der spezifischen Bildgebung sind Kopplungen der SPIO-Partikel mit
verschiedenen monoklonalen Antikorpern, Peptiden oder Proteinen wie z.B. HER2 [8],
Transferrin, Lactoferrin, Ceruloplasmin, Elastin, Albumin, TAT-Peptide, RGD-Peptid und

Folsdure bereits in der Literatur beschrieben [46]. Eine erfolgreiche, aktive Anreicherung

14



Theoretische Grundlagen

spezifischer Partikel konnte z.B. in vivo fiir Herceptin gekoppelte Eisenoxid-Mangan-
Nanopartikel (MnMEIO-Herceptin) gezeigt werden [11]. Auch Transferrin-positive Tumore
konnten in vivo mittels spezifischer SPIO-Antikdrper-Konjugate nachgewiesen werden [58].

Eine weitere interessante Anwendung superparamagnetischer Nanopartikel ist der
Einsatz in der hyperthermischen Therapie [10, 59]. Dabei werden magnetische Partikel lokal
im pathologischen Gewebe angereichert (z.B. Tumor) und einem externen alternierenden
Magnetfeld ausgesetzt. Durch das Wechselfeld wird Wirme induziert, welche die
Tumorzellen gezielt zerstoren kann. Es konnte bereits in verschiedenen Studien gezeigt
werden, dass die Hyperthermie kombiniert mit der konventionellen Radiotherapie das
Tumorwachstum stiarker hemmte als die Radiotherapie allein [60, 61].

SPIO-Partikel konnen auch zur Markierung mesenchymaler Stammzellen verwendet
werden [62, 63]. Bei vielen genetischen und malignen Erkrankungen oder auch traumatischen
Lésionen ist die Stammzelltherapie ein neuer Hoffungstrager. Stammzellen zeichnen sich
durch ihre Fahigkeit zur pluripotenten Differenzierung aus. Nach Injektion von Stammzellen
besteht somit die Hoffnung, dass sich die Zellen z.B. zu Knochen, Sehnen, Knorpel oder
Nervengewebe differenzieren. Werden die mesenchymalen Stammzellen (MSCs) vor
Transplantation durch SPIO-Partikel markiert, kann der Verbleib der Zellen im Kdrper mittels
MRT verfolgt werden (,,cell tracking™). So wurden zum Bespiel in vivo mit SPIO-Partikeln
markierte mesenchymale Stammzellen nach intramyocardialer Injektion in den Infarktbereich
[64, 65] und markierte B-Zellen der Langerhans Inseln des Pankreas nach hepatischer
Transplantation mittels MRT dargestellt [66].

Eine viel versprechende Anwendungsmoglichkeit fiir magnetische Eisenoxidpartikel
ist dartiber hinaus der Einsatz als gezielter Arzneistofftrager (,,drug delivery*). Idee dabei ist,
die mit Wirkstoff gekoppelten magnetischen Nanopartikel nach Injektion mit Hilfe von
externen Magnetfeldern im erkrankten Gewebe anzureichern und zu fixieren. Wenn der
wirkstoftbeladene Triger im Zielgewebe konzentriert ist, kann der Wirkstoff freigesetzt
werden. So kann lokal eine therapeutisch wirksame Arzneistoffkonzentration erreicht werden,

wihrend toxische Nebenwirkungen im gesunden Gewebe vermieden werden konnen [3].

2.3.2 Aufbau und Struktur der SP10-Partikel

Die SPIO-Partikel in der vorliegenden Arbeit sind aus einem magnetischen
Eisenoxidkern und einer Hiille aufgebaut (Abb. 10). Nanopartikel in Dispersionen besitzen

eine groBe Oberfliche und neigen sehr stark zu Agglomeration. Zur Stabilisierung der
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Nanopartikel in Losung ist eine Beschichtung erforderlich. Die Beschichtung bzw. das
Hiillmaterial ist ein Dextranderivat (Carboxydextran, M,, ~3500 g/mol, M, ~ 2000 g/mol)

und verhindert durch sterische Stabilisierung eine Agglomeration der Eisenoxidkerne.

Eisenoxidkern

OH

Carboxydextran H"t\' o
HO
OHO

HO
1 < 0]
HO - A
12413

OHg

Wy
3
3

Ho {
L S

—\—OH
N i

OH Na*

Abb. 10: Schematischer Aufbau der mit Carboxydextran beschichteten SPIO-Partikel.

Die Kerne bestehen, nach basischer Fallung, vorrangig aus Magnetit Fe;O4. Diese
werden dann sorgfiltig zu Maghemit (y-Fe,Os) oxidiert. Die kristalline Struktur des Kerns
besteht vorrangig aus Maghemit und zu geringem Anteil aus Magnetit. Beide
Kristallstrukturen sind isomorph und eine Form der inversen Spinell Struktur (AB,X4 = Fe;04
bzw. Fe''(Fe'™),04), bei der die Sauerstoffatome kubisch sehr eng gepackt sind (Abb. 11). Im
Magnetit ist ein 1/3 der Eisenionen tetraedrisch und 2/3 sowohl tetraedrisch als auch

oktaedrisch (Fe*":Fe" Verhiltnis 1:1) von Sauerstoff umgeben.

O Sauerstoff

O Eisen-(II)-lonen

Abb. 11: Schematische Darstellung der inversen
Spinell Struktur von Magnetit und Maghemit.
isen- -lonen ildung veréndert nach Wang et. al. .

® = (ID-I Abbildung d h Wang et. al. [40]

Beide Kristallstrukturen (Maghemit und Magnetit) sind ferrimagnetisch. Wenn jedoch
die PartikelgroBen kleiner als eine Weiss’sche-Doméne (ca. 30 nm) sind, verhalten sich die

Partikel superparamagnetisch (vgl. Kap. 2.2.2).
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2.3.3 Relaxationstheorie superparamagnetischer Eisenoxidpartikel

Die Relaxationstheorie fiir superparamagnetische Eisenoxidpartikel ist von der
Theorie fiir paramagnetische Substanzen abgeleitet. Daher ist es sinnvoll, zundchst die
paramagnetische Relaxation zu betrachten.

Die paramagnetische Relaxation der Protonen in Wasser hat ihre Ursache in den
Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen den Protonen-Kernspins und dem fluktuierenden
lokalen Magnetfeld, welches durch die ungepaarten Elektronen-Spins der paramagnetischen
Substanz hervorgerufen wird. Die Protonen in der Umgebung des Kontrastmittels werden

eingeteilt in innere (,,inner-sphere*) und duBere Schicht (,,outer-sphere®) [67] (Abb. 12).

“*«._“inner-sphere” _.-*~  “outer-sphere”

Abb. 12: Dargestellt sind die Beitridge zur effektiven Korrelationszeit der Protonen (t.) unter Einfluss eines
paramagnetischen Kontrastmittels. Die innere Schicht (,,inner-sphere®) beschreibt die Protonen in direkter
Umgebung des Kontrastmittels. Die Wassermolekiile, die sich nicht in der ersten koordinierten Schicht des
Kontrastmittels befinden, werden zur so genannten &uBleren Schicht (,,outer-sphere®) gezéhlt. Die effektive
Korrelationszeit wird beeinflusst durch die Austauschrate zwischen innerer und duflerer Schicht (t,,), durch die
Elektronenspin-Relaxation des paramagnetischen Ions (ts) und durch die Rotation des paramagnetischen lons

(t,). Abbildung verdndert nach Krause et. al. [31].

Der Anteil der ,,inner-sphere” Relaxation ist geprdgt von den Wechselwirkungen
zwischen den Elektronenspins der paramagnetischen lonen und den Protonen in der ersten
koordinierten Schicht des Kontrastmittels. Die R;- und R,-Relaxivititen fiir die Protonen der
Wassermolekiile in der inneren Schicht konnen mit Hilfe der Solomon-Bloembergen-
Gleichung [67] errechnet werden. Die effektive Korrelationszeit wird durch die Rotation des

paramagnetischen Zentrums (7)), die Elektronenspin-Relaxation des paramagnetischen lons
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(75) und durch die Austauschrate der Wassermolekiile zwischen innerer und duflerer Schicht

(7m) beeinflusst:

L=i+i+L (Gl 12).

T T T T

C r S m

Im Falle von gadoliniumhaltigen Kontrastmitteln ist der Anteil der ,,inner-sphere*
Relaxation an der Gesamt-Relaxation ca. 50 % [25]. Wenn der Anteil der Wassermolekiile in
der Hydrathiille des paramagnetischen Kontrastmittels sinkt, gewinnt der Mechanismus der
,outer-sphere Relaxivitit zunehmend an Bedeutung. Die ,,outer-sphere Relaxation kann mit
Hilfe der Feed Dichte-Funktion (Jr(®)) theoretisch errechnet werden und ist in der Literatur
von Lauffer [68] und Konig, Kellar [69] ausfiihrlich beschrieben.

Durch  die hohe Ordnung im  Kristallgitter ~ superparamagnetischer
Eisenoxid-Nanopartikel sind die Wechselwirkungen zwischen den Elektronen in der
Hydrathiille jedes Fe**-Ions mit den umgebenden Wasserprotonen nur geringfiigig vorhanden.
Lediglich an der Kristallgitteroberfliche konnten Interaktionen zwischen Fe’'-Ionen und
Wassermolekiilen in der Bulkldsung auftreten. Durch das Carboxydextran auf der Oberflache
sind jedoch nur sehr wenige oder sogar keine freien Fe’*-Ionen zuginglich, so dass der
Beitrag der ,,inner-sphere® Relaxation im Falle von superparamagnetischen Nanopartikeln nur
sehr gering ist und vernachlassigt werden kann.

Roch, Gillis und Muller prisentierten 1992, abgeleitet von der ,outer-sphere*
Relaxationstheorie fiir paramagnetische lonen, die erste Theorie zur Relaxation von Protonen
in Gegenwart von superparamagnetischen Nanopartikeln [70]. Die ersten 1/T; und 1/T;
NMRD (nuclear magnetic relaxation dispersion) Profile superparamagnetischer Nanopartikel
wurden 1995 von Konig und Kellar beschrieben [69]. Roch und Gillis erweiterten das Modell
fiir die Relaxation magnetischer Nanopartikel fiir alle Larmorfrequenzen und betrachteten
zusitzlich den dominierenden Einfluss der Anisotropie bei niedrigen Feldern und den
geringen Einfluss der Anisotropie bei hohen Feldern [71] (vgl. Anhang Kap. 8.2, S. 122). In
threr Arbeit beschreiben sie die theoretische Abhéngigkeit der longitudinalen und
transversalen Relaxivitdit (R; und R;) von der Partikelgroe fiir den gesamten
Frequenzbereich (Abb. 13).

Wie in Abb. 13 zu sehen, weist die Relaxivitdt R; im niedrigen Frequenzbereich fiir
alle PartikelgroBen ein Plateau auf, mit hoéher werdender Larmorfrequenz steigt die
Relaxivitdt sprunghaft an und fallt dann bei hohen Larmorfrequenzen gegen Null ab. Die

transversale Relaxation zeigt einen dhnlichen Verlauf, wobei die Relaxivitit auch bei hohen
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Larmorfrequenzen nicht gegen Null abfillt, sondern in Abhédngigkeit von der Partikelgrofle

ein charakteristisches Plateau erreicht.
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Abb. 13: Verdndert nach Roch A, Muller RN und Gillis P, Journal of Chemical Physics 1999 [71]. (A)

Dargestellt ist der Einfluss der Partikelgroe auf die longitudinale Relaxivitdt als Funktion der Lamorfrequenz.

(B) Darstellung der Abhingigkeit der transversalen Relaxivitit iiber den gesamten Larmorfrequenzbereich fiir

unterschiedliche Partikelgrofen superparamagnetischer Nanopartikel (60 MHz = 1,41 Tesla).

Fir die Anwendung SPIO-basierter Kontrastmittel ist vor allem die Relaxivitdt bei

hoheren Larmorfrequenzen relevant, da die klinischen Scanner bei hohen Magnetfeldstirken

messen (1,5 bis 3 Tesla). Wird eine Frequenz von 60 MHz (1.41 Tesla) betrachtet, ergibt sich

anndhernd ein linearer Anstieg der Relaxivitit (R;) mit zunehmender Partikelgrof3e (Abb. 14

[71]). Die R;-Relaxivititen bei 60 MHz werden hingegen nicht so stark von der PartikelgrofB3e

beeinflusst.
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Abb. 14: Darstellung der Relaxivitit R, im
hochfrequenten Feld (60 MHz) in Abhéingigkeit von
der PartikelgroBe [71].
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2.3.4 Pharmakologie von SP10-Partikeln
Pharmakokinetik

Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel werden nach intravendser Applikation
rasch im intravaskuliren Raum verteilt. Durch eine selektive Aufnahme in Zellen des
mononukledren Phagozytensystems (MPS) [8, 40] werden die Partikel schnell aus dem Blut
bzw. Plasma entfernt.

Das MPS wurde frither auch als Retikuloendotheliales System (RES) bezeichnet und
beschreibt die Gesamtheit aller Zellen des retikuldren Bindegewebes. Das MPS ist als Teil der
unspezifischen Immunabwehr und unter anderem fiir den Abbau iiberalterten oder
geschidigten korpereigenen Gewebes sowie eingedrungenen korperfremden Materials (z.B.
Bakterien) verantwortlich. Diese Aufgabe wird zu einem wesentlichen Teil von Makrophagen
tibernommen, welche diese Materialien aufnehmen (= phagozytieren) und teilweise
intrazellular abbauen. Das MPS wird in zwei Hauptgruppen unterteilt: die frei zirkulierenden
Monozyten und die fixierten (bzw. nicht zirkulierenden) Makrophagen im Gewebe. Frei
zirkulierende Monozyten sind z.B. neutrophile Granulozyten und Makrophagen im Blut.
Ortsstandige Makrophagen, so genannte Histiozyten kommen in vielen Geweben vor und sind
gewebsspezifische Makrophagen [72]. Zu Thnen gehoren z.B. Kupffer’sche-Sternzellen in der
Leber, Makrophagen in der Milz (rote Pulpa), alveolire Makrophagen in der Lunge,
interdigitierende dendritische Zellen in den lymphatischen Organen und Langerhans-Zellen in
der Epidermis der Haut und in den Schleimhiuten.

Szintigraphische Untersuchungen zugelassener Kontrastmittel mit radioaktiv
markierten Eisenoxid-Formulierungen (*’Fe) zeigen, dass die Eisenoxid-Nanopartikel vor
allem von Makrophagen in Leber, Milz und Knochenmark aufgenommen werden (Tab. 2,

Humandaten) [73-76].

Tab. 2: Verteilung zugelassener SPIO-Kontrastmittel (*’Fe-gelabelt) im Korper eine Stunde nach Applikation.

Substanz Leber (human) Milz (human)
Endorem® (AMI-25) [73] 82,6 % 6,2 %
Resovist” (SHU 555 A ) [76] 80 % 8-9 %

Da die Pharmakokinetik der verschiedenen Eisenoxid-Nanopartikel stark von der

Dosierung, der Partikelbeschichtung, GroRe, Partikelmatrix und Ladung der Partikel [12-15]
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abhéngig ist, variieren die Bluthalbwertszeiten in Humanstudien von einer Stunde bis hin zu

24-36 Stunden (Tab. 3 [8]).

Tab. 3: Ubersicht iiber in der klinischen Entwicklung befindliche und zugelassene superparamagnetische

Kontrastmittel und deren charakteristischen Eigenschaften [8].

Beschichtung dy t,, (human, Relaxivitat”
Substanz | Handelsname | juimaterial) | (nm) | Klinische Dosis) | (mMs?)
. ® 2.4-3.6 h R, =9.7
SHU 555 A Resovist Carboxydextran 60 (8-12 pmol/kg) R, = 189
L ® 6 h R, =10.7*
SHU 555 C Supravist Carboxydextran 20 (40 umol/ke) R, = 38*
Endorem® 120- 2h R, =10.1
Al et o 180 | (30 umol/kg) | Ro=120
Sinerem® 24-36 h R;=9.9
AMI-227 Combidex® Dextran 15-30 (45 pmol/kg) R, =65
Ferumoxytol i Carboxymethyl- 30 10-14 h Ry =15
(Code 7228) dextran (18-12 pmol/kg) R, =89
) ® PEG-ylierte 6h Ry =155
NC 100150 Clariscan Stirke 20 (36 umol/kg) R, = 36
VSOP-C184 _ i 7 Wl i LS G

(15-75 ymol/kg) | R, =334

1) Relaxivititen bei 1,5 T und 37 °C, in Wasser oder *Plasma gemessen

Fiir alle Eisenoxid-Nanopartikel sind die Bluthalbwertszeiten dosisabhéngig. Hohe
Dosierungen von SPIO-Partikeln bewirken aufgrund einer nur begrenzten Phagozytose-
Kapazitdt in Leber und Milz eine verldngerte Bluthalbwertszeit [77]. Im GroBenbereich der
angewandten klinischen Dosierungen spielt jedoch die fortschreitende Sattigung der
Makrophagen noch keine Rolle.

Die Beschichtung und Ladung der Partikel beeinflussen ebenfalls die Kinetik [78].
Ionisches Dextran, wie z.B. Carboxydextran oder Carboxymethyldextran, werden in vitro
schneller von Makrophagen aufgenommen und zeigen bei gleich bleibender PartikelgrofB3e in
vivo eine kiirzere Bluthalbwertszeit als Partikel mit nichtionischer Dextran-Beschichtung
(Tab. 3) [18, 20, 79].

Wenn die Beschichtung und Matrix der Partikel gleich ist, hingt die Aufnahme der
Partikel stark von ihrer Grofle ab [80]. Kleinere Partikel zirkulieren, bedingt durch eine
verlangsamte Aufnahme in die Kupffer’schen-Zellen, ldnger im Blutkreislauf und
akkumulieren stirker im Knochenmark und in den Lymphknoten als groBere Partikel
(AMI-25 verglichen mit AMI-227 und SHU 555 C verglichen mit SHU 555 A) [14, 81].
Aufgrund der lidngeren Bluthalbwertszeit werden kleinere Partikel (USPIO, Ultrasmall
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Superparamagnetic Iron Oxide Particles) bevorzugt fiir T;-gewichtete angiographische
Untersuchungen eingesetzt [82-84]. GroBere Partikel hingegen werden schnell von der Leber
aufgenommen und sind in der klinischen Praxis etablierte Kontrastmittel zur Diagnostik
unklarer Leberldsionen (T,-gewichtet, vgl. Abb. 9, S. 14) [50, 85-87].

Die Bluthalbwertszeiten beim Menschen sind meist ldnger als die im Tierversuch
(Ratte, Hund) bestimmten Bluthalbwertszeiten [8, 76]. So betrdgt die Bluthalbwertszeit von
kleinen Carboxydextran beschichteten SPIO-Partikeln (SHU 555 C) bei Ratten nur rund
35 min (50 pmol/kg), beim Menschen hingegen ca. 6 Stunden (40 pmol/kg) [82]. Im
Vergleich zur klinischen Humandosis werden im Tierversuch héufig hohere Dosierungen
(200 pumol bis 1000 umol Fe/kg) verwendet [8].

Neben der szintigraphischen *’Fe-Methode wurden auch Studien durchgefiihrt, welche
die T,-Relaxationsraten im MRT (T,-Methode) zur Bestimmung pharmakokinetischer
Parameter verwenden [74, 76, 86]. Die Aufnahme der SPIO-Partikel in die Zellen des MPS
wird von diesen Studien bestitigt. Ein direkter Vergleich der Bluthalbwertszeiten beider
Methoden ist jedoch genau abzuwidgen, da MRT-inaktive Metabolite (z.B. oxidierte
Verbindungen und Hydroxide) mittels der T,-Methode nicht erfasst werden [8, 74]. Ein
Vergleich der experimentellen Methoden fiir Carboxydextran beschichtete Partikel
(SHU 555 A) zeigt, dass die Bluthalbwertszeit nach T,-Methode etwas kiirzer bestimmt wird
(12 min) als bei der *’Fe-Methode: (17.5 min; biphasischer Verlauf, 2. Halbwertszeit: 66 min

[76]).

Metabolisierung und Ausscheidung

Die genaue Metabolisierung bzw. der Abbau der Partikel in den Zellen des
mononukledren Phagozytensystems (MPS) ist bisher noch nicht vollstindig aufgeklart [88].
Bekannt ist, dass sich die SPIO-Partikel nach Aufnahme in die Zellen des MPS in den
intrazelluldren Vesikeln anreichern [89-92]. Arbab et al. konnte ferner zeigen, dass durch
Phagozytose entstehende Endosomen mit Eisenoxidpartikeln angereichert sind und diese mit
intrazelluldren Lysosomen zu Endolysosomen verschmelzen [88]. Miiller et al. beschrieb
ebenfalls, dass sich dextranbeschichtete Ferumoxid-10 Partikel in Lysosomen und Endosomen
sehr stark anreichern [93]. Die Ferumoxan-10 Partikel (AMI-227) werden innerhalb von
sieben Tagen in den lysosomalen Kompartimenten der Makrophagen abgebaut [94]. Unter
Einfluss von hydrolytischen Enzymen, Proteinen und einem niedrigen pH-Wert (~ 4.5) in den

Lysosomen werden die SPIO-Partikel in Eisen und Sauerstoff abgebaut [84]. Das Eisen wird
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anschlieBend in den physiologischen Eisenstoffwechsel eingeschleust [74, 88, 90, 91].
Letztendlich wird das Kontrastmittel-Eisen in Form von Ferritin in den Eisenspeicher
aufgenommen und auf die gleiche Weise metabolisiert wie physiologisch verfiigbares Eisen
[95]. Der Eisenstoffwechsel des Menschen mit Transferrin fiir den Eisentransport sowie
Ferritin und Héamosiderin als Depot- oder Reserve-Eisen ist in Abb. 15 schematisch

dargestellt.

, Fe¥t 1, Eisenverluste
Eisenzufuhr: o Mann ~1 mg/T
10-20 mg/Tag 2+ . ©Tag
Fe Frau ~2 mg/Tag
— Duodenum
“Mukosablock” )
vV
Resorption  Erythrozyte
1-2 mg/Tag Hiémoglobin /
~2500 mg
Myoglobin \ 3’ o o
. 130 mg \ 4
& Transferrin
%D Transport im Blut jorl duferzellen
<+ ~4 mg O\ (Retiklozyten)
C : Knochenmark
Enzyme o N
-3 Ferritin ,
mg N . . Fe’t )
Héamosiderin N4
(Leber, Milz, Knochenmark) T
) ~1000 mg Makrophagen
Serum Eisen (Leber, Milz,
~80 mg Knochenmark)

Abb. 15: Schematische Darstellung des Eisenstoffwechsels beim Menschen.

Ein Anstieg der Ferritin-Level wurde fiir verschiedene SP1O-basierende Kontrastmittel
festgestellt [96-98]. Studien mit *’Fe-markiertem Eisen zeigen, dass das Eisen aus dem
Kontrastmittel analog dem korpereigenen Eisen in Hdmoglobin der Erythrozyten eingebaut
wird. Mit Hilfe von *Fe-Carboxydextran beschichteten Partikeln konnte gezeigt werden, dass
nach sechs Wochen 72 % der applizierten Dosis im Himoglobin wieder zu finden sind [76].
Auch fiir *’Fe-Dextran beschichtete Partikel (AMI-25) konnte gezeigt werden, dass das Eisen
aus den Partikeln in das Himoglobin der Erythrozyten eingebaut wird [73]. Wie das endogene
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Eisen wird auch das Kontrastmittel-Eisen nur sehr langsam aus dem Korper ausgeschieden.
Gesunde Méanner haben im Normalfall eine Eisenausscheidung von ca. 1 mg pro Tag. Frauen
im gebérfahigen Alter scheiden etwa 2 mg pro Tag aus. Die tiglichen Eisenverluste kommen
vor allem durch Zellabschilferungen (insbesondere Magen-Darm-Kanal) und/oder durch
Blutverluste wiahrend der Menstruation zustande [99]. Das Eisen aus dem Kontrastmittel
verbleibt mehrere Tage bis Wochen im Organismus. Der genaue Einfluss der Groe und der
Beschichtung der Partikel auf die Abbaugeschwindigkeit und die Art des Abbaus ist dabei
weitgehend ungeklirt und wurde bisher nur wenig untersucht [12, 20].

Die Eliminierung des Hiillmaterials Carboxydextran erfolgt hauptsichlich iiber die
Nieren. So konnte in tierexperimentellen Untersuchungen (bei der Ratte) gezeigt werden, dass
tiber 70 % des Carboxydextrans in SHU 555 A renal eliminiert wird. Circa 20 % des
Carboxydextrans zeigen eine dhnliche Verteilung wie die Eisenoxidkerne von SHU 555 A,
akkumulieren in den Organen des MPS (vorrangig Leber und Niere) und werden {iber die

Leber verstoffwechselt [50].

2.4 Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung

Es ist bekannt, dass die Grofle und PartikelgroBenverteilung von SPIO-Partikeln einen
Effekt auf die Partikelstabilitit, die Pharmakokinetik sowie auf den Kontrast im MRT hat
[13]. Eine detaillierte Charakterisierung der Partikelgroen und Verteilungen ist daher von
groBer Bedeutung. Die PartikelgroBenverteilungen von SPIO-Partikeln wurden aber bisher
nur wenig untersucht. Neben etablierten Charakterisierungsmethoden wie analytische
Ultrazentrifugation, Transmissionselektronenmikroskopie, Kleinwinkel-Rontgenstreuung und
dynamische Lichtstreuung wurde die Anwendbarkeit einer asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-
Fraktionierung (A4F) als Methode der pharmazeutischen Analytik zur Analyse der
hergestellten SPIO-Chargen gepriift. Im folgenden Kapitel werden daher Anwendungen der
A4F und das Trennprinzip vorgestellt.

2.4.1 Trennprinzip der A4F

Die Feld-Fluss-Fraktionierung (FFF) wurde in den sechziger Jahren von Giddings
entwickelt und umfasst ein breites Spektrum an analytischen Separationstechniken, wie die
Sedimentations-Gravitations-FFF, die Thermische FFF, die Elektrische-FFF und die Fluss-
FFF [100, 101]. Zur Familie der Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierungen gehort die asymmetrische
Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (A4F) [102-106]. Das zugrunde liegende Trennprinzip
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(Abb. 16) ist vergleichbar mit anderen chromatographischen Methoden. Dabei wird die zu
analysierende Probe iiber eine Probenschleife injiziert und anschlieBend iiber ein Kraftfeld
aufgetrennt. Die Trennwirkung der A4F-Methode beruht auf einer spezifischen Verteilung der
verschiedenen Probenbestandteile in Bereichen unterschiedlicher Stromungsgeschwindig-

keiten.

> % =
. . S)
Tragerstrom  parabolisches — &6 % g

Flussprofil Py 5 & Mermb
/ & A / embran
—4—4—!———;l— = P WS PSRN I ot .
\_*_+_+_‘+—*_*_+_+—14— pordse Fritte
Querfluss

Abb. 16: Trennprinzip der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung.

Die Separation erfolgt in einem trapezformigen, schmalen, flachen Kanal (um-
Bereich). In dem Kanal bildet sich, vergleichbar mit dem Meniskus in einer Kapillare, ein
laminarer Fluss mit einem parabolischen Flussprofil (Abb. 16). Senkrecht zum laminaren
Tragerstrom wird ein zweiter Fluss, der so genannte Querfluss, angelegt. Der Querfluss
verldsst den Kanal durch eine spezielle Membran an der Unterseite und bewirkt eine
Anreicherung der Probe in den unteren Schichten des Kanals. Dem entgegen wirkt die
Diffusion (Brownsche Molekularbewegung). Je groBer der Diffusionskoeffizient eines
Teilchens ist, desto stirker kann es gegen den Querfluss Richtung Kanalmitte diffundieren.
Innerhalb eines bestimmten Zeitraumes stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
Querflusskraft und Diffusionskraft ein. Fiir jedes Teilchen resultiert daraus ein
charakteristischer Gleichgewichtsabstand von der Kanalunterseite. Das parabolische
Flussprofil des Tragerstroms bewirkt, dass wandnahe Schichten deutlich langsamer durch den
Kanal stromen als die Schichten in der Mitte. Somit werden kleinere Partikel, welche einen
vergleichsweise groBlen Abstand zur Kanalunterseite haben, aufgrund der hoheren
Fliessgeschwindigkeit in der Kanalmitte schneller eluiert als groere Partikel.

Fiir einen idealen Trennverlauf (normale Elution) sind die Retentionszeiten, t, in der
A4F umgekehrt proportional zum Diffusionskoeffizienten (D).

= Gl 13
oV, (GL 13)

Die Retentionszeit ist die Zeit, die die Nanopartikel oder Molekiile bei angelegtem

Querfluss zum Durchwandern der A4F-Kanals bendtigen. Sie ist abhéingig vom
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Diffusionskoeffizienten, von der Totzeit (tp), vom Volumen des Kanals (Vp), von der
Kanalhohe w und dem angelegten Querfluss V¢. Die Totzeit ist fiir alle untersuchten Proben
gleich, denn es ist die Zeit, die der Eluent bendtigt, um durch den A4F-Kanal zu wandern.

Unter Annahme einer sphirischen Partikelform kann mit Hilfe der Stokes-Einstein
Gleichung aus dem Diffusionskoeffizienten der hydrodynamische Radius, Ry, errechnet
werden:

=—l Gl 14
6r-n,-D ( )

Dabei ist kg die Bolzmannkonstante (~ 1,38-107> J/K), T die absolute Temperatur und
10 die dynamische Viskositét des Losemittels.

Fir sehr grofe Partikel (>1um) kann die Trennung invers verlaufen. Das
Trennprinzip der so genannten Sterischen Elution wurde erstmals von Giddings und Myers
beschrieben [107]. In diesem speziellen Fall sind die Partikel so groB3, dass sie in Folge des
Querflusses zwar auf der Membran aufliegen, jedoch so weit in den Kanal hinein ragen, dass
sie einer schnelleren Stromungsgeschwindigkeit ausgesetzt sind und entsprechend friiher

eluiert werden (Abb. 17) [108].

Trdgerstrom  parabolisches »
\ "= Flussprofil

I

{
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Abb. 17: Trennprinzip der sterischen Elution.

Die Berechnung der PartikelgroBen direkt aus den Retentionszeiten (GIl. 13 und GL
14) hat sich in der Vergangenheit als storungsanfillig erwiesen. So gilt die ideale
Elutionstheorie z.B. nur fiir sphirische Partikel und unter der Voraussetzung, dass keinerlei
Wechselwirkungen zwischen Probe und Membran auftreten. Des Weiteren konnen die
Retentionszeiten auch durch Temperaturschwankungen, elektrostatische AbstoBungen
zwischen den Partikeln, durch Uberladungseffekte oder die Zusammensetzung des Eluenten
beeinflusst werden [105, 109, 110]. Da sich stérende Effekte und Wechselwirkungen in der
Praxis nicht vollig ausschlieBen lassen, ist die Berechnung der absoluten GroBen- und
Molmassenverteilungen allein iiber die Retentionszeiten hdufig mit Fehlern behaftet.

Sinnvoller ist es, die GroBen- und Molmassenverteilung einer Probe mit nachgeschalteten
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Detektoren wie z.B. UV, RI, MALLS oder DLS zu bestimmen. Empfehlenswert ist nicht nur
die Kombination mit Konzentrationsdetektoren (UV, IR), sondern vor allem die Kopplung mit

Detektoren, die Molmassen bzw. PartikelgroBen direkt auswerten konnen (vgl. Kap. 2.4.3).

2.4.2  Anwendungen der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung

Der grofite Vorteil der A4F ist die Anwendbarkeit der Methode in einem sehr breiten
GroBenbereich. So konnen Partikel zwischen 2 nm und 100 um und Makromolekiile zwischen
1kDa und mehreren GDa analysiert werden [111]. Dieser breite Analysenbereich macht die
A4F vor allem in der Polymer- und Biochemie zu einer wertvollen Analysenmethode. So
wurden viele verschiedene Proteine wie z.B. humane Plasmaproteine, Thyreoglobulin,
Aldolase und Ferritin mit der A4F erfolgreich untersucht [101, 112, 113]. Durch die
Separation ist es dabei auch mdglich, die Mono-, Di- und Trimere von Rinder- und humanem
Serum Albumin zu unterscheiden oder verschiedene Immunglobuline voneinander zu trennen
[101, 114, 115]. Auch Proteinagglomeration und Wechselwirkungen zwischen Arzneimitteln
und Plasmaproteinen konnen mittels A4F gut untersucht werden [116, 117]. Komplexere und
biologische Proben wie DNA, Ribosomen, Bakterien und Viren konnen ebenfalls mittels A4F
analysiert werden [118].

Die Untersuchung von Makromolekiilen mittels A4F hat eine besondere Bedeutung.
Viele verschiedene Polymere und Polysaccharide wie: z.B. Polyvinylpyrolidone [119]
Xanthane, «-Carrageene [120], wie Dextran wund Pullulan [121] und auch
Polyaminosaccharide wie Chitosan [122, 123] konnten auf diese Weise ausfiihrlich
charakterisiert werden. Besonders vorteilhaft ist dabei, dass eventuelle Verunreinigungen in
Losungen wie beispielsweise lonen durch die Membran abgetrennt werden und dass auch die
Molmasse sehr breit verteilter Makromolekiile sehr gut bestimmt werden kann [124]. Bisher
beschreiben nur wenige Arbeiten die Anwendung der A4F zur Analytik von wissrigen,
magnetischen Fliissigkeiten [125, 126].

Verglichen mit etablierten Methoden zur PartikelgroBenbestimmung wie analytische
Ultrazentrifugation (AUZ), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und dynamische
Lichtstreuung (DLS ,,in-batch*) hat die A4F viele Vorteile. So konnen mittels A4F, dhnlich
der AUZ, auch komplexe Partikelgroenverteilungen bestimmt werden. Die Partikel eluieren,
je nach GroBe, zu unterschiedlichen Zeiten, so dass durch die Kopplung mit verschiedenen
Detektoren (DLS, MALLS und UV, vgl. Kap. 2.4.3) die PartikelgrBen zu jedem Zeitpunkt

der Trennung bestimmt werden konnen. Héufig ist bei einer ,,in-batch® Methode die
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Auflosung der PartikelgroBenverteilung problematisch. Werden die Partikel jedoch vor der
Analyse mittels A4F aufgetrennt, ist dieses Problem stark reduziert. Zusitzlich konnen Staub
und Aggregate in der Dispersion das Ergebnis nicht verfdlschen. Dies stellt gegeniiber der
dynamischen Lichtstreuung (,,in-batch®), die gerade bei breiten oder polymodalen
Verteilungen an ihre Grenzen stof3t, einen sehr gro3en Vorteil dar [127]. Auch verglichen mit
der  Transmissionselektronenmikroskopie  birgt die A4F einige Vorteile. Die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ermdglicht eine visuelle Darstellung der Partikel
und kann Informationen zur GréBe und Form der Partikel geben. Problematisch ist jedoch die
Probenvorbereitung. Dabei werden die Proben auf einem Grid getrocknet und anschlie3end
vermessen. Aggregate, welche im TEM sichtbar sind, konnen entweder den realen
Verhiltnissen in Losung entsprechen oder aber durch die Probenpriparation entstanden sein.
Ferner ist die Beschichtung bei Kern/Hiille Strukturen nicht immer sichtbar, da das
Hiillmaterial durch den Trocknungsprozess kollabieren kann oder der Kontrast im TEM nicht
ausreicht. Ein TEM-Bild liefert zudem nur einen kleinen, stichprobenartigen Ausschnitt aus
der Gesamtprobe. Zur Bestimmung der mittleren Partikelgroe sind jedoch viele
zeitaufwendige Messungen erforderlich, um ein statistisch sicheres Ergebnis erzielen zu
konnen. Die A4F misst hingegen direkt die Verhidltnisse in wéssriger Losung und spiegelt die
Verhiltnisse der Gesamtprobe wider.

Verglichen mit anderen Separationsmethoden wie der Gelpermeationschromatographie
(GPC) kann die A4F in einem breiteren Molmassen und GroBenbereich angewandt werden
und ist eine sehr gute Alternative. Die GPC ist durch eine MaximalgroBe, die so genannte
Ausschlussgrofle (engl. ,,exclusion limit*) limitiert. Partikel oder Polymere, die zu grof3 sind,
um in die Poren der stationdren Phase eindringen zu kdnnen, werden nicht aufgetrennt. Auch
geladene Partikel sind mittels GPC hiufig problematisch zu analysieren, weil sie vielfdltige
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase aufweisen konnen. Auch stark adsorbierende
Proben konnen in der GPC-Trennsdule festgehalten werden und die Interpretation der
Ergebnisse erschweren [128]. In der A4F wird keine stationdre Phase verwendet, lediglich die
Membran konnte mit geladenen oder stark adsorbierenden Proben Wechselwirkungen
verursachen, jedoch ist die zur Verfiigung stehende Oberfldche sehr gering. Vergleichende
Untersuchungen zwischen GPC und A4F konnten zeigen, dass beide Methoden qualitativ
gleichwertige Ergebnisse liefern bzw. groflere Makromolekiile (> 50kDa) teilweise sogar

besser mit der A4F aufgetrennt werden kdnnen [123, 129, 130].
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2.4.3 Gerateaufbau der verwendeten A4F-Methode

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Separationsanlage ist in Abb. 18 dargestellt.
Die Messparameter der verwendeten Methode werden ausfiihrlich in Kapitel 3.2.4
beschrieben. Die Kopplung mit einem Mehrwinkellichtstreudetektor (MALLS) ist etabliert
und in der Literatur flir viele Anwendungen bereits beschrieben. So wurde die A4F/MALLS
Kopplung bereits erfolgreich zur Grofenbestimmung von Polystyrol-Partikeln [131],
Gelatine-Nanopartikeln [132] und zur Analytik verschiedener Biopolymere, wie z.B.
k-Carrageene und Xanthane [120], Pullulane und Dextrane [121] sowie Chitosane eingesetzt
[133].

Eine Besonderheit der verwendeten Anlage ist die direkte Kopplung mit einem
dynamischen Lichtstreudetektor (DLS, vgl. 2.4.4). Durch eine technische Weiterentwicklung
ist der DLS-Detektor in der Lage wihrend der gesamten A4F-Trennung kontinuierlich zu
messen. Es ist nicht mehr notwendig ist, den Trigerstrom anzuhalten, um dynamische

Lichtstreudaten zu gewinnen.

Rechner Rechner
AF2000 DAWN DSP

i
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5 4 MALLS Detektor
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Abb. 18: Aufbau der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung: AF-2000 Focus System mit Trennkanal
und Pumpen (PN 1122 Solvent Delivery Systems) von Postnova Analytics GmbH (Landsberg, Deutschland).
Gekoppelte Detektoren: UV Detektor (SPD-M20A Diode Array Detektor) und Lichtstreudetektor mit statischer
und dynamischer Lichtstreuung (PN 3000) von Postnova Analytics GmbH. Brechungsindexdetektor (Optilab
903) und Mehrwinkellichtstreudetektor (DAWN-DSP Laser Photometer) von Wyatt Technology Corp. (Santa
Barbara, USA).
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2.4.4 Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS), auch als Photonenkorrelationsspektroskopie
bezeichnet, ist eine etablierte und hiufig angewandte Methode zur Bestimmung
hydrodynamischer Grofen [134-137]. Angewandt wird die DLS vor allem zur
Charakterisierung von geldsten Makromolekiilen (Polymere, Proteine) und kolloidalen
Dispersionen, wie Suspensionen oder Emulsionen. Mittels DLS kdnnen Teilchen in einem
GroBenbereich von ca. 3 nm bis etwa 3 um detektiert werden [138].

Das Messprinzip der DLS kniipft an das Dopplerprinzip an. Bewegt sich eine Wellen
aussendende Quelle mit einer bestimmten Geschwindigkeit relativ zum Beobachter, erleidet
die Welle beim Beobachter eine Frequenzverschiebung (analog Dopplereffekt bei einem
vorbei fahrenden Krankenwagen). Trifft monochromatisches Laserlicht auf Nanopartikel in
Suspension oder Makromolekiile in Losung wird das Licht aufgrund der unterschiedlichen
Brechungs-Indizes der inneren und dufleren Phase in alle Richtungen gestreut (Rayleigh-
Streuung). Durch die Bewegung der dispergierten Teilchen aufgrund der Brownschen
Molekularbewegung verdndern sich die Abstinde der Streuzentren stindig zueinander. Das
Streulicht verschiedener Streuzentren interferiert miteinander und verursacht iiber die Zeit
kleine Fluktuationen der Streulichtintensititen am Detektor. Je groBer die Partikel sind, desto
langsamer bewegen sie sich im Dispersionsmedium und desto gréBer ist die Zeitskala der
Fluktuation der Streulichtintensitdt. Das heif3it, die gemessenen Fluktuationen der Intensitét
tiber die Zeit enthalten Information iiber die Geschwindigkeit, mit der sich die Teilchen in der
Losung bewegen. Mit Hilfe einer Autokorrelationsfunktion kann die enthaltene Information
aus dem Messsignal extrahiert werden [138]. Fiir monodisperse Dispersionen ist aus dem
exponentiellen Abfall der Korrelationsfunktion (g(z)) der Diffusionskoeffizient (D in m?/s)
der Partikel erhiltlich [139].

g(r) =e 22K~ (Gl. 15)

Der Betrag des Streuvektors K und die Verzogerungszeit 7 sind von den
Messbedingungen abhingig und rechnerisch als konstante Groen zugénglich, so dass der
Diffusionskoeffizient die einzige Variable in der Korrelationsfunktion ist.

Unter der Annahme kugelférmiger Teilchen kann mit Hilfe der Stokes-Einstein-
Gleichung aus dem Diffusionskoeffizienten der hydrodynamische Radius der Teilchen

errechnet werden (GI. 14, S. 26). Werden nicht-sphérische Partikel mittels DLS vermessen,
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muss beachtet werden, dass der berechnete hydrodynamische Durchmesser dem Durchmesser
einer diffusionsdquivalenten Kugel entspricht.

Als Ergebnis liefert die DLS neben dem mittleren intensititsgewichteten
Partikeldurchmesser (z-Average) auch den Polydispersititsindex (PDI). Letzterer ist nicht zu
verwechseln mit dem Polydispersititsindex (Q) aus der Polymerchemie (Kapitel 2.4.6). Er
beschreibt mathematisch den Unterschied der gemessenen Autokorrelationsfunktion zur
angepassten Korrelationsfunktion und ist ein Mafl fiir die Breite der Verteilung. Die
Berechnung der Polydispersitdtsindices mit Hilfe der so genannten Kumulaten-Analyse ist in
der ISO Norm 13321 beschrieben. Bei dieser Auswertung wird die logarithmierte

Autokorrelationsfunktion g(7) mit Hilfe einer polynomischen Funktion gefittet [140]:
In(g(7)) = a +bt +ct* + dt* +et? (Gl. 16)

Der Wert b ist bekannt als Kumulant 2. Ordnung und ist der z-Average des
Diffusionskoeffizienten. Der PDI kann aus den Konstanten b und ¢ (Kumulantenmethode)

errechnet werden:
pDI =2 (GL. 17)
b
Der PDI kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Dispersionen mit einem PDI
zwischen 0,03 und 0,06 werden als monodispers bezeichnet. Eine enge Verteilung liegt bei
Werten zwischen 0,1 und 0,2 und eine breite Verteilung bei Werten zwischen 0,2 und 0,5 vor.
Zeigt die PartikelgroBenverteilung einen PDI groBer als 0,5 ist die Messung nicht auswertbar
[139]. In diesem Fall ist das Anpassen der Korrelationsfunktion an die Autokorrelation zu

ungenau und die Daten konnen nicht zuverldssig ausgewertet werden [139].

2.4.5 Mehrwinkellichtstreuung

Im Gegensatz zur dynamischen Lichtstreuung, bei der die zeitliche Schwankung der
Intensitit um einen Mittelwert gemessen wird, ist bei der statischen Lichtstreuung (SLS) die
absolute Streuintensitit die primire Messgrofle [141-143].

Mit Hilfe der SLS ist es moglich die Molmassen und Gyrationsradien von z.B.
Polymerlosungen oder Nanopartikel-Suspensionen zu bestimmen. Physikalisch gesehen wird
bei der SLS das Phidnomen der elastischen Lichtstreuung an Partikeln oder Molekiilen
ausgenutzt. Von elastischer Lichtstreuung spricht man, wenn eine einfallende

elektromagnetische Welle durch Wechselwirkung mit einem Molekiill aus seiner
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urspriinglichen Richtung abgelenkt wird, jedoch die Energie der Welle (Frequenz)
unverdndert bleibt. Wird das gestreute Licht an einer Probe an mehreren unterschiedlichen
Winkeln relativ.  zum einfallenden Laserlicht vermessen, spricht man von
Mehrwinkellichtstreuung (engl. Multiangle Laser Light Scattering, MALLS). Moderne
MALLS Gerite sind in der Lage, das gestreute Laserlicht kontinuierlich zu messen, was eine
Kopplung mit fraktionierenden Methoden moglich macht. Die online Kopplung eines
MALLS-Detektors mit AF4 ist bereits etabliert und wurde mehrfach fiir die Charakterisierung
verschiedener Polymere und Nanopartikel eingesetzt [120, 121, 131-133, 144].

Die Molmasse (M,,) kann mit Hilfe der Zimm-Gleichung aus der Lichtstreuintensitét
(Kc/Rp) berechnet werden [141]:

Ke _ 1

R, _W+2Azc+... (GL. 18)

Dabei ist K eine spezifische Materialkonstante, ¢ die Konzentration und Ry das
Rayleigh-Verhiltnis. A, stellt den zweiten Virialkoeffizienten dar und beschreibt die
Wechselwirkung zwischen Losemittel und Substanz.

P(@) ist eine Streufunktion und beschreibt die Winkelabhdngigkeit der
Streulichtintensitdt (&= Detektorwinkel). Die Streufunktion, auch Formfaktor genannt,

beinhaltet Informationen zur Form der Makromolekiile oder Partikel:
P@)=1-«a, sin2(9/2)+052 sin4(¢9/2)—... (GL. 19).

Die Winkelabhédngigkeit des Streulichtes fiir unterschiedlich grof3e Partikel ist in Kap.
8.3 (Anhang, S. 123) detailliert beschrieben.

Der Gyrationsradius kann aus dem Anstieg des Graphen Kc/Ry (vgl. Gl. 18) gegen
sin’(6/ 2) berechnet werden (Zimm-Gleichung [141]). Der Gyrationsradius (Rg) ist ein Maf
fiir die Ausdehnung eines Partikels oder Molekiils im Raum und ergibt sich aus der Summe
der mittleren Abstandsquadrate eines Atoms (i) mit der Masse (m;) vom Massenschwerpunkt

des Molekiils oder Partikels (Summe der Tragheitsmomente).

_Zmi-riz
_—Zmi

R, (Gl. 20)
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In dem Fall, dass die zu untersuchende Probe nur ideal kugelférmige, homogene
Partikel enthilt, kann der Gyrationsradius mit Hilfe der folgenden Formel modellhaft in den
hydrodynamischen Radius (Ry) umgerechnet werden [145].

Ry = ?(RGY (Gl 21)

2.4.6 Polydispersitatsindex

Neben der Bestimmung absoluter Gréflen- und Molmassenverteilungen bietet die
Kopplung  der  asymmetrischen  Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung  mit  statischer
Mehrwinkellichtstreuung, dynamischer Lichtstreuung und einem UV-Detektor die
Moglichkeit, weitere Parameter wie den Polydispersitdtsindex (PDI) zu bestimmen. Der PDI
ist ein MaBl fir die Breite einer Verteilung, wie z.B. einer Molmassen- oder
PartikelgroBenverteilung [146]. Allgemein kann man sagen, dass eine eng verteilte Probe
einen niedrigen PDI und eine breit verteilte Probe einen hdheren PDI aufweist. Dies gilt
sowohl fiir den PDI aus der Kumulantenanalyse der dynamischen Lichtstreuung (vgl. Kap.

2.4.4) als auch fiir den Polydispersititsindex (Q) aus der Polymerchemie [ 146].

Q=m=mzl (Gl. 22)
My Ry

Dabei ist My, die volumengewichtete, M, die anzahlgewichtete mittlere Molmasse
eines Analyten, Ryy der volumengewichtete und Ry, der anzahlgewichtete mittlere
hydrodynamische Radius (vgl. Kap. 8.13, S. 129).

Monodisperse Proben enthalten nur absolut einheitliche, identische PartikelgroBen
oder Molmassen und haben einen theoretischen Q-Wert von eins. Reale Proben hingegen, wie
z.B. Eisenoxid-Nanopartikel-Dispersionen, sind stets polydispers im Hinblick auf ihre
PartikelgrofBe. Je breiter eine Verteilung ist, desto stirker weichen Volumen- und Zahlenmittel
voneinander ab. In der Volumenwichtung fallen groBere Partikel stirker ins Gewicht, da das
Volumen proportional zu Radius® ist (vgl. Anhang GI. A 8 und Gl. A 9, S. 129). Je groBer die
Abweichung zwischen anzahl- und volumengewichteter PartikelgroBBe oder Molmasse ist,

desto grofer ist der Q-Wert und desto breiter ist die Verteilung [147].
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2.4.7 Morphologie der Partikel - Formfaktor

Ein weiterer Parameter, der mittels A4F iiber die gesamte Partikelgréenverteilung
generiert werden kann, ist der Formfaktor. In der Polymerchemie ist der Formfaktor zur
Beschreibung der Partikelform seit langem etabliert [145, 148]. Im nanopartikuldren Bereich
gewinnt der Formfaktor zur Beschreibung der Partikel-Morphologie zunehmend an
Bedeutung [149-151]. Der Formfaktor (p, engl. shape factor) kann iiber das Verhéltnis von
Gyrationsradius (Rg, vgl. Gl. 20) und hydrodynamischen Radius (Ry, vgl. Kap. 2.4.4)
ermittelt werden:

R
p=—2

= Gl. 23
R, ( )

Der Formfaktor, auch p-Verhiltnis genannt, beschreibt die Morphologie der Partikel

und ist charakteristisch fiir bestimmte geometrische Formen (Abb. 19) [152].

Formfaktor Rs/Ry
Homogene Kugel| 0,775
Hohlkugel 1,0
Lineare Kette ~1,5
Zylinder ~1,7
Stibchen ~3-5

Abb. 19: Theoretische Formfaktoren fiir einige ausgewahlte geometrische Formen [152].
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3 Material und Methoden

Nach Herstellung der SPIO-Chargen (vgl. Kap. 3.1) wurde eine detaillierte
Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften durchgefiihrt. Die Partikelgrofen
und PartikelgroBenverteilungen der hergestellten Chargen wurden mittels asymmetrischen
Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (vgl. Kap. 3.2.4) charakterisiert. Die A4F wurde zur
Untersuchung der PartikelgroBen und Verteilungen mit verschiedenen Detektoren gekoppelt
(vgl. Kap. 2.4.3). Die Ergebnisse der gekoppelten Mehrwinkellichtstreuung (vgl. Kap. 3.2.3)
und dynamischen Lichtstreuung wurden mit anderen Methoden wie dynamische
Lichtstreuung ,,in-batch® (vgl. Kap. 3.2.2), analytischer Ultrazentrifugation (AUZ vgl.
Kap. 3.2.5), Transmissionselektronenmikroskopie (TEM vgl. Kap. 3.2.6) und Kleinwinkel-
Rontgenstreuung (SAXS vgl. Kap. 3.2.7) verglichen. Zur Untersuchung der magnetischen
Figenschaften wurde mittels supraleitender Quanteninterferenzeinheit (SQUID vgl.
Kap. 3.3.1) iiberpriift, ob sich die SPIO-Chargen superparamagnetisch verhalten und die
Sattigungsmagnetisierungen wurden in Abhédngigkeit von der PartikelgroBe bestimmt. Die
Suszeptibilititen der hergestellten Formulierungen wurden mit Hilfe einer ,,Magnetic
Susceptibility Balance“-Waage (vgl. Kap. 3.3.2) in Abhéngigkeit von der PartikelgrofRe
untersucht. Die substanzspezifischen R;- und R,-Relaxivititen wurden spektroskopisch bei
1,41 Tesla (vgl. Kap. 3.3.3) und mit Hilfe der MRT-Bildgebung bei 1,5 Tesla (vgl. Kap. 3.3.4)
untersucht. Nach der detaillierten Charakterisierung wurde die phagozytotische Aktivitit (vgl.
Kap. 3.4) und das in vivo Verhalten (vgl. Kap. 3.5) der hergestellten SPIO-Formulierungen in
Abhingigkeit von der Partikelgroe untersucht.

Alle in vitro Charakterisierungsmethoden, wie die A4F mit den gekoppelten
Detektoren, die  SQUID-Messungen, die = MRT-Phantomuntersuchung und die
Zellkulturversuche, wurden fiir alle acht hergestellten Chargen durchgefiihrt. In Versuchen,
bei denen keine pharmazeutische Qualitdt erforderlich ist, wurden zusitzlich 10 weitere
Chargen untersucht (magnetische Suszeptibilitdit und R;- und Rj-Relaxivititen). Die
vergleichenden PartikelgroBen-Messmethoden TEM, AUZ und SAXS wurden fiir vier
ausgewdhlte SPIO-Chargen angewandt. Die in vivo Versuche wurden ebenfalls mit vier

ausgesuchten Chargen durchgefiihrt.
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3.1 Herstellung der SP10O-Fraktionen
3.1.1 Synthese der SP10-Rohdispersion

Verschiedene Synthesewege zur Herstellung Superparamagnetischer Eisenoxidpartikel
(SPIOs) sind in vielen Patenten und in der Literatur ausfiihrlich beschrieben
[3, 153-162]. Die in dieser Arbeit verwendeten SPIO-Partikel wurden mit Hilfe einer
wiassrigen Synthese nach US Patent 4101435 (Meito Sangyo Kabushiki Kaisha, Japan)
hergestellt [157]. Dabei handelt es sich um eine Einschrittsynthese, bei der Fe(Il)- und Fe(III)-
Ionen (molares Verhéltnis 1:2) in Gegenwart von wisserldslichem Carboxydextran
(10 - 25 vol %) durch Zugabe einer Base (1N Natriumhydroxid-Ldsung) gefallt werden. Das
verwendete Carboxydextran hat eine gewichtsgemittelte Molmasse von 3500 g/mol und eine
anzahlgewichtete mittlere Molmasse von 2000 g/mol (Meito Sangyo, Japan, Nagoya). Die
wassrige Synthese wurde in einer Riickflussapparatur bei 70—110 °C unter Stickstoftbegasung
durchgefiihrt. Die Natriumhydroxid-Losung wurde wéhrend des Herstellprozesses langsam
mittels Tropftrichter zugetropft. Nach vollstindiger Reaktion wurde das Reaktionsgemisch fiir
weitere 30-60 min bei 110 °C unter Riickfluss gekocht. AnschlieBend wurde die Dispersion
(pH 7,5 bis 9,5) auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit Salzsédure (1 N) auf pH 1-3
eingestellt. Im letzten Schritt wurde die Dispersion 24 Stunden gegen Aqua ad injectabilia
dialysiert. Fiir die Dialyse wurden Membranen aus Celluloseester mit einer Ausschlussgrofle
von 3,5kDa verwendet (zB. Spectra/Por”, CE Float-A-Lyzer ®, Spectrum Europe,
Niederlande, Breda). Die rotbraune Suspension wurde anschlieBend bei 1500x g
(1000 rpm) 40 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde als Ausgangsmaterial fiir die

magnetische Separation gesammelt.

3.1.2 Herstellung der SP10-Fraktionen mittels magnetischer Separation

Zur Herstellung von Partikelfraktionen mit unterschiedlichen GréBen wurde die SPIO-
Rohdispersion mit Hilfe von magnetischen Trennsdulen (MACS® Separation XS Columns,
Miltenyi Biotec, Deutschland) in mehrere Fraktionen aufgetrennt. Fiir die magnetische
Separation wurde ein CliniIMACS® Cell Separation System (CliniMACS® Plus Instrument,
Miltenyi Biotec, Deutschland) verwendet. Die magnetische Separation ist in der Literatur als
Methode bereits etabliert [125, 163-165]. Entscheidende Prozessparameter wihrend der
magnetischen Separation sind dabei die Flussrate, das Magnetfeld und die Beladung der Séule

(Abb. 20).
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Flussrate

stationdre Phase

Partikelvolumen (Eisenkugeln)

Abb. 20: Trennprinzip der magnetischen Separation (links) und seine praktische Umsetzung (rechts).

Das eingesetzte Magnetfeld (Magnetfeldstirke 1 Tesla) wurde mit Hilfe von zwei
gegeniiberliegenden Magneten realisiert (Abb. 20). Die Sdule wurde vor der Trennung mit
Aqua ad injectabilia gespiilt und anschlieBend 280 Sekunden bei einem Fluss von 1 ml/min
mit SPIO-Rohdispersion beladen. Die Elution der beladenen Siule erfolgte mit Aqua ad
injectabilia mit einem Fluss von 1 ml/min. Es wurden zehn Fraktionen in 50 ml Schritten
gesammelt. Im Anschluss wurde das Magnetfeld auf 0,5 Tesla reduziert und es wurden fiinf
Fraktionen a 50 ml abgenommen. Nach dem Abschalten des Magnetfeldes wurden weitere
fiinf Fraktionen gesammelt. AnschlieBend wurde die Sédule gesdubert (Aqua ad injectabilia,
2 ml/min fir 20 min ohne Magnetfeld) und erneut fiir 280 Sekunden mit SPIO-
Rohdispersionen beladen. Der Vorgang wurde ca. 100-mal wiederholt. Die gewonnenen
Fraktionen wurden mit dynamischer Lichtstreuung (Kap. 3.2.2) analysiert und die Fraktionen
mit dhnlichen hydrodynamischen Radien wurden entsprechend zusammengefasst.

Um die Pyrogenbelastung wihrend des gesamten Herstellprozesses gering zu halten,
wurde die magnetische Separation im Reinheitsklasse D Bereich unter einer Laminar Air
Flow Anlage (LAF) durchgefiihrt. Das zur Herstellung eingesetzte Aqua ad injectabilia wurde
1 h vor dem Herstellprozess bei 80 °C entnommen und unter der LAF auf Raumtemperatur

abgekiihlt.

3.1.3 Ultrafiltration zur Einstellung des Eisengehaltes

Die SPIO-Fraktionen nach magnetischer Separation (vgl. Kap. 3.1.2) haben im
Vergleich zum zugelassenen MRT-Kontrastmittel SHU 555 A einen niedrigen Eisengehalt.
Zur Einstellung des Eisengehaltes wurde eine Ultrafiltration durchgefiihrt (Filtron, Inv. Nr.:
76236, cut off 10 kDa). Aufgrund des geringen Volumens wurde die Charge H (Zielgrof3e
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85 nm) tiiber eine kleinere Ultrafiltrationszelle aufkonzentriert (Filtron Stirred Cell System,
cut off 10 kDa). Nach Ultrafiltration der SPIO-Fraktionen wurde der Eisengehalt der SP1O-
Fraktionen mittels ICP-OES bestimmt.

3.1.4 Eisenbestimmung mit ICP-OES

Der FEisengehalt der hergestellten SPIO-Chargen wurde mittels Optischer
Emissionsspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES, Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry) bestimmt. Bei der ICP-OES werden nach Anregung
von Atomen bestimmte charakteristische Banden im emittierten Linienspektrum analysiert.
Im Vergleich zur komplexometrischen Eisenbestimmung mittels UV/VIS-Methode ist die
ICP-OES wesentlich sensitiver (Faktor 100) und selektiver. Die ICP-OES ist eine etablierte,
weit verbreitete Analysenmethode und wird unter anderem hdufig in der Wasser- und
Umweltanalytik eingesetzt. Darliber hinaus hat die Methode eine grofe Bedeutung aufgrund
der guten Automatisierbarkeit und kurzen Analysenzeiten, was einen sehr hohen
Probendurchsatz ermdglicht [166].

Fiir die Bestimmung des Eisengehaltes der SPIO-Chargen (acht Chargen, je n = 6)
wurden die Proben zuvor in 5%-iger Salpetersdure geldst (zwei Stunden bei 60 °C, 14
Stunden bei Raumtemperatur). Jeder Probe wurde vor der Messung ein interner Standard
zugesetzt (Yttrium Standard 10 ppm). Die Analyse wurde mit Hilfe einer IRIS Advantage ICP
durchgefiihrt (Thermo Fisher Scientific Inc., USA, Waltham). Das Gerdt hat eine
Radiofrequenzleistung von 1150 W und erreicht Plasmatemperaturen von ca. 10000 K. Die
vollstindig geldsten Proben wurden mit Hilfe eines konzentrischen Meinhard-Zerstdubers in
das Plasma eingebracht. Folgende Parameter wurden verwendet: Probenflussrate 1,5 ml/min,
Zerstdubergasfluss 0,62 I/min, Plasmagasfluss 15 I/min und Hilfsgas 0,5 I/min. Die
quantitative Auswertung erfolgte nach Kalibrierung mit bekannten Eisenstandards bei einer

Wellenldnge von 259,94 nm.

3.2  TeilchengroflRenanalytik
3.2.1 PartikelgréfRenstandards

Die Polystyrol GroBenstandards 20 nm, 50 nm und 100 nm wurden von Duke
Scientific Corporation (Niederlande) bezogen und sind vom National Institute of Standards
and Technology (NIST, Gaithersburg) zertifiziert. Vor jeder Probenentnahme wurden die

Standards 20 s bei Raumtemperatur in einem Ultraschallbad redispergiert (Bandelin Sonorex,
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Maximalleistung 640 W). Zur Uberpriifung der Richtigkeit der asymmetrischen Fluss-Feld-
Fluss-Fraktionierung (A4F) wurde ein Partikelstandardgemisch aus den drei Standards
hergestellt. Die Anteile der jeweiligen Standards wurden vorerst mit Hilfe von einzeln
vermessenen Standards im Hinblick auf ihre Konzentrationen optimiert (DLS > 100
Datenpunkte, andere Detektoren Signal-Rausch-Verhéltnis von 1 zu 6). Fiir die A4F-Trennung
wurden 300 pL des 20 nm Partikel, 40 uL des 50 nm und 8 pL des 100 nm Standards mit
700 pL einer 0,2 %-igen FL-70"-Losung (Postnova Analytics, Deutschland) verdiinnt.

Zur Bestimmung der hydrodynamischen GroBen wurden die Standards nicht als
Gemisch, sondern einzeln mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (,,in-batch®, Zetasizer
Nano, Malvern Instruments, Worcestershire, UK) vermessen. Die Proben wurden analog
redispergiert und mit Wasser bzw. Phosphatpuffer 1 zu 20 verdiinnt (Puffer Tabletten, pH 7,
Fisher Chemicals).

3.2.2 Dynamische Lichtstreuung und Zetapotential

Das Prinzip der dynamischen Lichtstreuung (DLS) ist in Kapitel 2.4.4 beschrieben.
Die DLS-Messungen (,,in-batch®) wurden mit Hilfe eines Zetasizer NanoSeries (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK) durchgefiihrt. Die angegebenen Werte fiir die
hydrodynamischen Durchmesser und Polydispersititen wurden aus fiinf unabhédngigen
Messungen mit jeweiliger Dreifachbestimmung (n = 3) ermittelt. Die Daten wurden mit Hilfe
der integrierten Zetasizer Nano Software (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) unter
Verwendung des CONTIN-Algorithmus ausgewertet [ 140].

Neben der PartikelgroBenbestimmung wurde mit dem Zetasizer NanoSeries (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK) zusitzlich das Zetapotential der hergestellten SPIO-
Chargen ermittelt. Das Zetapotential kann mit Hilfe der so genannten Laser-Doppler-
Anemometrie (LDA) bestimmt werden [140, 167]. Bei der Laser-Doppler-Anemometrie wird
die Wanderungsgeschwindigkeit von Partikeln im elektrischen Feld bestimmt, welche stark
von der Oberflichenladung der Partikel abhingig ist. Mit Hilfe des Zetapotential konnen
Voraussagen zur Stabilitdt von partikuldren Systemen getroffen werden. Ist die Oberfldche der
Partikel negativ oder positiv geladen, sto3en sich die Partikel in Losung gegenseitig ab und es
kommt zu einer elektrostatischen Stabilisierung.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Zetapotential der hergestellten SPIO-Chargen
bei einem pH-Wert von 6,0 bestimmt. Die Proben wurden dazu mit Millipore Wasser 1:100

verdliinnt und bei einer Leitfdhigkeit von ca. 0,05 mS/cm gemessen. Es wurden sechs
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Messungen mit jeweils 30 Einzelbestimmungen durchgefiihrt. Der Mittelwert der sechsfachen
Bestimmung wurde als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Zur Auswertung wurde
die Software: DTS Nano Software, Version 4.20 von Malvern Instruments (Worcestershire,

UK) verwendet.

3.2.3 Mehrwinkellichtstreuung

Die Theorie zur Mehrwinkellichtstreuung (engl. Multiangle Laser Light Scattering,
MALLS) ist in Kapitel 2.4.5 bereits beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde ein
MALLS-Detektor von Wyatt Technology Corp. (DAWN-DSP Laser Photometer, Santa
Barbara, USA) verwendet. Das gestreute Licht wurde mit Hilfe von 16 Photodioden
detektiert, welche um den eingestrahlten Laserstrahl (A =632,8 nm) angeordnet sind. Die
Kalibrierungskonstante fiir den Photodetektor bei 90° wurde mit reinem Toluol (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) bestimmt. Das Toluol wurde, um partikulére
Verunreinigungen auszuschlieBen, vorher iiber einen Spritzenfilter (Anotop 10, 0,02 pm,
Whatmann GmbH, Deutschland) filtriert. Die Auswertung der Mehrwinkellichtstreudaten
wurde mit Hilfe der ASTRA 4.73.04 Software (Wyatt Technology Corp. Santa Barbara, CA,
USA) durchgefiihrt. Als Modell fiir die Bestimmung der Gyrationsradien der
Eisenoxidpartikel-Fraktionen wurde dabei das ASTRA Partikelmodul (Fit-Methode:
polynomisches Rayleigh Verhiltnis [Rg]) verwendet.

3.2.4 Asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung

Die theoretischen Grundlagen und das Trennprinzip der asymmetrischen Fluss-Feld-
Fluss-Fraktionierung (A4F) sind ausfiihrlich in Kapitel 2.4.1 beschrieben. Die A4F-
Experimente wurden mit einer Anlage von Postnova Analytics GmbH (AF-2000 Focus
System, Landsberg, Deutschland) durchgefiihrt. Der Aufbau der Anlage ist in Kapitel 2.4.3
(Abb. 18, S. 29) dargestellt. Ausgeriistet ist das System mit einem 27,5 cm langen Kanal. Fiir
die in der Arbeit vermessenen Proben wurde eine Kanalhdhe von 250 um eingestellt (250 um
Spacer). Als Membran wurde eine Ultrafiltrationsmembran aus Celluloseacetat (Postnova
Analytics, Deutschland) mit einer Ausschlussgrofle von 10 kDa verwendet. Die A4F ist mit
vier verschiedenen Detektoren gekoppelt: zwei Konzentrationsdetektoren (ein UV-Detektor
[SPD-M20A Diode Array Detektor, Postnova Analytics, Landsberg, Deutschland] und ein
Brechungsindex-Detektor [Optilab 903, Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, USA])

sowie zwei Detektoren zur direkten Bestimmung der Molmassen (DAWN-DSP Laser
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Photometer, Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, USA) und PartikelgroBen (SLS und
DLS-Detektor, PN 3000, Postnova Analytics, Deutschland). Als Eluent fiir die Trennung
wurde eine 0,2 %-ige FL-70"-Losung verwendet (Postnova Analytics, Deutschland). Dabei
handelt es sich um ein Tensidgemisch, welches speziell fiir die Analytik von Partikeln
entwickelt wurde. Der wissrige Eluent wurde vor der Verwendung durch 0,1 pm VacuCap®
90 Filtereinheiten (Pall Corporation, Deutschland) filtriert. Zwei in Reihe geschaltete
Polytetraflouroethylene-Filter (0,1 pm, 13 mm, Postnova Analytics, Deutschland) wurden
zwischen die Pumpen und den Kanal geschaltet, um Hintergrundsignale zusétzlich zu
minimieren.

Die zu untersuchenden Proben wurden manuell iiber eine 19,6 L. Dosierschleife
injiziert. Bei der Trennung wurden die folgenden Messparameter verwendet: 2 min Zeit fiir
die Fokussierung der Probe mit 0,2 ml/min laminarer Pumpenflussrate, 1,15 ml/min
Fokussierflussrate und 1,0 ml/min Querflussrate. Wéhrend der Elution wurde eine Flussrate
von 1,35ml/min bei einem Querfluss von 1,0 ml/min verwendet. Resultierende
Detektorflussrate war wihrend der Separation 0,35 ml/min. Fiir die Auswertung wurde die
Discovery32™ Software (Postnova Analytics, Deutschland) verwendet. Der Mittelwert des
hydrodynamischen Radius wurde mit Hilfe der gemessenen realen Teilchengréfenverteilung
des statischen Lichtstreudetektors (90°) errechnet. Dabei wurde der kumulative Wert bei 50 %
der Verteilung errechnet (Kumulatenmethode). Die Gesamtanalysenzeit betrug in

Abhingigkeit von der PartikelgroBe zwischen 20 und 60 min.

3.2.5 Analytische Ultrazentrifugation

Die analytische Ultrazentrifugation (AUZ) untersucht die Bewegung oder
Konzentrationsverteilung von geldsten Makromolekiilen oder dispergierten Teilchen unter
dem Einfluss starker Zentrifugalkréifte [168, 169]. Beispielhaft ist eine AUZ-Messung mit
typischen Konzentrationsprofilen im Anhang in Abb. A 2 (S. 125) dargestellt.

Fir die Analyse wurde eine AUZ (Geritetyp: Optima XL-A/XL-I) von der Firma
Beckman Coulter, Inc. (Fullerton, USA) verwendet. Zur Bestimmung der
TeilchengroBenverteilung wurde das Verfahren der Dichtevariation eingesetzt. Dazu werden
die zu untersuchenden Partikel in zwei Losemitteln unterschiedlicher Dichte analysiert und
die jeweilige Sedimentationsgeschwindigkeit bestimmt. Die Proben wurden in Wasser
(0,99704 g/ml) und Deuteriumoxid (99 %-iges D,O: 1,1047 g/ml oder 90 %-iges D,O:

1,09393 g/ml) vermessen. Folgende Verdiinnungen wurden verwendet: Charge A 1:40,
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C 1:20, E 1:40 und H 1:28. Alle Analysen wurden bei 20 °C (293 K) durchgefiihrt. Die bei der
Analyse verwendete Drehzahl wurde in Abhingigkeit von der Partikelgrof8e und der Dichte
des Mediums gewihlt (Tab. 4).

Tab. 4: Verwendete Umdrehungszahlen fiir die AUZ-Untersuchungen.

Charee AUZ AUZ
g Wasser Deuteriumoxid

Charge A 15000 rpm' 20000 rpm
Charge C 10000 rpm 15000 rpm*
Charge E 5000 rpm 8000 rpm
Charge H 5000 rpm 8000 rpm®

1) Rotor 100 mm, 15000 rpm entsprechen 25200 g

2) Messung in 90 %-igem Deuteriumoxid

Fiir die Detektion der Sedimentation wurde eine Rayleigh-Interferenzoptik (Beckman
Coulter, Inc., Fullerton, USA) verwendet. Die radiale Auflosung des Gerites betrdagt 0,01 mm,

die Wellenlédngenauflésung 1 nm.

3.2.6 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine etablierte Methode zur
Abbildung von Objekten. Im Gegensatz zur Lichtmikroskopie kdnnen dabei mit Hilfe von
Elektronenstrahlen auch nanoskalige Systeme mikroskopisch untersucht werden [170]. Mit
dem verwendeten TEM kann eine Punktauflosung von 0,172 nm erreicht werden.

Fir die TEM-Messungen wurden die Eisenoxidpartikel-Fraktionen 1 zu 2000 mit
einem Wasser / Ethylenglycol-Gemisch (50/50 % v/v) verdiinnt. Ein Tropfen der verdiinnten
Losung wurde auf das Probengitter (Kohlefilm-TEM-Grid, Formvar/Kohle-Film, 200 mesh,
3,05 mm Durchmesser, Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) gegeben und fiir fiinf Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet. Der verbliebene Feuchtigkeitsfilm wurde vorsichtig mit
einem Papiertuch abgetupft und die Probe wurde erneut fiir fiinf Minuten getrocknet. Die
Messungen wurden an einem Philips CM 300 UT (Elektronenstrahl 300 kV, Philips GmbH,
Niederlande) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Kristallit- und Aggregatgroflen der
hergestellten Eisenoxid-Nanopartikel wurden die TEM-Bilder mit Hilfe einer speziellen
Software ausgewertet (JMicroVision v1.27). Dazu wurden mittels eindimensionaler
Kalibrierung anhand der vorhandenen GroBenskala fiir die Chargen A, C, E sowie H die

Kristallite und Aggregate als Distanzen im Bild ausgemessen und ein anzahlgewichteter
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Mittelwert bestimmt (vgl. Kap. 8.13). Die Kristallit- und Aggregatgrolen wurden als

Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.

3.2.7 Kleinwinkel-Rdntgenstreuung

Die Kleinwinkel-Rontgenstreuung (SAXS) ist eine der Standardmethoden zur
Strukturaufklarung von Kristalliten und Nanopartikeln [150, 171]. Bei der Kleinwinkel-
Rontgenstreuung wird die Beugung von Rontgenstrahlung an geordneten Strukturen
ausgenutzt. Die Bragg-Gleichung ist dabei die zugrunde liegende mathematische Beziehung
zur Ermittlung der Struktur aus dem erhaltenen Beugungsbild (vgl. Gl. 24). Der Streuvektor q
ist abhdngig vom Streuwinkel € (Winkel zwischen Rontgenstrahl und Gitterebene) sowie von

der Wellenldnge der Rontgenstrahlung (A).
g =477rsin0 (Gl. 24)

In der vorliegenden Arbeit wurde die SAXS neben anderen Methoden zur
Strukturaufklarung der hergestellten SPIO-Chargen eingesetzt. Fiir die Groflen- und
Formbestimmung der  SPIO-Partikel wurden Messungen an einer  Kratky
Rontgenkleinwinkelkamera (SAXSess, Anton Paar, Osterreich) bei 25 + 1 °C durchgefiihrt.
Die verwendete CCD-Kamera (SAXSess, Anton Paar, Osterreich CCD: Aq=0,0037 nm™,
24 um Pixelgrofe) wurde wihrend der Messung konstant bei -40 °C gehalten. Der Abstand
zwischen Probe und Detektor im SAXSess betrdgt nur 0,309 m, was auch die Untersuchung
von Proben mit geringer Streuintensitit ermoglicht. Von der gemessenen Streuintensitit wurde
als Basislinie die Streuintensitét einer wassergefiillten Kapillare abgezogen.

Bei den durchgefiihrten Messungen wurde Rontgenstrahlung mit einer Wellenlénge
von A =0,1542 nm verwendet. Die Datenreduktion und -entschmierung erfolgte mit der
Software SAXSquant (Anton Paar, Osterreich). Die entfalteten, reduzierten Streukurven
wurden iiber den Vergleich mit Streumodellfunktionen mit Hilfe einer auf IGOR Pro
basierenden Software (,,SANS Analysis v.3", Software Paket von NIST, USA) ausgewertet
[172]. Aufgrund der hohen Streukraft der Partikel wurden die Proben 1:100 (v/v) mit Wasser
verdiinnt.

Zur GroBenbestimmung der Nanopartikel ist es iiblich, modellierte Streukurven an die
gemessenen Streukurven anzupassen. Eine geeignete Ubersicht zum Verfahren stammt z.B.
von Pedersen [173]. Die vermessenen SPIO-Chargen wurden unter der Annahme ausgewertet,

dass die Groflenverteilung der Proben annihernd einer GauB3-Verteilung folgen (vgl. Anhang
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Kap. 8.4, S. 124). Um vergleichbare Aussagen fiir die PartikelgroB3en zu erhalten, wurden die
Polydispersitdten in den Modellrechnungen mit 0,2 als fester Wert eingesetzt. Des Weiteren
wurde fiir die Auswertung der SPIO-Chargen eine kugelformige Gestalt der Nanopartikel in
Dispersion angenommen (Gl. A 5 bis Gl. A 7, S. 124).

3.3  Magnetische Eigenschaften
3.3.1 Supraleitende Quanteninterferenzeinheit

Das Messprinzip der supraleitenden Quanteninterferenzeinheit (engl. Superconducting
Quantum Interference Device, SQUID) wird ausfiihrlich in [174] beschrieben. Ein SQUID ist
ein Sensor zur prdzisen Messung von extrem geringen Magnetfelddnderungen. Die
Funktionsweise eines SQUID basiert auf dem Effekt der Flussquantisierung in supraleitenden
Ringen und dem Josephson-Effekt [175]. Durch makroskopische Quanteninterferenz ist der
Josephson-Strom zwischen zwei parallel geschalteten Josephson-Kontakten bereits durch sehr
kleine Magnetfelder beeinflussbar. In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der SQUID-
Messungen tiiberpriift, ob die SPIO-Chargen bei Raumtemperatur ein superparamagnetisches
Verhalten zeigen. Dariiber hinaus wurden aus den Daten die Sattigungsmagnetisierungen
errechnet. Die SQUID-Messungen wurden an der Universitit Leipzig, Fakultat fiir Physik und
Geowissenschaften (Abt.: Supraleitung und Magnetismus) mit einem SQUID-Magnetometer
(SQUID MPMS-7, Quantum Design, San Diego, USA) durchgefiihrt. Das SQUID-
Magnetometer verwendet die RSO-Technik (reciprocal sample option [176]) und erreicht eine
Auflésung von 10”7 emu (emu = electo magnetic unit).

Ziel war es, die SPIO-Chargen im wiéssrigen Zustand zu messen. Um dies zu
ermoglichen, wurden spezielle tropfenformige Glaskiivetten mit einem Durchmesser von
5 mm und einer Lange von ca. 15 mm angefertigt. Die Kiivetten wurden nach dem Einwiegen
der Probe an der Oberseite mittels Brenner zugeschmolzen, ohne dass Fliissigkeit verdampfen
konnte. Fiir die Analysen wurden 50,00 mg einer 50-millimolaren Losung an der
Analysenwaage eingewogen. Die Hysteresekurven wurden bei einer fixierten Temperatur von
300 Kelvin und einer Feldstirke von -10 bis +10 kOe aufgenommen. Alle Messungen wurden
in Léangsrichtung zur Kiivette in einem parallelem Magnetfeld durchgefiihrt, da diese
Orientierung den diamagnetischen Anteil des Hintergrundes (Glaskiivette) gering hélt und
somit die kleinen superparamagnetischen Effekte der Eisenoxidpartikel besser zu messen sind

(vgl. Abb. A 3, S. 126).
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3.3.2 Magnetische Suszeptibilitat

Die theoretischen Grundlagen der magnetischen Suszeptibilitdt sind in Kapitel 2.2.1
beschrieben. Zur Bestimmung der magnetischen Suszeptibilitdten der hergestellten Chargen
wurde eine so genannte ,,Magnetic Susceptibility Balance*-Waage (MSB-Waage) verwendet
Das Funktionsprinzip der MSB-Waage beruht auf der Tatsache, dass in einem Magnetfeld
paramagnetische Stoffe eine Anndherung der Feldlinien bewirken, wihrend diamagnetische
Stoffe zu einer Spreizung der Feldlinien fiihren (vgl. Abb. 4, S. 9). Aus der Balance zwischen
Anderung der Schwerkraft und Magnetfeldinderungskraft kann die Massensuszeptibilitit
(Xmass) bestimmt werden [177, 178]. Zur Bestimmung der magnetischen Suszeptibilititen der
hergestellten SPIO-Chargen wurde eine MSB-Waage von Sherwood Scientific Ltd. (Magway
Magnetic Susceptibility Balances, Oxford, UK) verwendet. Die SPIO-Chargen wurden dazu
mit Aqua ad injectabilia auf eine Konzentration von 50 mmol/l Eisen eingestellt. Es wurde fiir

jede Charge eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

3.3.3 Relaxivitatsmessungen

Die Relaxationszeiten (T; und T,) der Protonen in Wasser und wissrigen Losungen
werden durch die Gegenwart von Kontrastmitteln verkiirzt (vgl. Kap. 2.1.2). Die
Relaxationszeiten kdnnen bei verschiedenen magnetischen Feldstiarken und mit verschiedenen
Methoden (spektroskopisch oder mit Hilfe der MRT-Bildgebung) bestimmt werden. Die
Relaxationszeiten (T, und T,) der Protonen in Wasser in Gegenwart der hergestellten
SPIO Formulierungen wurden bei einer Feldstirke von 1,41 Tesla (60 MHz) mit einem
MiniSpec mq 60 Spektrometer (Bruker Optics GmbH, Ettlingen, Deutschland) bestimmt. Aus
dem linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration eines Kontrastmittels und dessen
Einfluss auf die Relaxationsrate kann die Relaxivitit errechnet werden (vgl. Gl. 3; S. 8).

Fir die T;-Messungen wurde eine Inversion Recovery Sequenz (IR-Sequenz)
verwendet (Spin-Echo-Sequenz mit vorgeschaltetem 180° Impuls: 180°-1;-90°-1,-
Akquisition, mit variablem t;, 8 Datenpunkte, je n=4,). Die Verzogerung zwischen den
Messungen, der so genannte RD-Wert (Relaxation Decay), wurde auf die fiinffache T;-Zeit
festgelegt. Fiir die T,-Messungen wurde folgende Spin-Echo Sequenz verwendet: Carr-
Purcell-Meiboom-Gill Sequenz (CPMG-Sequenz): 90°—t-[(180°-2 t-)d-180°-t Acq-t]
(d =0-20, n > 200 Datenpunkte, je n =4, Verzogerung zwischen den Messungen fiinf mal T;-
Zeit). Die Relaxivititen der hergestellten Chargen wurden aus der Steigung der

Relaxationsrate zur Konzentration des Kontrastmittels bestimmt (vgl. Gl. 3). Die verdiinnten
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Losungen der SPIO-Formulierungen (je 200 pL) wurden in Glaskiivetten (MQ-TUB7.5/
180 mm Linge, Bruker Optics GmbH, Deutschland, Ettlingen) vermessen. Alle Messungen
wurden bei 40 °C durchgefiihrt. Die Proben wurden in einem Wasserbad (JulaboU3, JULABO
Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland) auf 40 °C vortemperiert.

3.3.4 Phantom-Messung der SP1O-Formulierungen

Zur unabhingigen Bestitigung der spektroskopischen Relaxivititsmessungen
(Kap. 3.3.3) wurden die T,-Relaxivititen zusétzlich mit einem bildgebenden Verfahren
untersucht. Dazu wurde ein Phantom an einem klinischen Scanner (Avanto Magnetom,
Siemens AG, Erlangen, Deutschland) bei 1,5 Tesla vermessen. Die hergestellten SPIO-
Chargen wurden bei einer Konzentration von 0,1 mmol Fe/l luftblasenfrei in 10 ml Falcons
abgefiillt. Zur Minimierung des Hintergrundes wurden die Falcon Rohrchen in einen
wassergefiillten Behélter gestellt. Das Phantom wurde im Spulenzentrum einer humanen
Kopfspule (Head, USA Instruments Inc., Aurora, USA) platziert. Fiir die Messung wurde eine
T,-gewichtete Spin-Echo-Sequenz mit transversaler Schichtausrichtung verwendet. Es wurde
mit einer Schichtdicke von 7,0 mm und einem Flipwinkel von 150° gemessen. Die
Repetitionszeit (TR) betrug 4340 ms und die Echozeit (TE) 184 ms. Die

Gesamtakquisitionszeit der verwendeten Sequenzen betrug 7 min und 2 s.

3.4  Zellkultur-Untersuchungen
3.4.1 Kultivierung der P388-Zellen

Fir die in vitro Zellversuche wurde eine makrophagendhnliche Zelllinic P388D1
(IL-1) verwendet. Die P388-Zellen wurden von der American type culture collection (ATCC®,
Wesel, Deutschland) bezogen. Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium von Invitrogen
(Karlsruhe, Deutschland) unter Zusatz von 10 % fetalem Kilberserum (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland), 1 % Penicillin/Streptomycin, 1 % Pyruvat und
HEPES (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
in einem mit 5 % Kohlendioxid begastem Brutschrank (Nuaire US Auto Flow, INTEGRA
Bioscience GmbH, Deutschland) bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit. Das Kulturmedium
wurde alle zwei bis drei Tage erneuert. Alle vier bis fiinf Tage wurde die Zellsuspension 1:8
bis 1:10 verdiinnt. Zur Ablosung der adhdrenten Zellen wurde einmal mit PBS(-) (Phosphat
Buffer System, Gibco DPBS 1x, (-) CaCly, (-) MgCl,, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
gewaschen und mit 1 ml Trypsin (0,05 % Trypsin / 0,02 % EDTA Losung, Invitrogen,
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Karlsruhe, Deutschland) fiir 3 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die abgelosten Zellen
wurden in 10 ml Medium aufgenommen und fiir fiinf Minuten bei 1000 rpm (Centrifuge
5810R, Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) zentrifugiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurde das Zellpellet in 8 bis 10 ml Medium aufgenommen. Es wurde 1 ml
der Zellsuspension (~5-10° Zellen/ml) in Kulturflaschen (mittlere GroBe, Fliche 75 cm?)
ausgesdt. Die Zellzahl wurde lichtmikroskopisch (Axiovertl0, Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland) in einer Neubauer-Zihlkammer oder mittels CASY® 1 (Cell Counter and
Analyser System, Typ: TTC, Schérfe System GmbH, Deutschland, Reutlingen) bestimmt.
Alle durchgefiihrten Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Cleanbanch (GELAIRE® BSB4A, Flow Laboratories, USA) durchgefiihrt. Die eingesetzten
Materialien und Gerdte wurden vor Benutzung autoklaviert (Autoklav, Fedegari

AUTOCLAVI SPA, Typ: FOB/3, IBS INTEGRA Bioscience GmbH, Fernwald, Deutschland).

3.4.2 Lichtmikroskopische Aufnahme und Farbung der P388-Zellen

Zum lichtmikroskopischen Nachweis von FEisen in den Zellen wurden P388-Zellen
verwendet (vgl. Kap. 3.4.1). Ausgesidt wurden die P388-Zellen auf Objekttragern mit einer
Inkubationskammer (Lab Tek®™ IT Chamber Slides™ System, Nalge Nunc International Corp.,
Naperville, USA). Die Zelldichte bei der Aussaat betrug 5,0-10° Zellen/Kammer. Nach
48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank (Nuaire US Auto Flow, INTEGRA Bioscience GmbH,
Deutschland) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit je 2 ml SPIO-
Formulierung (300 umol Fe/l) fiir eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach
Inkubation wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen wurden dreimal mit kaltem PBS(+)
(Gibco DPBS 1x, (+) CaCl,, (+) MgCly, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) gewaschen. Die
gewaschenen Zellen wurden 15 min bei 4 °C mit frisch hergestellter Paraformaldehyd-Losung
(4 %-ige, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) fixiert und erneut mit PBS(+) gewaschen.
Das in die Zellen aufgenommene Eisen wurde mit Hilfe einer Berliner Blau Férbung
nachgewiesen. Dazu wurde eine Salzsdure Losung (1,2 mmol/l) und eine 4 %-ige Kalium-
Ferrocyanid Losung zu gleichen Teilen gemischt und die Zellen wurden auf dem Objekttrager
fir 10 min bei Raumtemperatur angefirbt (ACCUSTAIN®, Eisenfarbstoff, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland). Nach der Farbung wurden die Zellen zweimal mit
Millipore Wasser gewaschen. Fiir die Gegenfirbung wurden die Zellen fiir 30 s mit
Kernechtrot-Aluminiumsulfatlosung (Carl Roth GmbH &Co KG, Karlsruhe, Deutschland)

inkubiert und anschlieBend dreimal mit Millipore Wasser gewaschen. Nach dem Entfernen der
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Inkubationskammer mittels Trennvorrichtung (enthalten in Lab Tek®™ II Chamber Slides™
System, Nalge Nunc International Corp., USA, Naperville) wurden die Objekttrager mit
einem  wdssrigen, permanenten Deckmedium (Dako Cytomation UltraMount,
DakoDeutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) eingedeckt. Es wurden 24 x 60 mm
Deckglaschen (Menzel-Gladser, Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland) verwendet.

Fiir die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurde ein Axiolmager Z1 Mikroskop mit
der Software von AxioVision Version 4.5 von Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Géttingen,
Deutschland) verwendet. Als Lichtquelle wurde eine Quecksilberdampflampe benutzt (VSG
HBO 100, LEJ, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen, Deutschland). Es wurde ein
Immersionsobjektiv (Ph3 Plan-APOCHROMAT 63 x 71.4 Oil) mit 63-facher VergroB3erung
verwendet. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einer 13 Megapixelkamera

(AxioCamHRc, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland) aufgenommen.

3.4.3 Quantitative Eisenbestimmung in P388-Zellen nach Phagozytose

Der Eisengehalt in P388-Zellen nach Phagozytose der SPIO-Chargen wurde nicht
mittels ICP-OES bestimmt. Denn organische Materialien konnen die Messung stéren und es
miisste vorab ein Ausschluss der Probe erfolgen. Alternativ wurde der Eisengehalt iiber eine
komplexometrische Phenanthrolinfirbung bestimmt (vgl. Anhang 8.11, S. 128). Fiir die
Untersuchung wurden 6 well-Platten (Zellkultur Testplatten 6, TPP Europe, Trasadingen,
Schweiz) verwendet. Die P388-Zellen wurden mit einer Dichte von 3,0-10° Zellen/well
ausgesit (Neubauer-Zahlkammer) und 48 Stunden bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Fiir
die Inkubation der Zellen wurden die SPIO-Formulierungen in PBS(-) frisch auf eine
Konzentration von 300 umol Fe/l eingestellt und je 1 ml pro well vorsichtig auf die Zellen
gegeben. Nach einstiindiger Inkubation im Brutschrank (37 °C) wurde die iiberstehende
Losung abgesaugt und die Zellen mit 1 ml PBS (-) versetzt. Mit einem Zellschaber
(Disposable Cell Scraper, 40 cm, Greiner Bio-One GmbH, Solingen, Deutschland) wurden die
Zellen vorsichtig von der Platte gekratzt und in 10 ml-Falcons iiberfiihrt. Anschliefend wurde
dreimal mit je 6 ml kaltem PBS (+) gewaschen. Dazu wurde die Zellsuspension fiir je 5 min
bei 1000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet anschlieBend wieder in 6 ml PBS (+)
resuspendiert. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 1 ml PBS (+)
aufgenommen, in 1,7 ml Mikrozentrifugen-GefdBle iberfiihrt (SafeSeal Microcentrifuge

Tubes, Sorenson BioSience Inc., Utah, USA) und die Zellzahl bestimmt (CASY®, Schirfe
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System GmbH, Reutlingen, Deutschland). Fiir die Phenanthrolinfirbung wurde die
Zellsuspension 10 min bei 1000 rpm (Centrifuge 5417R, Eppendorf GmbH, Wesseling-
Berzdorf, Deutschland) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet
mit 10 uL konzentrierter Salzsdure (37 %-ig), 170 uL PBS (+) und 20 uL Triton 100 (10 %)
versetzt. Zum Herauslosen des Eisens aus den Zellen wurde das Gemisch 14 Stunden bei
60 °C im Schiittler (Thermomixer comfort, Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland) aufgeschlossen. AnschlieBend wurden die Proben 10 min bei hochster Drehzahl
(16400 rpm) zentrifugiert und der Uberstand in neue Mikrozentrifugen-GefiBe iiberfiihrt
(200 pL). Fiir die Kalibrierung wurden je 200 pL einer 10, 20, 40, 90, 180, und 360 pmol Fe/l
Eisenstandardlosung in weitere Mikrozentrifugen-Gefale pipettiert. Die Proben- und
Standardlosungen wurden mit je 100 uL Hydroxylaminlésung (10 %, m/V) und 700 pL
Phenanthrolinhydrochlorid-Reagenz (vgl. Kap. 8.11) versetzt. Nach 3 Stunden bei
Raumtemperatur wurden die Losungen mittels Photometer (UVICON 933, Double Beam
UV/VIS Photometer, KONTRON Instruments GmbH, Diisseldorf) bei 510 nm vermessen.

Anhand der Eisenstandardkalibrierung wurde der Eisengehalt in den Proben bestimmt.

3.4.4 MRT-Phantom-Messung mit SP10-Partikeln beladener P388-Zellen

Die quantitative Eisenaufnahme in P388-Zellen durch Phagozytose von SPIO-
Partikeln wurde zusétzlich mit einer bildgebenden Methode untersucht. Dazu wurden die
P388-Zellen analog Kapitel 3.4.3 mit 300 uM SPIO-Formulierung fiir 60 min bei 37 °C
inkubiert und dreimal mit PBS (+) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das
Zellpellet fiir 15 min in 1 ml 4 %-iger PBS gepufferter Paraformaldehyd-Losung (PFA reinst,
Merck, Darmstadt, Deutschland) bei 4 °C fixiert. Die fixierten Zellen wurden fir die
Untersuchung im MRT in 1 %-igem Agarosegel eingebettet (Agarose MEEO, Rotigalose® fiir
die Elektrophorese, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Fiir die Herstellung des Gels
wurden 200 ml 4 %-iger Paraformaldehyd-Losung vorsichtig geriihrt und die Agarose wurde
nach und nach auf die Oberflache gestreut. Nach der Zugabe wurde die trilbe Suspension fiir
eine Stunde im Abzug auf 120 °C erhitzt. Das nun klare Gel wurde auf ca. 60 °C abgekiihlt, in
eine spezielle Gelplatte mit Aussparungen gegossen (spezielle Anfertigung flir Phantom-
Messungen im MRT von der Feinwerkstatt der Bayer Schering Pharma AG) und flinf Stunden
im Kiihlschrank bei 4 °C ausgehirtet. Die Zellen wurden auf eine Zelldichte von
5-10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde fiir 15 min bei 1000 rpm zentrifugiert
(Centrifuge 5417R, Eppendorf GmbH, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) und das Zellpellet
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wurde in 1 %-igem Agarosegel (60 °C) resuspendiert. Anschliefend wurden jeweils 200 pL
der Zell-Gel-Suspension in die Aussparungen des Gels pipettiert.

Das Gel-Phantom wurde mittels Magnetresonanztomographie bei 3,0 Tesla
(Magnetom Allegra syngo MR 2004A, Siemens AG, Erlangen, Deutschland) vermessen. Fiir
die Messung wurde eine T,-gewichtete Spinechosequenz verwendet. Das Gel-Phantom wurde
im Spulenzentrum einer humanen Handgelenksspule platziert (CP Wrist OH 44202, USA
Instruments Inc., Aurora, USA) und es wurde in transversaler und koronarer
Schichtausrichtung gemessen (transversal ausgewertet). Die Schichtdicke in koronarer
Ausrichtung betrug 6 mm und in transversaler Ausrichtung 4,5 mm. Fiir beide Ausrichtungen
wurde eine Repetitionszeit (TR) von 4340 ms und eine Echozeit (TE) von 214 ms verwendet.
Die Gesamtakquisitionszeit der beiden Sequenzen betrug 15 min und 9 s. Zur Quantifizierung

der Signaldnderung im MRT wurde die relative Signaldnderung ausgewertet:

. " Sl post S pra
rel.Signalanderung (%) = g 100 (Gl. 26)

pra

Dabei gibt Slps die Signalintensitit vor und Slyest die Signalintensitdt nach

Kontrastmittelgabe an.

3.5 Invivo Charakterisierung
3.5.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Die Untersuchungen zur Pharmakokinetik und -dynamik (Halbwertszeiten in Leber
und Blut) der verschiedenen SPIO-Chargen wurden an Ratten untersucht. Als Versuchstiere
wurden Han-Wista-Ratten (Crl:WI) (weiblich; 200-250g) verwendet. Alle Versuchstiere
wurden von Charles River bezogen (Sulzfeld, Deutschland). Die Tiere wurden bei einer
Temperatur von 22°C und einem Tag/Nacht Rhythmus von 12 Stunden unter
standardisierten ~Laborbedingungen gehalten. Die Han-Wista-Ratten erhielten ein
Standardfutter (Standard ssniff R/M-H, ssniff Spezialdidt GmbH, Soest, Deutschland), sowie
Trinkwasser ad libitum. Die Tiere wurden hinsichtlich ihrer Haltung und T6tung gemil3 der

§§2, 5 und 6 des Deutschen Tierschutzgesetzes gehalten und behandelt.

3.5.2 Inhalationsnarkose mit Isofluran

In Vorbereitung fiir die MRT-Untersuchungen wurden die Tiere in einer vorgefluteten

Inhalationskammer mit einem Gasgemisch aus Isofluran (4,0 Vol %, (Isofluran-Baxter, Baxter
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Deutschland GmbH, UnterschleiBheim), Lachgas (0,8 I/min) und Sauerstoff (0,5 1/min)
narkotisiert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden die Tiere wihrend der
MRT-Untersuchung {iber eine Narkoseeinheit mit Inhalationsmaske (Draeger Titus mit
Draeger Isofluran Vapor 2000, Draeger, Liibeck) mit einem Gasgemisch aus Isofluran
(1,5 Vol %), Lachgas (0,8 1/min) und Sauerstoff (1,2 I/min) versorgt. Um eine Unterkiihlung
der Versuchstiere wahrend der MRT-Untersuchung zu verhindern wurden die Tiere auf einer,
mittels Wasserbad, beheizten Liege positioniert (38 °C, Julabo5A, JULABO Labortechnik
GmbH, Seelbach, Deutschland).

3.5.3 Injektionsnarkose Xylazin/Ketamin

Xylazin (Rompun® 2 %-ige Injektionslosung, 20 mg/ml, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen) und Ketamin (Ketavet® Injektionslosung, 100 mg/ml, Bayer Vital GmbH,
Leverkusen) wurden in einem Mischungsverhéltnis von 1:2 intraperitoneal mit einer

Dosierung von 1 ml/kg Korpergewicht appliziert (gewichtsadaptiert).

3.5.4 Bestimmung der Bluthalbwertszeiten bei der Ratte

Die Bluthalbwertzeiten von vier der hergestellten SPIO-Chargen (n =2 pro Gruppe,
insgesamt 8 Tiere) und von Resovist (n=2) wurde mittels Magnetresonanztomographie
bestimmt. Dazu wurde ein 3 Tesla Magnetresonanztomograph (MAGNETOM Allegra syngo,
Siemens AG, Erlangen, Deutschland) verwendet.

In Vorbereitung der MRT-Untersuchung wurden die Tiere mittels Inhalationsnarkose
narkotisiert (vgl. Kap. 3.5.2). Die zu untersuchenden Kontrastmittelchargen wurde iiber eine
Fliigelkaniile (Butterfly-Kaniile 25G, B. Braun AG, Melsungen) mit jeweils gleicher
Geschwindigkeit i.v. in die Schwanzvene (V. coccygica) appliziert. Die Dosierung betrug 50-
100 pmol Fe/kg Korpergewicht (Charge A, 20 nm 50 pmol Fe/kg KG, Charge C, E und H
100 umol Fe/kg KG). Fiir die Messung wurde eine Handgelenksspule (CP Wrist OH 44202,
USA Instruments Inc., Aurora, USA) verwendet. Fiir die Untersuchung wurden die Tiere mit
Heftpflaster (Silkafix®, 2,5 cmx 5 m, Lohmann Rauscher International GmbH & Co,
Deutschland, Neuwied) auf einer speziell angefertigten, halbrunden Liege aus Plexiglas
fixiert. Es wurde eine T,*-gewichtete Gradientenechosequenz mit transversaler Schicht-
ausrichtung, acht Mittelungen und 2 mm Schichtdicke verwendet. Die Repetitionszeit (TR)
betrug 90 ms und es wurde mit einer Echozeit (TE) von 30 ms gemessen. Es wurde ein

Flipwinkel von 20° verwendet und eine Basisauflosung von 640 erreicht. Die Sequenz nimmt
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alle 2 min 49 s ein Bild auf und generiert insgesamt 50 Scans. Die Gesamtaquisitionszeit der
Sequenz betrug 2 Stunden und 31 min. Aus der Signalidnderung im Nierenkortex vor (Slprs)
und nach Kontrastmittelgabe (Slpest) wurde entsprechend einem Einkompartimentmodell
(Reaktionskinetik erster Ordnung) die Bluthalbwertszeit errechnet. Die Signaldnderung wurde

wie folgt berechnet:

Signalanderung = In(SlI ,, / SI ;) (GlL. 27)

3.5.5 Bestimmung der Leberhalbwertszeiten bei der Ratte

Die Leberhalbwertzeiten wurden von vier der SPIO-Chargen (n=3 pro Gruppe,
insgesamt 12 Tiere) und von SHU 555 A (n = 3) mittels MRT-Methode bestimmt. Dazu wurde
ebenfalls der 3 Tesla Magnetresonanztomograph (MAGNETOM Allegra syngo, Siemens AG,
Erlangen, Deutschland) verwendet. Zur Bestimmung der Leberhalbwertszeit wurden die Tiere
mittels Inhalationsnarkose narkotisiert (vgl. Kap. 3.5.2). Die hergestellten SPIO-Chargen
wurden mit einer Dosierung von 35 pumol Fe/kg Korpergewicht intravends (V. coccygica)
appliziert. Die Signalintensitit in Leber wurde mit Hilfe einer Carr-Purcell-Meiboom-Gill
Sequenz (CPMG-Sequenz) vor und nach Kontrastmittelgabe iiber einen Zeitraum von ca. 4
Wochen (transversale Schichten durch die Leber) immer wieder erneut gemessen. Anhand der
Signalintensititen und der daraus resultierenden T,-Zeiten wurde die Halbwertszeit in der
Rattenleber bestimmt. Fiir die Messung wurde eine Handgelenksspule (CP Wrist OH 44202,
USA Instruments Inc., Aurora, USA) verwendet. Die Tiere wurden mit Heftpflaster
(Silkafix®, 2,5 cm x 5 m, Lohmann Rauscher International GmbH & Co, Deutschland,
Neuwied) auf einer speziell angefertigten, halbrunden Liege aus Plexiglas fixiert. Fiir die
MRT-Messung wurde eine T,-gewichtete Multi Spinechosequenz verwendet. Es wurde in
transversaler Schichtausrichtung und mit einer 5 mm Schichtdicke gemessen. Die
Repetitionszeit (TR) betrug 5000 ms und es wurde mit 32 unterschiedlichen Echozeiten (TE
von 12,9 bis 412,8 ms) gemessen. Es wurde ein Flipwinkel von 180° verwendet und eine
Basisauflosung von 256 erreicht. Die Gesamtakquisitionszeit der verwendeten Sequenz betrug
10 min und 47 s. Uber die Variation der Echozeiten konnten aus den Bildern einer Sequenz
die mittleren T,-Zeiten in einer gewdhlten Region in der Leber (ROI, engl. Region of Interest)

errechnet werden.
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Die Signaldnderung nach Kontrastmittelgabe wurde wie folgt errechnet:

Signalanderung =1/T2-1/T2, (Gl. 28)

Dabei beschriebt 1/T2 den reziproken Wert der T,-Zeit nach Kontrastmittelgabe und
T2, gibt die T»-Zeit vor Kontrastmittelgabe an (,,Basislinie®).

3.6  Signifikanztest

Zur Abschitzung von signifikanten Unterschieden von Messwerten wurde der
Student’s t-Test fiir ungepaarte Stichproben gewdhlt [179]. Bei einer statistischen
Irrtumswahrscheinlichkeit von p <0,05 wurde der Unterschied zweier Mittelwerte als

signifikant bewertet.

3.7 Ausreissertest nach Grubbs

Zur Identifizierung von Ausreissern in einer Stichprobe wurde der Ausreissertest nach
Grubbs verwendet [180].
d=x —x

Gl 29
PG =|d ( :

/|

max

Dabei ist d die Differenz zwischen einem Messwert (X;) und dem Mittelwert (?), dmax
die maximale errechte Differenz und s die Standardabweichung der Stichprobe. Lag die
ermittelte PriifgroBe (PG) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % {iber dem kritischen

Tabellenwert, so wurde der entsprechende Messwert als Ausreifer identifiziert und eliminiert.

3.8 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden mit dem Reinheitsgrad ,,zur Analyse*
erworben. Fiir die Herstellung der SPIO-Formulierungen wurde Milchsdure (Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze), D-Mannitol (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze), Natriumhydroxid und Salzsdure (Fa. Merck KGaA, Darmstadt) verwendet. Alle
weiteren in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien sind mit Angabe des
Herstellers unter den entsprechenden Methoden aufgefiihrt. Bei allen beschriebenen
Methoden wurde fiir die Herstellung von Verdiinnungen und Ldsungen reines, ionenfreies

Millipore Wasser verwendet (Milli Q Plus, Millipore, Massachusetts, USA).
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4  Ergebnisse

4.1  Herstellung der SPIO-Formulierungen
4.1.1 Formulierungsentwicklung der SP10-Fraktionen

Die Synthese der SPIO-Rohdispersion und die magnetische Separation zur Herstellung
der SPIO-Fraktionen sind ausfiihrlich in Kapitel 3.1 beschrieben. Mit Hilfe der magnetischen
Separation wurden acht verschiedene SPIO-Fraktionen mit verschiedenen Partikelgréfen
hergestellt. Die SPIO-Partikel werden im folgenden Versuchsverlauf in vivo an Ratten
getestet. Um das Nebenwirkungsrisiko so gering wie moglich zu halten und
Unvertriglichkeiten vermeiden zu konnen, ist eine Formulierungsentwicklung der SPIO-
Fraktionen erforderlich.

Zur  Einstellung der Osmolaritit und des pH-Wertes wurde eine
Hilfsstoffzusammensetzung analog der SHU 555 A Marktware gewdhlt: Milchsdure
(1,802 mg/ml), Mannitol (40 mg/ml) und Natriumhydroxid (1,25 mg/ml). Nach Zugabe der
Hilfsstoffe wurden die SPIO-Fraktionen fiir eine Stunde bei 80 °C unter Riihren erhitzt und
anschlieBend in Glasgefdf3e fiir Injektionslosungen abgefiillt und verbdrdelt. Die Ergebnisse
zur Osmolaritit und die pH-Werte der hergestellten Chargen nach Formulierungsentwicklung

sind in Tab. 5 zusammengefasst.

Tab. 5: Ergebnisse zur Osmolaritdt und pH-Wert nach Formulierungsentwicklung.

Charge Osmolaritat (mmol/kg) pH-Wert
Charge A (20 nm) 298 6,22
Charge B (30 nm) 274 6,17
Charge C (40 nm) 270 6,33
Charge D (50 nm) 234 4,96
Charge E (60 nm) 294 6,23
Charge F (65 nm) 290 6,31
Charge G (70 nm) 265 5,19
Charge H (85 nm) 297 6,33

Auffillig sind die pH-Werte der Chargen D und G. Beide Chargen weisen verglichen
mit den iibrigen Chargen einen signifikant niedrigeren pH-Wert auf (p < 0,05, Ausreissertest
nach Grubbs). Mdogliche Ursachen konnen geringe Schwankungen der Milchsdure- oder
Natriumhydroxidkonzentration wéhrend der Herstellung sein. Bei den Formulierungen

handelt es sich um ungepufferte Systeme, so dass geringfligige Abweichungen der Milchsiure
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oder Natronlauge den pH-Wert stark beeinflussen. Denkbar ist auch, dass die
Carboxydextran-Beschichtung wéhrend des Autoklavierens teilweise in Milchséure,
Ameisensdure, Glycolsiure oder Essigsdure zerfillt. Bereits das Carboxydextran-Rohmaterial
kann laut Herstellerangaben bis zu 0,1 % freie Ameisenséure und Oxalséure enthalten (Meito
Sangyo Kabushiki Kaisha, Japan). Durch eine Variation des Verhéltnisses Carboxydextran zu
Eisengehalt kann der pH-Wert ebenfalls beeinflusst werden. Alle hergestellten Chargen
entsprechen jedoch im Hinblick auf pH-Wert und Osmolaritit den Anforderungen des
Européischen Arzneibuches fiir intravendse Injektion und kdnnen in vivo eingesetzt werden.
Um die Anforderungen des Européischen Arzneibuches hinsichtlich der Sterilitit zu
erfiillen, wurden die formulierten SPIO-Fraktionen 20 min bei 121 °C und 2 bar autoklaviert.
Zur Uberpriifung der SPIO-Nanopartikelstabilitit wihrend des Erhitzens wurde die
PartikelgroBe vor und nach dem Autoklavieren mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung
tiberpriift (Abb. 21). Mit Ausnahme der Charge A, welche wihrend des Autoklavierens
geringfiigig groBer wurde (p = 0,01), konnte gezeigt werden, dass sich die hydrodynamischen

Durchmesser wihrend der Dampfsterilisation nicht signifikant d&ndern (p > 0,05).
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Abb. 21: Untersuchung zur Stabilitdt der PartikelgroBen. Dargestellt sind die hydrodynamischen Durchmesser
(z-Average, DLS ,,in-batch®) vor (hellgrau) und nach (grau) Autoklavieren (20 min, 121 °C, 2 bar). Die Charge A
wird wihrend des Autoklavierens geringfiigig grofer (von 17,6 nm auf 19,3 nm, p=0,01). Die hydro-

dynamischen Durchmesser der tibrigen Chargen bleiben wihrend der Dampfsterilisation stabil (p > 0,05).
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Die Eisenkonzentration der hergestellten Formulierungen wurde in einer sechsfachen
Bestimmung mittels Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES,
Kap.3.1.4) bestimmt. Der FEisengehalt und die Ausbeuten der hergestellten SPIO-
Formulierungen sind in Tab. 6 zusammengefasst.

Die ermittelten Eisenkonzentrationen der hergestellten SPIO-Chargen sind niedriger
als in SHU 555 A (27,9 mg/ml). Auf einen weiteren Aufkonzentrierungsschritt wurde jedoch
zugunsten der Sterilitét verzichtet. Fiir alle folgenden Untersuchungen wurden die niedrigeren

Konzentrationen entsprechend beriicksichtigt.

Tab. 6: Uberblick iiber die Eisenkonzentrationen und ChargengrdBen der SPIO-Fraktionen.

Charge E'S(zm;ogﬁmlg%t 1on Chargengrolie
Charge A (20nm) 23,9+0,4 840 ml
Charge B (30nm) 23,2+0,2 720 ml
Charge C (40nm) 23,3+0,6 750 ml
Charge D (50nm) 21,9+ 0,4 410 ml
Charge E (60nm) 25,3+ 0,6 640 ml
Charge F (65nm) 23,2+0,6 1100 ml
Charge G (70nm) 19,7 £0,5 100 ml
Charge H (85nm) 26,4 +0,4 10 ml
1) Eisengehalt + Standardabweichung (n = 6), ICP-Methode (vgl. Kap. 3.1.4)

4.1.2 Stabilitat der hergestellten SPIO-Formulierungen

Zur Uberpriifung der Langzeitstabilitit der hergestellten SPIO-Formulierungen
wurden die Proben 2 Jahre und 6 Monate bei Raumtemperatur gelagert. Mit Hilfe der
dynamischen Lichtstreuung wurde die PartikelgroBe erneut bestimmt und mit den
Ausgangswerten verglichen (Abb. 22).

Aus Abb. 22 wird ersichtlich, dass sich die PartikelgroBen der Formulierungen iiber
einen Lagerungszeitraum von 2,5 Jahren nicht signifikant verdndern (p > 0,05). Die
PartikelgroBe ist ein wichtiges Indiz zur Bestimmung der Stabilitit und zeigt, dass auch
wihrend einer langen Lagerungszeit keine Zersetzung, Ostwaldreifung oder Agglomeration
der Partikel eintritt. Die Stabilitdt der Partikel ist eine wichtige Vorraussetzung fiir die

folgende Partikelgrofienanalyse und fiir die in vitro und in vivo Untersuchungen.
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Abb. 22: Untersuchung zur Stabilitit der PartikelgroBen. Dargestellt sind die hydrodynamischen Durchmesser

Partikeldurchmesser [nm]

(z-Average, DLS ,jin-batch®) der hergestellten SPIO-Formulierungen nach der Herstellung (vgl. Abb. 21) und
nach 2,5 jahriger Lagerung bei Raumtemperatur. Die Partikelgroen zeigen nach Lagerung keine signifikante

Veranderung (p > 0,05).

4.2  TeilchengrofRenanalytik der SPIO-Formulierungen
4.2.1 Dynamische Lichtstreuung und Zetapotential

Die Ergebnisse der DLS (,,in-batch®, vgl. Kap. 3.2.2) zeigen, dass die Partikelgrof3en
wie zu erwarten, von Charge A nach H zunehmen (Tab. 7). Die ZielgroBen der SPIO-Chargen
(nm Angaben in den Klammern) wurden fiir alle Chargen anndhernd erreicht. Mit Ausnahme
der Charge B erfiillen alle hergestellten Chargen die Anforderung an den
Polydispersitétsindex (ZielgroBe: PDI < 0,2, vgl. Kap. 2.4.4). PartikelgroBenverteilungen mit
einem PDI<0,2 zeigen eine gute Ubereinstimmung mit der Autokorrelationsfunktion und
weisen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit eine monomodale PartikelgroBenverteilung auf
[139]. Trotz Nichterreichung der ZielgroBe (PDI < 0,2) wurde die Charge B in die folgenden
Untersuchungen mit einbezogen und die Ergebnisse wurden entsprechend diskutiert
(vgl. Kap. 5.2.3. und 5.3.2).

Die SPIO-Partikel der hergestellten Chargen besitzen eine Kern-Hiille Struktur. Der
Kern besteht aus Eisenoxid und die Hiille aus Carboxydextran (vgl. Kap. 2.3.2). Das
Zetapotential der hergestellten SPIO-Chargen ist negativ, was durch die freien COOH-
Gruppen des Carboxydextrans erkldrt werden kann (Tab. 7). Durch die negative Ladung sind
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die Nanopartikel neben der sterischen Stabilisierung auch elektrostatisch stabilisiert, da sich
die geladenen Teilchen gegenseitig abstoBBen.
Bei den dargestellten hydrodynamischen Durchmessern handelt es sich um Daten aus

einer intensitatsgewichteten Verteilung (vgl. Anhang Kap. 8.13, S. 129).

Tab. 7: Charakterisierung der SPIO-Chargen mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (,,in-batch®).

Charge dyt PDI? Zetapotential
Charge A (20 nm) 19,3 £ 0,5 nm 0,191 £ 0,020 -20,5+3,0 mV
Charge B (30 nm) 31,3+ 0,6 nm 0,248 +£ 0,004 -32,2+ 1,6 mV
Charge C (40 nm) 36,1 £ 0,5 nm 0,135+ 0,009 -37,9+2,8 mV
Charge D (50 nm) 50,5+ 1,7 nm 0,149 + 0,022 -29.9 +£2,5mV
Charge E (60 nm) 60,7 £ 1,7 nm 0,139 +£0,017 -29,6 £ 1,6 mV
Charge F (65 nm) 63,5+ 1,1 nm 0,136 +£0,006 -33,6£ 0,8 mV
Charge G (70 nm) 72,4+ 1,4 nm 0,125 £ 0,025 -27,0£ 0,5 mV
Charge H (85 nm) 86,2 + 0,4 nm 0,137 £ 0,004 -31,6 £ 0,5 mV

SHU 555 A 63,1 £ 0,8 nm 0,208 £0.011 -35,1£0,9 mV

1) Intensititsgewichteter hydrodynamischer Durchmesser + Standardabweichung (z-Average), DLS-Methode:
Kap. 3.2.2, Dreifachbestimmung mit je n = 5, vgl. Abb. 22 (Daten nach Autoklavieren)

2) Polydispersititsindex + Standardabweichung nach Kumulantenmethode (Kap. 2.4.4)

3) Zetapotential £ Standardabweichung mit je n = 6 a 30 Messungen, pH = 6,0 (vgl. Kap. 3.2.2)

4.2.2 Validierung der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung

Fiir eine detaillierte und aussagekréftige Charakterisierung der PartikelgroBen und
PartikelgroBenverteilungen wurden die hergestellten Chargen mittels asymmetrischer Fluss-
Feld-Fluss-Fraktionierung aufgetrennt und analysiert.

Zunichst war es notwendig, eine effektive A4F-Methode zur Auftrennung von
Nanopartikeln im relevanten GroBenbereich (10 — 100 nm) zu entwickeln. Zur Erreichung
dieses Ziels und zur Uberpriifung der Eignung und Richtigkeit der A4F-Methode wurden
zertifizierte Polystyrolstandards eingesetzt (vgl. Kap. 3.2.1). Zur Uberpriifung der
Trennleistung wurden drei PartikelgroBen als Gemisch vermessen (20 nm, 50 nm und
100 nm). Um die besondere Trennfdhigkeit der A4F im Vergleich zu gingigen Methoden der
PartikelgroBenbestimmung darstellen zu kénnen, wurde das Partikelgemisch sowohl mit der
dynamischen Lichtstreuung (,,in-batch®, vgl. 3.2.2) als auch mit der A4F/DLS vermessen
(Abb. 23 A und B). Zusidtzlich wurden die drei Standards zur Ermittlung der hydro-
dynamischen Grofen mit der dynamischen Lichtstreuung (,,in-batch®) einzeln vermessen

(Tab. 8, letzte Spalte, S. 60).
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Wihrend die A4F durch den hohen Querfluss die Partikel trennen kann, ist die DLS
ohne vorherige Trennung nicht in der Lage, die gemischten Partikelstandards voneinander zu
unterscheiden. Die DLS ermittelt einen mittleren z-Average von 75,2 nm

(intensitdtsgewichtet) und einen anzahlgewichteten Durchmesser von 51,7 nm (Abb. 23 A).

Richtigkeit - Untersuchung von Polystyrolstandards
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Abb. 23: (A) PartikelgroBenanalyse mittels dynamischer Lichtstreuung (,,in-batch®, vgl. Kap. 3.2.2) von einem
Gemisch aus zertifizierten Polystyrolgréfienstandards (PSS: 20 nm, 50 nm und 100 nm) (B) Rohdaten der A4F-
Analyse fiir das gleiche PSS-Gemisch. Die Abbildung zeigt die Signalintensititen von vier Detektoren: UVagony
(braun), SLS bei 15° (griin), SLS bei 90° (schwarz) and DLS (schwarze Kreuze) als Funktion der Zeit. Im
Gegensatz zur einfachen dynamischen Lichtstreuung ist die A4F/DLS-Methode in der Lage, die einzelnen

Partikelgrofen effektiv aufzutrennen.

Das Rohdatendiagramm der A4F zeigt vier verschiedene Peaks: 1. den Void-Peak
(Totvolumen), 2. den 20 nm, 3. den 50 nm und 4. den 100 nm Partikelstandard (Abb. 23 B).
Das PartikelgroBengemisch wird im Inneren des Kanals aufgrund unterschiedlicher
Diffusionsgeschwindigkeiten aufgetrennt und kann von den vier nach geschalteten Detektoren
(UV/VIS, 2 Kanal-SLS, DLS und MALLS) detektiert werden. Der beobachtete Void-Peak
(Peak 1 in Abb. 23 B) ist vergleichbar mit dem Totpeak in der HPLC (engl. High Pressure
Liquid Chromatography) und in der Literatur bereits beschrieben [149, 181].

Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurde die Ubereinstimmung der A4F-Ergebnisse mit
den =zertifizierten PartikelgroBen untersucht. Eine Gegeniiberstellung der ermittelten
Durchmesser nach DLS, A4F/DLS und den zertifizierten PartikelgroBen ist in Tab. 8
dargestellt. Die Ergebnisse stimmen sehr gut mit den zertifizierten Partikelgroen und mit den

hydrodynamischen Gréfen (Einzelmessung DLS) iiberein. Die geringen Abweichungen
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zwischen den Durchmessern, bestimmt mittels Transmissionselektronenmikroskopie und

dynamischer Lichtstreuung, werden in Kapitel 5.2.1 diskutiert.

Tab. 8: Durchmesser der Polystyrolstandards - Vergleich von TEM, A4F/DLS und DLS (,,in-batch®).

Partikelstandard d (TEm)! dy (A4F/DLS)? dy (DLS)?
20 nm 22,0 + 1.5 nm* 220+12 23,0+ 0,1
50 nm 46,0 + 2,0 nm 46,6 +0.8 50,0 + 0.1
100 nm 97,0 + 3,0 nm 100,5 +9,2 102+ 0,5

D zertifizierter Durchmesser + Standardabweichung vom National Institute of Standards and
Technology (NIST), * Wert nicht iber TEM, sondern DLS zertifiziert

? hydrodynamischer Durchmesser + Standardabweichung, Ergebnisse des DLS Detektors gekoppelt
an die A4F

%) z-Average + Standardabweichung, Standards einzeln vermessen, DLS ,in-batch® (vgl. Kap. 3.2.2)

Neben den hydrodynamischen Grofen wurden zusitzlich iliber einen gekoppelten
Mehrwinkellichtstreudetektor (MALLS) die Gyrationsradien bestimmt. Die Ergebnisse der
Lichtstreuintensititen der drei Polystyrolstandards (A4F/MALLS) sind in Abb. 24 dargestellt.

Dem A4F-Trennprinzip folgend werden erst die kleineren Partikelgrofen eluiert.
Interessant ist die Betrachtung der Streulichtintensitdten. Wéahrend kleine Partikel laut Theorie
in alle Raumrichtungen gleich stark streuen (isotrop), streuen groflere Partikel das Licht
verstirkt nach vorne (vgl. Abb. A 1, S. 123). Die 20 nm PSS (2. Peak, Abb. 24 B) zeigen bei
allen Winkeln anndhernd gleiche Lichtstreuintensitdten. Fiir den 100 nm Polystyrolstandard
hingegen wird bereits deutlich, dass sich die Lichtstreuintensitdten zwischen den Winkeln
unterscheiden. So steigt die Lichtstreuintensitét bei kleinen Winkeln (Abb. 24 B, griin 25,9°)
verglichen mit groeren (hellblau 163,3°) an.

Nach Dreifachbestimmung wurden aus den MALLS-Daten die Gyrationsradien
bestimmt. Erwartungsgemill nehmen die Gyrationsradien mit zunehmender Elutionszeit zu.
Fiir den 20 nm Standard wurde mit 8,7 £ 0,1 nm der kleinste Gyrationsradius ermittelt. Fiir
den 50 nm Standard wurde ein Gyrationsradius von 17,7 = 0,2 nm und fiir den 100 nm
Standard von 34,4 = 0,2 nm bestimmt (vgl. Tab. 11, S. 97). Die Ergebnisse werden in
Kap. 5.2.1 diskutiert.
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Abb. 24: Elutionsprofile der A4F/MALLS-Messung fiir eine Mischung aus Polystyrolstandards (20 nm, 50 nm
und 100 nm) bei 16 verschiedenen Winkeln (25.9° bis 163.3°). (A) Dreidimensionale und (B) zweidimensionale
Darstellung der Signalintensititen fiir die drei Partikelgrofen als Funktion der Zeit. In (A) ist das
dreidimensionale Elutionsprofil ab 5 min dargestellt, wodurch der Void-Peak bei ca. 4 min nicht zu sehen ist
(vgl. Abb. 23). In (B) ist zusitzlich das Signal des Brechungsindexdetektors (grau) und der Gyrationsradien
(schwarz) als Funktion der Zeit dargestellt. Die Elutionsprofile zeigen, dass entsprechend dem A4F-Trennprinzip
erst die kleineren PartikelgroBen eluiert werden. Aufgrund der verstarkten Vorwértsstreuung grofBerer Partikel
(vgl. Abb. A 1) steigt die Lichtstreuintensitit bei kleinen Winkeln verglichen mit groeren an (griin 25,9°
verglichen mit hellblau 163,3°).

Reproduzierbarkeit

Nachdem die Effektivitit und Richtigkeit der A4F-Methode gezeigt werden konnte,
war es fiir die folgende Charakterisierung wichtig, die Reproduzierbarkeit der Methode zu
belegen. Dazu wurde eine der SPIO-Chargen (Charge E) zwdlfmal mit Hilfe der A4F

vermessen. Die normierten Elutionsprofile des UV-Detektors sind in Abb. 25 dargestellt.

Abb. 25: Dargestellt ist die Reproduzierbarkeit der
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Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit wurden die Elutionszeiten der Quartile 25 %,
50 % und 75 % fiir drei Detektoren (UV 280 nm, SLS 15° und SLS 90°) berechnet (vgl.
Anhang, Tab. A 2, S. 125). Die relative Standardabweichung fiir alle Quartile der
unterschiedlichen Detektoren lag unter 3 % und zeigt, dass die Methode sehr gut

reproduzierbar ist.

4.2.3 A4F-Analyse von SHU 555 A

Im folgenden Versuchsverlauf wurde SHU 555 A (vgl. Tab. 3, S. 21) mit Hilfe der
validierten A4F-Trennmethode analysiert (Abb. 26). Die A4F-Analyse von SHU 555 A zeigt,
dass SPIO-Partikel mit Partikeldurchmessern zwischen 20 nm bis 150 nm enthalten sind. Der

mittlere hydrodynamische Durchmesser aus der A4F-Bestimmung betrdgt 65 nm + 0,8 nm

(n=3).
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Abb. 26: Ergebnisse der A4F-Analyse von SHU 555 A mit der validierten A4F-Methode. (A) Anhand des
anzahlgewichteten UV-Signals wird deutlich, dass ein hoher Anteil an kleinen Partikeln enthalten ist. (B) Die
Verteilung der Partikeldurchmesser berechnet anhand des 90° statischen Lichtstreudetektors erstreckt sich von
rund 20 nm bis 150 nm. Der mittlere hydrodynamische Durchmesser wurde anhand der kumulativen Verteilung

bei 50 % bestimmt (rote gestrichelte Linie) und betrdgt 65 nm.

4.2.4 AAF-Analyse der hergestellten SPI1O-Formulierungen

Die hergestellten SPIO-Formulierungen liegen in einem PartikelgroBenbereich mit
mittleren hydrodynamischen Durchmessern von 20 nm bis 85 nm (vgl. Tab. 7, S. 58) und
konnen mit der validierten A4F-Trennmethode (siche Kap. 4.2.2) effektiv aufgetrennt werden.

Die Rohdaten der vier gekoppelten Detektoren: UVagonm (braun), SLS bei 15° (griin),
SLS bei 90° (schwarz) und DLS (schwarze Kreuze) sind beispielhaft von vier der
hergestellten Chargen in Abb. 27 dargestellt.
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Abb. 27:. Dargestellt sind die Rohdaten der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (A4F) von Charge
A (A), Charge C (C), Charge E (E) und Charge H (H). Vier Detektoren wurden direkt an die A4F gekoppelt: UV-
Detektor (braun), DLS-Detektor (schwarze Kreuze), 90° (schwarz) und 15° SLS-Detektor (griin). Die A4F-
Elutionszeiten nehmen erwartungsgemil mit zunehmender Partikelgroe zu. Der Lichtstreutheorie folgend,
steigen die absoluten Lichtstreuintensitdten des SLS-Detektors (griin und schwarz) mit zunehmender

PartikelgrofBe an.

Wihrend der A4F-Trennung waren keine Agglomerationen der SPIO-Partikel oder
Wechselwirkungen mit der Celluloseacetatmembran zu beobachten. Die A4F-Trennungen der
SPIO-Chargen zeigen, dass die Elutionszeiten und damit die Partikelgroen von Charge A
nach H ansteigen. Dieses Ergebnis bestitigt die DLS-Daten (,,in-batch®), die ebenfalls einen
Anstieg der hydrodynamischen PartikelgroBen von Charge A nach H zeigen (vgl. Tab. 7,
S. 58).

Zur besseren Vergleichbarkeit der hergestellten SPIO-Chargen wurden die Rohdaten
des 90° statischen Lichtstreudetektors normiert (Abb. 28 A). Die Chargen A und C bis H
zeigen dabei eine monomodale PartikelgroBenverteilung. Die Charge B zeigt im Gegensatz zu
den iibrigen Chargen eine bimodale PartikelgroBenverteilung. Auffillig ist dabei ab ca. 12 min
eine ausgepragte Schulter (in Abb. 28 B mit rotem Pfeil markiert). Die Schulter ist anhand des
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statischen Lichtstreusignals (90° und 15° SLS-Detektors) deutlich erkennbar, wéhrend der
UV-Detektor, wie bei allen anderen Chargen, eine monomodale Verteilung zeigt. Begriindet
werden kann dies iiber die erhohte Empfindlichkeit des SLS-Detektors gegeniiber grofleren
Partikeln (vgl. Anhang Gl. A 8 und GL. A 9, S. 129). So kann im Falle der Charge B mit Hilfe
der A4F-Trennung und dem nach geschaltetem SLS-Detektor eindeutig gezeigt werden, dass
eine bimodale Verteilung vorliegt. Nach dem A4F-Elutionsprofil zu urteilen, enthdlt die
Charge einen grofen Anteil kleiner Partikel (&hnlich Charge A) und einen kleinen Anteil
groBerer Partikel (Aggregate).
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o
»

1,0 —— Charge A 100
——Charge B
Charge C IJJ
0.8+ ——Charge D 75 =
Charge E 3
——Charge F *C
— Charge G <
——Charge H 50 —
=
o
x
3
=

0,4
0,2 {25
0,0 S e e . . 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 10 20 30
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 28: Charakterisierung der hergestellten SPIO-Chargen mittels A4F/UV/DLS/SLS Kopplung.
(A) Ubersicht iiber das Elutionsverhalten von allen acht Chargen mittels normierten SLS Detektorsignal bei 90°.
(B) Rohdaten fiir die Separation der Charge B (30 nm). Dargestellt sind die Signalintensititen von vier der
gekoppelten Detektoren: UVpgpny (braun), SLS bei 15° (griin), SLS bei 90° (schwarz) und DLS (schwarze
Kreuze) als Funktion der Zeit. Die A4F-Untersuchung zeigt, dass die Charge B bimodal verteilt ist, wihrend die

anderen Chargen eine monomodale Partikelgrofenverteilung zeigen.

Neben den dargestellten Rohdaten des DLS-, UV-, 90°- und 15° SLS-Detektors wurde
zusitzlich ein Mehrwinkellichtstreudetektor an die A4F gekoppelt (vgl. Aufbau der A4F,
Abb. 18, S. 29). Der MALLS-Detektor kann sowohl die Signalintensititen des gestreuten
Lichtes bei unterschiedlichen Winkeln messen als auch die Gyrationsradien zu jedem
Zeitpunkt der Trennung bestimmen (vgl. Kap. 2.4.5). Die Rohdaten des MALLS-Detektors
fiir die Chargen A, C, E und H sind in Abb. 29 dargestellt.

Analog der hydrodynamischen Radien (vgl. Abb. 27) nehmen die Gyrationsradien mit
zunehmender Elutionszeit zu. Alle dargestellten Chargen zeigen nach A4F/MALLS Kopplung
eine monomodale PartikelgroBenverteilung. Wie bereits bei den Polystyrolstandards

festgestellt wurde (vgl. Abb. 24 B, S. 61), ist bei groBeren PartikelgroBen (> 40 nm) eine
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Winkelabhéngigkeit der Lichtstreuintensitit zu sehen. Auch die SPIO-Partikel zeigen
eindeutig eine Winkelabhéngigkeit der Streulichtintensitdten. So liegen die Kurven fiir kleine
PartikelgroBen iibereinander (Abb. 29 A und C), wohingegen sich die Lichtstreuintensititen
fiir groBere Partikel bei unterschiedlichen Winkeln unterscheiden (Abb. 29 E und H). Die
unterschiedlichen Lichtstreuintensititen werden durch eine verstirkte Vorwirtsstreuung

groBerer Partikel hervorgerufen (vgl. Abb. A 1, S. 123).
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Abb. 29: Charakterisierung der Chargen A (A), C (C), E (E) und H (H) mittels A4F/MALLS Kopplung. Alle
dargestellten Chargen zeigen eine monomodale PartikelgroBenverteilung. Wie nach A4F-Elutionstheorie zu
erwarten, verlassen kleinere Partikel den A4F-Kanal schneller als groBere. Dementsprechend nehmen die

Gyrationsradien (griin) mit der Elutionszeit zu.

Der bimodale Charakter der Charge B (vgl. Abb. 28) wird durch die Daten des
MALLS-Detektors bestitigt (Abb. 30). Wiederum ist ab ca. 12 min Elutionszeit eine Schulter
zu sehen. Erkennbar ist zudem die erhohte Empfindlichkeit kleiner Streuwinkel gegeniiber

groferen Partikeln.
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Abb. 30: Charakterisierung der Charge B
(30nm) mit Hilfe einer A4F/MALLS
Kopplung. Dargestellt sind die Streuintensititen
fiir 16 verschiedene Winkel. Die Daten des
MALLS Detektors bestdtigen den bimodalen
Charakter der Charge B (vgl. Abb. 28, S. 64).
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Eine Zusammenfassung iiber die hydrodynamische Radien und Gyrationsradien nach

A4F-Trennmethode gibt Tab. 9.

Tab. 9: Charakterisierung der hergestellten SPIO-Formulierungen mittels A4F/DLS/MALLS Kopplung.

Hydrod. Radius PartikelgroRenbereich | Gyrationsradius
Charge Riw? (von - bis) R Row?
Hw H Gw
Charge A (20nm) 10,3 + 0,8 nm 5—-20 nm 7,1 £0,2 nm
e Il e s
Charge C (40nm) 13,2+ 0,3 nm 8 —30 nm 13,9 £ 0,8 nm
Charge D (50nm) 20,6 £ 0,5 nm 10 — 50 nm 19,3 £ 1,0 nm
Charge E (60nm) 27,9 £ 0,4 nm 10 — 65 nm 22,4 £ 0,4 nm
Charge F (65nm) 32,3+0,5 nm 13 — 65 nm 25,6 £ 1,3 nm
Charge G (70nm) 34,8 £ 1,4 nm 13 —70 nm 29,5+ 1,0 nm
Charge H (85nm) 41,2 £ 0,8 nm 17 — 75 nm 33,9+ 1,6 nm
! Mittelwert hydrodynamischer Radius + Standardabweichung (n = 3, Methode vgl. Kap. 3.2.4)
2) Mittelwert Gyrationsradius * Standardabweichung (n = 3, Methode vgl. Kap. 3.2.3)
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4.2.5 Polydispersitatsindex

Neben der PartikelgroBenbestimmung mittels A4F sollte auch die Breite der
PartikelgroBenverteilungen der hergestellten Chargen beurteilt werden (vgl. Kap. 2.4.6).
Abgeleitet von GI. 22 (S. 33) wurde der Polydispersititsindex (Q) wie folgt berechnet:

Q= R - Lsovsts — Lo N Usts max o (GL. 30)

RHn t50%UV - t0 tUV max tO

Dabei ist ty die Totzeit (3 min), Rpw der volumengewichtete und Ry, der
anzahlgewichtete, hydrodynamische Radius (vgl. Anhang Kap. 8.13). Die Retentionszeit
ts0%sLs beschreibt die Zeit, nach der 50 % der untersuchten Probe den Kanal verlassen hat und
den SLS-Detektor erreicht. Die Retentionszeit des SLS-Detektors im Peakmaximum wird
durch ts smax beschrieben. Die Retentionszeit tsgeuy beschreibt die Zeit, nach der 50 % der
untersuchten Probe den Kanal verlassen hat und den UV-Detektor erreicht. Die Retentionszeit
des UV-Detektors im Peakmaximum wird durch tyymax beschrieben. Im Falle von
monodispersen PartikelgroBenverteilungen sind die Retentionszeiten theoretisch im
Peakmaximum fiir den UV-Detektor und den SLS-Detektor gleich, weshalb der Q-Wert dann
gleich eins ist. Reale Proben hingegen weisen stets eine Polydispersitit auf. Grofere Partikel
streuen das Licht wesentlich stirker, so dass sich im Vergleich zum Peakmaximum des
UV-Detektors das Peakmaximum des SLS-Detektors zu hoheren Elutionszeiten hin
verschiebt. Das UV-Detektorsignal ist anndhernd anzahlgewichtet, so dass sich die
Retentionszeit im Peakmaximum auch bei Vorhandensein groferer Partikel nur geringfligig
verschiebt. Der Quotient zwischen ts;smax und tyvmax kann demnach zur Bestimmung der
Polydispersitit der Probe herangezogen werden. Die Polydispersitiaten, welche anhand des
Retentionszeitmodells errechnet wurden, stellen genau genommen nur Ndherungen dar, sind
jedoch geeignet, die Breite der Verteilung von verschiedenen Chargen miteinander
vergleichen zu konnen.

Die Ergebnisse der Polydispersititsindices, fiir die zur Kalibrierung verwendeten
Polystyrolstandards (PSS), fiir SHU 555 A und fiir die hergestellten SPIO-Chargen sind in
Abb. 31 dargestellt.

Die Polystyrolstandards (PSS) enthalten sehr definierte Partikelgroen und sind sehr
eng verteilt. Entsprechend niedrig sind die bestimmten Polydispersitétsindices. Verglichen mit
den Standards sind die SPIO-Formulierungen breiter verteilt. Mit Polydispersititsindices
zwischen ca. 1,2 und 1,4 sind die hergestellten Chargen jedoch enger verteilt als das

Marktprodukt SHU 555 A mit einem Polydispersititsindex von 1,722. Eine auffillig breite
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PartikelgroBenverteilung wurde fiir die Charge B bestimmt. Dieses Ergebnis bestétigt das
Ergebnis aus der A4F-Untersuchung, bei der ein bimodaler Charakter der Charge B gezeigt
werden konnte (vgl. Abb. 28, S. 64).
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Abb. 31: Polydispersititsindices der Polystyrolstandards, von SHU 555 A und von den hergestellten SPIO-
Chargen. Gegeniiber den Polystyrolstandards zeigen die hergestellten SPIO-Chargen grofere
Polydispersititsindices. Verglichen jedoch mit SHU 555 A sind die hergestellten SPIO-Chargen enger verteilt.

4.2.6 Formfaktor

Aus dem Quotienten der Gyrationsradien (Rg) und den hydrodynamischen Radien
(Ry) ldsst sich der Formfaktor errechnen (vgl. Kap. 2.4.7). Dieser ist charakteristisch fiir
bestimmte geometrische Formen. So haben runde, kompakte Nanopartikel einen theoretischen
Formfaktor von 0,775.

Wihrend der A4F-Trennung erfasst der gekoppelte dynamische Lichtstreudetektor
kontinuierlich die hydrodynamischen Radien und der MALLS Detektor die Gyrationsradien.
Uber das Verhiltnis Rg/Ryy kann der Formfaktor iiber den gesamten Messbereich errechnet
werden (Abb. 32).

Die aus den Einzelwerten ermittelten Formfaktoren streuen in einem Bereich von ca.
1,0 bis 0,6 (hohle Kugeln). Da die Streuung der hydrodynamischen Radien des DLS-
Detektors relativ hoch ist, ist es nicht sinnvoll die Einzelwerte fiir eine Auswertung
heranzuziehen. Wird jedoch ein linearer Fit zwischen den hydrodynamischen Radien und der
Zeit (griine Linie) zur Berechnung verwendet, wird die Streuung kleiner (schwarze Kreise).

Der verwendete lineare Fit ist in Abb. 32 dargestellt (schwarze Ausgleichsgerade). Uber diese
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Fehlerkorrektur wird ersichtlich, dass die ermittelten Formfaktoren sehr eng um den fiir
Kugeln charakteristischen Wert von 0,775 streuen. Die Formfaktoren der iibrigen Chargen

streuen dhnlich um einen Wert von 0,775 und lassen vermuten, dass die Partikel anndhernd

kugelférmig sind.
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Abb. 32: Darstellung des Formfaktors (Rg/Ry) fiir Charge F (65 nm). Die hydrodynamischen Radien (schwarze
Kreuze) und Gyrationsradien des MALLS Detektors (griine Kreuze) sind als Funktion der Zeit aufgetragen. Die

Formfaktoren stimmen mit dem theoretischen Wert einer kompakten Kugel (0.775) tiberein.

4.2.7 Analytische Ultrazentrifugation

Die Teilchengrofen- und Teilchendichteverteilung von vier der SPIO-Chargen wurden
mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation untersucht (vgl. Kap. 3.2.5). Die Rohdaten der
Sedimentationsprofile in Wasser und in Deuteriumoxid (90 %) sind beispielhaft fiir die
Charge H in Abb. 33 dargestellt.

Die Sedimentationsprofile zeigen eine typische S-Form, wenngleich die
Sedimentationsfronten nicht scharf ausprigt sind, da die Probe keine definierte Partikelgrofe,
sondern eine PartikelgroBenverteilung bzw. Polydispersitdt aufweist (vgl. Anhang Kap. 8.6).
Die SPIO-Partikel sedimentieren trotz schwicherem Trennfeld (H,O: 5000 vs. DO:
8000 rpm) in Wasser schneller als in 90 %-igem Deuteriumoxid, was auf die niedrigere
Dichte des Wassers zuriickzufiihren ist. Die Differenz der Sedimentationsgeschwindigkeiten
in unterschiedlich dichten Medien wird beim Verfahren der Dichtevarianz zur Bestimmung
der TeilchengroBBen- und Teilchendichteverteilungen ausgenutzt. Die Ergebnisse der
Dichtevarianzmethode fiir die Chargen A (20 nm), C (40 nm), E (60 nm) und H (85 nm) sind
in Abb. 34 dargestellt.
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Abb. 33: Dargestellt sind beispielhaft die Rohdaten der analytischen Ultrazentrifugation fiir die Charge H
(85 nm). In (A) sind die Sedimentationsprofile der SPIO-Partikel in Wasser und in (B) in 90 %-igem
Deuteriumdioxid dargestellt. Die SPIO-Partikel wurden in beiden Medien 30 min zentrifugiert, jedoch wurde in
90 %-igem Deuteriumdioxid ein stirkeres Trennfeld angelegt (B: 8000 rpm vgl. A in Wasser: 5000 rpm). Trotz

des starkeren Feldes sedimentieren die SPIO-Partikel im dichteren Deuteriumdioxid langsamer.

Alle vier vermessenen Chargen zeigen eine relativ einheitliche und schmale
PartikelgroBenverteilung in der AUZ. Die Charge A (20 nm) enthilt Partikeldurchmesser
zwischen 6 nm und 20 nm und zeigt ein Maximum bei 13 nm. Die Dichteverteilung ist
uneinheitlich und steigt von 1,7 g/ml bis auf 2,0 g/ml an. Im Maximum der Verteilung betrdgt
die Dichte ca. 2 g/ml. Auch die anderen Chargen zeigen eine Dichte von ca. 2 g/ml im
Peakmaximum. In der GroBenverteilung der Charge C (Abb. 34 C) sind Partikeldurchmesser
von 15 nm bis 50 nm enthalten mit einem lokalen Maximum bei 28 nm und einer kleinen
Schulter bei 45 nm. Die Partikeldichteverteilung ist relativ breit verteilt (1,5 bis 2,0 g/ml). Die
Charge E (60 nm, Abb. 34 E) enthdlt Partikeldurchmesser von 30 nm bis 80 nm, das
Peakmaximum liegt bei 39 nm. Die aus der Dichtevarianz errechnete Partikeldichteverteilung
(rot, kleine Punkte geglittete Funktion) der Charge E (60 nm) zeigt einen deutlichen
bimodalen Charakter. Das Elugramm der A4F-Untersuchung der Charge E zeigt hingegen
keinen bimodalen Charakter (vgl. Abb. 27 E, S. 63). Mogliche Ursachen werden in Kapitel
5.2.4 diskutiert. Die Partikelgrofenverteilung der Charge H (85 nm, Abb. 34 H) zeigt
Partikeldurchmesser von 30 nm bis 150 nm, wobei die GroBe relativ eng um ein Maximum
von 53 nm verteilt ist. Die Teilchengroflen der AUZ werden in Kapitel 5.2.4 mit anderen

Methoden verglichen und diskutiert.
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4.2.8 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Morphologie und PartikelgroBe fiir vier der hergestellten SPIO-Chargen wurde
mit der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM, vgl. Kap. 3.2.6) untersucht.

In Abb. 35 sind verschiedene Zustinde der Partikel sichtbar. Zum einen sind kleine
Partikel in der GroBenordnung von wenigen Nanometern (4—6 nm, Abb. 35, rechts) zu
erkennen. Zum anderen sind Zusammenlagerungen von mehreren kleinen Partikeln zu
beobachten (~10nm bis 35nm, Abb. 35, Mitte). Die Untereinheiten bzw. kleinen
Primérpartikel werden im Folgenden als Kristallite bezeichnet. Die Zusammenlagerungen der

Kristallite werden im Folgenden Aggregate genannt.
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(E)

(H)

Abb. 35: TEM Aufnahmen der Chargen A (A), C (C), E (E) und H (H). Aus den Ubersichtsbildern ist jeweils ein
markierter Bereich vergroBert dargestellt. Die SPIO-Chargen bestehen aus Agglomeraten, welche wiederum aus

kleinen Kristalliten aufgebaut sind. Beispielhaft sind einige Kristallite und Agglomerate rot eingekreist.
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Wihrend der Probenpriparation konnen auf dem TEM-Grid durch den
Trocknungsprozess Zusammenlagerungen von einzelnen Kristalliten oder auch Aggregaten
entstehen. Diese Trocknungsartefakte entstehen vor allem bei einer Probenpréparation mit
Wasser, da die Partikel durch die hohe Oberflachenspannung des Wassers beim Trocknen sehr
stark zusammengezogen werden. Um die Gefahr von Trockungsartefakten zu minimieren,
wurden die Proben mit einem Ethanol/Wasser-Gemisch prépariert (vgl. Kap. 3.2.6). Dennoch
ist eine Aussage liber die Grofe der Partikel bei den meisten TEM-Aufnahmen sehr
schwierig, da kaum zu unterscheiden ist, ob die Aggregate bereits in der Dispersion vorlagen
oder auf Trocknungsartefakte zuriickzufithren sind. So ist es nicht mdglich, eine statistisch
verldssliche Grofenauswertung durchzufiihren. Da jedoch mit Hilfe der A4F gezeigt werden
konnte, dass die groBeren Partikel (Partikelgroe wéchst von Charge A bis H) auch in
Dispersion vorliegen, wurden fiir vier Chargen mit Hilfe einer speziellen Software (vgl.
Kap. 3.2.6) orientierende Werte sowohl fiir die KristallitgroBen als auch fiir die
AggregatgroBen errechnet (Tab. 10). Beispielhaft sind die ausgewerteten Kristallite und
Aggregate der TEM-Bilder fiir die Charge C im Anhang (Abb. A 7, S. 128) dargestellt.

Tab. 10: Ungefdahre Kristallit- und AgglomeratgroBen nach Transmissionselektronenmikroskopie

fiir vier der hergestellten Chargen.

Charge TEM Gesamtdurchmesser TEM KristallitgroRe
dqesamt J dKristallit
Charge A (20 nm) 4,5+ 0,9 nm Identisch mit Rrem
Charge C (40 nm) 9,4 £ 3,8 nm 3,8+ 1,4 nm
Charge E (60 nm) 35,2+ 10,2 nm 4,6 £ 1,4 nm
Charge H (85 nm) 36,0 £ 5,4 nm 5,4+ 1,0 nm
1) Radius * Standardabweichung, Methodenbeschreibung: Kapitel vgl. 3.2.6

Die TEM-Aufnahmen der Charge B zeigen auffillig grole Agglomerate (Abb. 36 B,
weille Pfeile). Allein aus dem Bild kann allerdings nicht abgeleitet werden, ob es sich um
Agglomerate handelt, die tatsdchlich auch in der Losung vorhanden sind oder ob es sich um
Trockungsartefakte handelt, die wéihrend der Probenvorbereitung der TEM-Untersuchung
entstanden sind. Werden die TEM-Ergebnisse jedoch zusammen mit den A4F-Ergebnissen
betrachtet, so ist es jedoch nahe liegend, dass die sichtbaren Aggregate im TEM tatséchlich
auch in Losung vorhanden sind und es sich nicht um Artefakte handelt. Die TEM-
Untersuchung bestétigt damit die Ergebnisse der A4F.
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Abb. 36: (A) Elugramm der Charge B (30 nm) nach Trennung mit der asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-
Fraktionierung. In der TEM-Aufnahme der Charge B (B) sind einige sichtbare Agglomerate mit weillen Pfeilen
markiert. Da die Aggregate auch in der A4F sichtbar sind, handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um

Trocknungsartefakte die wahrend der TEM-Probenvorbereitung entstanden sind.

4.2.9 Kleinwinkel-Rontgenstreuung

Die Chargen A, C, E und H wurden mittels Kleinwinkel-Rontgenstreuung (SAXS)
gemessen. Die vier SPIO-Chargen wurden in situ in Kapillaren vermessen. Aufgrund der
hohen Streukraft der Partikel wurden die Fraktionen 1:100 (v/v) mit Wasser verdiinnt (vgl.
Kap. 3.2.7). Anzeichen fiir Verdnderungen des Streuverhaltens, beispielsweise durch
Ablagerungen an der Kapillarwand, wihrend der Messungen waren nicht zu verzeichnen.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Streukurven fiir die Nanopartikel in Lésung
reprasentativ sind und potentielle Priaparationsartefakte unwahrscheinlich sind.

Représentative Streukurven fiir die vier vermessenen Chargen sind in Abb. 37
dargestellt. Wie die Streukurven zeigen, nehmen die Streuintensitdten in der Reihe Charge A
(20 nm) bis Charge H (85 nm) zu kleinen Streuvektoren hin zu (q < 0.1 nm™). Dies entspricht
erwartungsgemdll einer Zunahme der PartikelgroBe. Im Gegensatz dazu weisen alle
Streukurven einen recht dhnlichen Verlauf im Bereich groBer Streuvektoren von
0,4<q<2nm" auf. Dies weist darauf hin, dass auf kleiner Lingenskala (kleiner ca. 5 nm)
dhnliche Strukturen in allen Proben vorliegen. Eine gewisse Ausnahme stellt die Charge A
(20 nm) dar. Hier ist, verglichen mit den iibrigen Chargen, die Streukurve (q> 0,4 nm ™) in
Richtung groBerer Streuvektoren verschoben. Das heilit, die kleinsten Strukturelemente sind

bei der Charge A anscheinend etwas kleiner als bei den {ibrigen Chargen.
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Abb. 37: Streuintensitdten als Funktion des Streuvektors fiir die Chargen A (A), C (C), E (E) und H (H). Bei

kleinen Streuvektoren (q < 0,1 nm ") nehmen die Streuintensititen erwartungsgemiB mit der PartikelgroBe von
Charge A bis H hin zu. Bei groBen Streuvektoren (0,4 <q <2 nm ') hingegen weisen alle Streukurven einen
recht dhnlichen Verlauf auf. Das weist darauf hin, dass die Proben auf kleiner Léngenskala (kleiner 5 nm)
dhnliche Strukturen vorweisen. Eine gewisse Ausnahme stellt die Charge A dar, hier ist die Streukurve leicht in

Richtung groBerer Streuvektoren verschoben.

Einfache Partikelstrukturen wie die von homogenen Kugeln lassen sich anhand des
Streuverhaltens ausschlieBen. In diesem Fall miisste die gesamte Streukurve mit zunehmender
GroBle zu kleineren Streuvektoren hin verschoben sein. Es ergeben sich somit verschiedene
komplexere Strukturen, die die Streukurven erkléren konnen.

Hypothese 1: Es liegen zahlreiche kleine Partikel neben grofleren Partikeln in der
Losung vor (vgl. Abb. 67 A, S. 105). Hypothese 2: Die grofleren Partikel bestehen aus
Aggregaten kleinerer Primérpartikel (vgl. Abb. 67 B). Eine zweifelsfreie Unterscheidung
zwischen beiden Fillen ist nur in Kombinationen mit anderen Analysenmethoden wie z.B.
TEM, A4F und AUZ moglich und wird ausfiihrlich in Kapitel 5.2.6 diskutiert.

Eine GroBenbestimmung der Partikel ist bei Vernachlédssigung eventuell vorhandener
Partikel mit sehr kleiner GroBe (q > 0,2 bzw. Radius <5 nm) mdglich. Fiir alle vier Proben
wurden entsprechende Anpassungsrechnungen durchgefiihrt (vgl. Kap. 3.2.7 und 8.4). Die
Streukurven und die verwendeten Modellkurven (Anpassungsrechnungen) sind in Abb. 38

dargestellt.
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Abb. 38: Dargestellt sind die Ergebnisse der Kleinwinkelstreuexperimente fiir vier ausgewahlte Partikelchargen:
Charge A (A), Charge C (C), Charge E (E) und Charge H (H). Die Berechnung der Radien erfolgte unter
Vernachldssigung eventuell vorhandener Partikel mit sehr kleiner GroBe (Radius <5 nm) und unter der
Annahme, dass die Partikelgroen eine GaulB-Verteilung aufweisen sowie dass es sich um kugelformige
Eisenoxidpartikel handelt (vgl. Kap. 3.2.7 und 8.4). Die Polydispersitdten wurden in den Modellrechnungen mit
0,2 als festem Wert festgelegt. Die Kurvenanpassung erfolgte fiir die kleinen Streuvektoren, in (A) fir
0,05<q<09nm’, in (C) fir 0,05<q<03nm’, in (E) fir 005<q<02nm' und in (H) fir
0,05<qg<0,1 nm’. Es ergeben sich mittlere Radien von 5,3 + 0,5 nm (Charge A), 11,0 £ 0,5 nm (Charge C),
17,5 £ 0,5 nm (Charge E) und 24,5 + 0,5 nm (Charge H).

Es ergeben sich mittlere Radien von 5,3+ 0,5nm (Charge A), 11,0+ 0,5 nm
(Charge C), 17,5+ 0,5nm (Charge E) und 24,5+ 0,5 nm (Charge H). Um vergleichbare
Aussagen fiir die PartikelgroBen zu erhalten, wurde in den Modellrechnungen fiir die
Polydispersitdten 0,2 als fester Wert fiir alle vier Chargen eingesetzt. Wie bereits erwihnt,
wurden dabei eventuell vorhandene kleine Partikel vernachldssigt. Offensichtlich ist, dass die
gemessenen Streukurven im Bereich der groBeren Streuvektoren zunehmend von den
Modellrechnungen abweichen. Die Intensititen der Modellkurven liegen unterhalb der
Messkurven. Dies ist erkldrbar, wenn z. B. davon ausgegangen wird, dass sich die

Nanopartikel aus zahlreichen kleineren Primérpartikeln zusammensetzen. Auswertungen, die
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diesen besonderen Aspekt beriicksichtigen, sind in der Literatur bereits beschrieben, sind
allerdings sehr aufwendig und konnten hier nicht angewandt werden[182].

Um jedoch die aus den Modellrechnungen erhaltenen Groflen einem unabhingigen
Test zu unterziehen, eignen sich modellfreie Auswerteverfahren. Im vorliegenden Fall ist
neben Modellrechnungen eine modellfreie Volumenbestimmung der Nanopartikel moglich.
Der massengewichtete Mittelwert der Volumina der Nanopartikel ergibt sich durch den
Ausdruck [183]:

Vv =2,210=0 (GL. 31)
Q

Dabei wird 1(q = 0) aus der Extrapolation der gemessenen Streuintensitdt nach q =0
erhalten und Q ist die Invariante der Streukurve (auch Streukraft genannt). Die Invariante ist

gleich dem Integral:
Q=[d’I(g)dg (Gl 32)
0

und kann unmittelbar aus der Streukurve bestimmt werden, sofern der Messbereich
einen hinreichend weiten g-Bereich umfasst. Die durchgefiihrten Messungen umfassen einen
hinreichend weiten g-Bereich, so dass die Invariante der Streukurve unmittelbar aus der
Streukurve bestimmt werden kann (Abb. 39).

Mittels dieser modellfreien Volumenbestimmung von Nanopartikeln ergeben sich
mittlere Volumina von 612 nm® (Charge A, 20 nm), 5008 nm® (Charge C, 40 nm), 14026 nm’
(Charge E, 60 nm) und 32530 nm’ (Charge H, 85 nm). Unter der Annahme von sphérischen
Partikeln lassen sich daraus iiber die einfache Beziehung V =4/3n R’ die Partikelradien
berechnen. Damit ergeben sich Radien von 5,2+0,3nm (Charge A), 10,6+ 0,5 nm
(Charge C), 15,0 = 0,5 nm (Charge E) und 19,8 = 0,5 nm (Charge H). Die Ergebnisse stimmen
gut mit den aus den Kurvenanpassungen bestimmten Radien iiberein. Der Aufbau der SPIO-
Partikel und die Ergebnisse der SAXS-Messungen werden ausfiihrlich in Kapitel 5.2.6
diskutiert.
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Abb. 39: Krakty-Darstellung der Streuintensititen als Funktion des Streuvektors fiir die Chargen A bis H. Die
Flachen unter den Kurven entsprechen den Invarianten (,,Streukraft”) der Nanopartikel (vgl. Gl. 32). Diese

wurden numerisch bestimmt.

4.3  Magnetische und bildgebende Eigenschaften der SP1O-Formulierungen
4.3.1 Messungen mit der supraleitenden Quanteninterferenzeinheit

Die magnetischen Eigenschaften der hergestellten Partikelchargen wurden mit Hilfe
einer supraleitenden Quanteninterferenzeinheit (Superconducting Quantum Interference
Device SQUID, Kap. 3.3.1) bestimmt. Die angefertigten Glaskiivetten zeigen ein
geringfligiges diamagnetisches Verhalten. Daher wurde eine Leermessung fiir die Korrektur
der Messdaten durchgefiihrt (Hintergrund, Anhang Abb. A 3, S. 126). Ausgehend von den
Signalstiarken der Magnetisierung (emu) wurde anhand der genauen Einwaage die spezifische
Magnetisierung in emu/g Eisen berechnet. Repridsentative M/H-Kurven fiir alle acht

hergestellten Chargen sind in Abb. 40 dargestellt.
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Abb. 40: Hysteresekurven (M/H-Kurven) der hergestellten SPIO-Chargen. Dargestellt ist die Verdnderung der
Magnetisierung der SPIO-Partikel (emu/g Eisen) mit steigender Feldstirke (vgl. Kap. 2.2.2). Keine der
hergestellten Chargen weist in Losung eine Restmagnetisierung (Remanenz, vgl. Abb. 6, S. 11) auf, was auf
einen superparamagnetischen Charakter der SPIO-Partikel bei Raumtemperatur schlieBen ldsst. Die

Magnetisierbarkeit der Partikel steigt erwartungsgeméall mit zunehmender Partikelgrof3e an.

Bereits bei niedrigen Feldstirken erreichen die SPIO-Partikel nahezu ihre
Sattigungsmagnetisierung (vgl. Kap. 4.3.2), was durch einen steilen Anstieg im Nullpunkt
deutlich wird. Ab einem Partikeldurchmesser von 60 nm erreichen die SPIO-Partikel bereits
bei 0,5 Tesla (5000 Oe) fast ihre Séttigungsmagnetisierung. Die M/H-Kurve der Charge A
(20 nm) ist verglichen mit der der Charge H (85nm) deutlich flacher, da die
Magnetisierbarkeit der Partikel mit der PartikelgroBe ansteigt. Nach Abschalten des
Magnetfeldes bzw. bei einer Feldstdrke von Null fallen alle Kurven steil ab und verlaufen
durch den Nullpunkt. Bei Raumtemperatur (300 K) weisen die SPIO-Partikel demzufolge
keine Restmagnetisierung (Remanenz) auf, wie es fiir ferri- oder ferromagnetische Partikel
typisch wire (vgl. Abb. 6, S. 11). Alle hergestellten SPIO-Chargen zeigen demnach, wie fiir
die MRT-Bildgebung angestrebt, in wdssriger Suspension bei Raumtemperatur
superparamagnetisches Verhalten (vgl. Abb. 8, S. 13). Die SPIO-Chargen sind damit als

potente Kontrastmittel in der MRT einsetzbar.
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4.3.2 Sattigungsmagnetisierungen

Aus dem Verlauf der gemessenen M/H-Kurven (Abb. 40) wird ersichtlich, dass die
SPIO-Chargen bereits bei niedrigen Feldstirken fast vollstindig magnetisiert sind und schnell
ein Magnetisierungsplateau erreicht wird. Fiir die folgenden durchgefiihrten in vitro und in
vivo Untersuchungen bei 1,5 und 3,0 Tesla kann davon ausgegangen werden, dass die Partikel
der SPIO-Chargen vollstdndig magnetisiert sind.

Zur Berechnung der Sittigungsmagnetisierungen wurden die SQUID-Messwerte mit
Hilfe der Langevin-Funktion gefittet (vgl. Gl. 9 und Gl. 10, S. 12). Auffillig ist die
Abweichung der Langevin-Ausgleichsgeraden bei  hoheren = Magnetfeldstirken
(1T ~ 10000 Oersted, Abb. 41). Dieser Eftekt ist jedoch bekannt und wurde bereits von Bulte
et. al. beschrieben [45]. Demnach ist zusitzlich eine zweite Komponente mit einem kleinen
magnetischen Moment (M) enthalten. Die Gesamtmagnetisierung M setzt sich wie folgt

zusammen:

M =Ms, - L(a)+ Ms, - L(a) (GL 33).

Dabei beschreibt Ms; die Séattigungsmagnetisierung, welche durch Maghemit- oder
Magnetitkerne hervorgerufen wird. Ms, beschreibt die Sittigungsmagnetisierung, welche
durch eine zweite Komponente mit kleinerem magnetischen Moment hervorgerufen wird
[45]. Der Unterschied zwischen den einfachen und bifunktionellen Langevin-Funktionen ist

in Abb. 41 dargestellt.

100 — Abb. 41: Magnetisierung der Charge E

= Charge E (60 nm) r als Funktion der Magnetfeldstérke.
Langevin-Fit

50 verwendeter Fit Dargestellt ist neben den Messpunkten

(schwarz) der einfache Langevin-Fit im

Vergleich zum verwendeten Fit nach

M [emu/g Fe]

110000 -5000 0 ' 5000 10040 Gl. 33, der sich zusammensetzt aus der
] Magnetisierung der Maghemit- oder
-50 | Magnetitkerne und einer Komponente
] J mit kleinerem magnetischen Moment.
00— i
H (Oe)

Die bifunktionelle Langevin-Ausgleichsgerade passt sehr gut zu den gemessenen

Datenpunkten. Die daraus errechneten Sittigungsmagnetisierungen der hergestellten Chargen
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sind in Abb. 42 dargestellt. Demnach steigt die Gesamt-Sattigungsmagnetisierung bis zu
einem hydrodynamischen Durchmesser von ~ 60 nm (Charge E) exponentiell an und erreicht
dann einen konstanten Wert von ~ 94 emu/g Eisen (emu = electro magnetic unit). Eine
tabellarische Ubersicht der errechneten Sittigungsmagnetisierungen ist im Anhang dargestellt
(vgl. Kap. 8.8). Werden die Sittigungsmagnetisierungen der einzelnen Komponenten (Ms;
und Ms;) betrachtet, so ist mit zunehmender hydrodynamischer Partikelgrofe ein Anstieg der
Séttigungsmagnetisierungen Ms; zu beobachten, wihrend Ms, abfillt. Das heifit, bei
kleineren Partikelchargen ist der Einfluss der zweiten Komponente mit einem kleineren
magnetischen Moment noch relativ grol, wihrend er bei Chargen mit zunehmender

Partikelgrofle abnimmt (vgl. Abb. 42, Ms, schwarz).

1009 _alMs gesamt . . Abb. 42: Die Gesamt-Sittigungsmagnetisierung
90 Ms, / - (Ms) steigt bis zu einem Partikeldurchmesser
—a—Ms - . . .
8, e von 60 nm an und erreicht dann anndhernd ein
Q 701 Plateau. Die Sattigungsmagnetisierung, welche
o) 604 . .
- ] durch den Maghemit- bzw. Magnetitkern
> 504
% 40 hervorgerufen wird (Ms;), steigt bis ca. 50 nm
§ 30 — an und erreicht dann ein Plateau. Die zweite
] . Komponente (M mit einem kleineren
201 \ o P Ms2)
104 T magnetischen Moment ist vor allem fiir kleine
10 20 30 40 50 60 70 80 90 PartikelgroBen von Bedeutung.

hydrodynamischer Durchmesser [nm]

4.3.3 Magnetische Suszeptibilitaten

Die magnetische Suszeptibilitit wurde mit Hilfe einer MSB-Waage (Magnetic
Susceptibility Balance) bestimmt (vgl. Kap. 3.3.2). Definiert ist die magnetische
Suszeptibilitit pro Gramm (¥mass) als Anderung der Magnetisierung der Materie mit dem
angelegten Magnetfeld (vgl. Gl. 4 und GL. 5, S. 8).

Die Suszeptibilititen (ymass) flir die hergestellten SPIO-Chargen sind in Abb. 43
dargestellt. Die Suszeptibilitdt steigt mit der Partikelgrée an, bis sie bei grofleren Partikeln
eine Sattigung erreicht. Um die ermittelten Suszeptibilititen unabhidngig bestitigen zu
konnen, wurden neben den acht hergestellten SPIO-Formulierungen (schwarz) weitere zehn

SPIO-Fraktionen mit unterschiedlichen Groflen hergestellt (grau, Abb. 43).
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Auch anhand der SQUID-Messungen konnen die Suszeptibilitidten errechnet werden.
In den M/H-Kurven der untersuchten Chargen (vgl. Abb. 40) entspricht die initiale
Suszeptibilitit (Anfangssuszeptibilitit, y;) der Steigung der Magnetisierung im Nullpunkt
(vgl. Anhang Kap. 8.9, S. 127) [21].

Eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse der MSB-Waage und der SQUID-Messungen
fiir die acht hergestellten Chargen ist in Abb. 44 dargestellt. Zu beachten ist, dass die MSB-
Waage die magnetische Massensuszeptibilititen bestimmt, wihrend das errechnete v aus den
SQUID-Daten die Volumensuszeptibilitit angibt. Beide Suszeptibilititen entsprechen der
Anfangssuszeptibilitit (H—0, vlg. Kap. 8.9) und zeigen, dass die Suszeptibilititen bis zu

einer hydrodynamischen PartikelgroBe von 60 nm ansteigen und dann eine Séattigung

erreichen.
45 Abb. 44: Gegeniiberstellung der Suszeptibilitdten
% 40. 3 Q0 . . errechnet anhand der SQUID-Messungen (griin) und
i . Ergebnisse der MSB-Waage (schwarz, vgl. Abb. 43).
g ] Beide Methoden zeigen eine Zunahme der
g 304 Suszeptibilititen bis zu einer hydrodynamischen
7, 25- ° PartikelgroBe von rund 60 nm und erreichen dann eine
‘_"@20_ Séttigung.
NS ¢
15 ; :

10 20 30 40 50 60 70 80 90
hydrodynamischer Durchmesser [nm]
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4.3.4 R;i- und R,-Relaxivitaten

Die zur Berechnung der Relaxivititen erforderlichen T;- und T,-Zeiten wurden bei
1,41 Tesla mit Hilfe eines MiniSpec mq 60 bestimmt (vgl. Kap. 3.3.3). Beispielhaft sind die
Ergebnisse fiir die T»-Zeiten in Abb. 45 dargestellt.

—mn—Charge A  Abb. 45: Dargestellt sind die T,-Zeiten der

1000+ —m—Charge B . . .

—n—Charge ¢ hergestellten SPIO-Chargen bei unterschiedlichen

—u—Charge D . . . . .
Charge g Eisenkonzentrationen. Die T»-Zeiten wurden bei

_'_gﬂargeF 1,41 Tesla mit einer CPMG-Sequenz bei 40 °C
arge G

—=—ChargeH  pegtimmt. Bis zu einem Partikeldurchmesser von

60nm (Charge E) fallen die T,-Zeiten

7
W

1004 =

kontinuierlich ab und bleiben dann bei groferen

Partikelchargen (Charge E bis H, 60 nm bis

//

10 T 85 nm) annédhernd konstant.

Konzentration [mmol Fe/l]

Fiir einen Konzentrationsbereich von ~ 10 bis 300 pmol Eisen pro Liter wurde ein
linearer Zusammenhang zwischen Konzentration des SPIO-Kontrastmittels und der
Relaxationszeit experimentell bestimmt (Steigung minus eins). Demnach ist eine
Umrechnung in die konzentrationsunabhédngige Relaxivitdit moglich (Gl. 3, S. 8). Die
Relaxivititen der unterschiedlichen PartikelgroBBen in Wasser und Plasma (Ratte) bei 40 °C

sind in Abb. 46 dargestellt.
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ADbb. 46: Dargestellt sind die longitudinalen (A) und transversalen (B) Relaxivititen in Abhédngigkeit von der
PartikelgroBBe der SPIO-Chargen in Plasma und Wasser. Wie zu erwarten, nehmen die R;-Relaxivititen in Plasma

und in Wasser mit zunehmender Partikelgréfie ab, wihrend die R,-Relaxivititen zunehmen (vgl. Abb. 13, S. 19).
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Die R;-Relaxivitdaten der SPIO-Chargen nehmen mit zunehmender Partikelgrofe leicht
ab (in Wasser von 13,2 auf 7,3 L-mmol™-s™). Wesentlich stirker ist der Einfluss der
PartikelgroBe auf die T,-Relaxationszeit bzw. Rr-Relaxivitit. Der genaue Zusammenhang
zwischen der R,-Relaxivitit und der hydrodynamischen GroBe ist jedoch, ausgehend von den
acht hergestellten Chargen (vgl. Abb. 46 B), nicht genau zu ermitteln. Denkbar wére z.B.,
ausgehend von den acht Punkten, ein linearer wie auch ein sigmoidaler Zusammenhang.
Deshalb wurden (analog Kap. 4.3.3) weitere zehn Partikelgroen vermessen. Die Ergebnisse
sind in Abb. 47 dargestellt. Demnach steigt die Relaxivitit R, bis zu einem

Partikeldurchmesser von ca. 60 nm linear an und erreicht dann ein Plateau.

350_. R = 10,9965 o ° Abb. 47: Darstellung der R»-

g 300 _ Relaxivitdten in Abhéngigkeit von der
g ] PartikelgroBe. Bis zu  einem
g 250"_ Partikeldurchmesser von ca. 60 nm
o 200 steigen die Ry-Relaxivitéten linear an.
.?_g 1 50_' Ab ca. 60nm erreichen die R,-
; . Relaxivitdten ein Plateau. Die Charge
% 100__ B (rot) wurde aufgrund ihres
o 50 4 bimodalen Charakters (vgl. Abb. 28,
0 | - S. 64) nicht mit in die lineare

1020 30 40 50 60 70 8 90 Regression eingerechnet.

hydrodynamischer Durchmesser [nm]

4.3.5 MRT-Phantom-Messung

Zur Korrelation der spektroskopischen Relaxivititsmessungen mit bildgebenden
Verfahren wurden die hergestellten SPIO-Chargen als Phantom an einem klinischen Scanner
bei 1,5 Tesla vermessen (vgl. Kap. 3.3.4). Das Ergebnis der T,-gewichteten Spinechosequenz
ist in Abb. 48 dargestellt. Die SPIO-Chargen wurden bei einer Konzentration von 0,1 mmol

Eisen pro Liter vermessen.
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Abb. 48: Phantom-Messung der
hergestellten SPIO-Chargen im
Magnetresonanztomographen  bei
1,5 Tesla. Es wurde mit einer T,-
gewichteten Spinechosequenz mit
transversaler  Schichtausrichtung
gemessen (TE 184 ms, TR 4340
ms, Schichtdicke 7,0 mm,
Aquisitionszeit 7 min 2 s). (A)
Original MRT-Aufnahme und (B)
Fehlfarbendarstellung entsprechend

der angegebenen Skala.

Deutlich erkennbar ist, dass die T,-Zeitverkiirzungen mit der Grofe der Partikel

zunehmen. Die Signalintensititen nehmen bis zu einer Partikelgroe von ca. 60 nm

(Charge E) ab und bleiben dann anndhernd konstant. Die Chargen D bis H verkiirzen die T»-

Relaxationszeiten der Protonen stirker als das Marktprodukt SHU 555 A. Der Kurvenverlauf

der relativen Signaldnderungen gegeniiber der Partikelgrofe zeigt deutlich, dass die Daten der

MRT-Phantomuntersuchung gut mit den ermittelten R,-Relaxivititen korrelieren (vgl.

Abb. 47).
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Abb. 49: Dargestellt sind die aus der
Phantom-Messung (Abb. 48)
errechneten relativen Signaldnderungen
im MRT mit zunehmender SPIO-
PartikelgroBe. SHU 555 A  ist rot

markiert.
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4.4  Invitro Zellversuche mit den hergestellten SPIO-Formulierungen
4.4.1 Aufnahme der SPIO-Chargen in P388-Zellen

Es ist bekannt, dass die Pharmakokinetik von SPIO-Partikeln stark von der
PartikelgroBe abhéangt (vgl. Kap. 2.3.4). Die SPIO-Partikel werden in vivo von den Zellen des
mononukledren Phagozytensystems (MPS) aufgenommen. Die Maus-Zelllinie P388 verhilt
sich dhnlich wie die Makrophagen des MPS und ist als in vitro Modell sehr gut geeignet, um
den Einfluss der Partikelgrof3e genauer untersuchen zu kénnen.

In diesem Kapitel wird die Aufnahme der SPIO-Chargen in P388-Zellen (vgl.
Kap. 3.4.1) in Abhidngigkeit von ihrer PartikelgroBe untersucht. Die Zellen wurden dazu
jeweils eine Stunde mit den SPIO-Chargen inkubiert und anschlieend, nach Berliner Blau
Féarbung (10 min) und Kernechtrot-Gegenfarbung (30 s), lichtmikroskopisch untersucht (vgl.
Kap. 3.4.2). Die lichtmikroskopischen Aufnahmen fiir die Chargen A bis H sind in Abb. 50

dargestellt.
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Abb. 50: Mikroskopische Aufnahmen von P388-Zellen nach einstiindiger Inkubation mit verdiinnten SPIO-
Chargen (300 uM) unterschiedlicher PartikelgroBen. Das Eisen in den Zellen wurde mittels Berliner Blau
Farbung (10 min) angefarbt, als Gegenfarbung fiir die Zellkerne wurde Kernechtrot (30 s) verwendet. Mit

zunehmender Partikelgrofe ist eine verstarkte Blaufarbung zu erkennen.
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Der Versuch wurde fiir alle Chargen zusitzlich bei 4 °C (Kiihlschrank) durchgefiihrt,
um zu {Uberpriifen, ob die Zellen die SPIO-Partikel aktiv aufnehmen. Wéhrend eine
unspezifische Adsorption weitgehend temperaturunabhéngig ist, ist die aktive Aufnahme stark
temperaturabhédngig, da der Stoffwechsel der Zellen bei niedrigen Temperaturen fast
vollstidndig inaktiv ist. Es konnte gezeigt werden, dass die stoffwechselinaktiven Zellen keine
SPIO-Partikel aufnehmen (Abb. 51). Auf eine Gegenfirbung mit Kernechtrot wurde bei
dieser Untersuchung verzichtet. Eindeutig erkennbar ist, dass nach Berliner Blau Féarbung die
bei 4 °C inkubierten Zellen keine Blaufirbung zeigen (Abb. 51, obere Zeile). Das ist ein
klarer Hinweis darauf, dass keine unspezifische Adsorption der SPIO-Partikel an der

Zelloberflache stattfindet, sondern die P388-Zellen die SPIO-Partikel bei 37 °C aktiv

phagozytieren.
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Abb. 51: Lichtmikroskopische Untersuchung von P388-Zellen nach einstiindiger Inkubation mit den verdiinnten
SPIO-Chargen (300 uM Fe) bei 4 °C (obere Zeile) und 37 °C (untere Zeile). In (A) ist Charge A (20 nm), in (D)
Charge D (50 nm) und in (H) Charge H (85 nm) dargestellt. Bei 37 °C ist nach Berliner Blaufiarbung bei allen
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SPIO-Chargen eine deutliche Blaufirbung zu erkennen. Bei 4 °C ist hingegen keine Blaufiarbung zu sehen, da
die P-388 Zellen bei so niedriger Temperatur weitgehend stoffwechselinaktiv sind und die SPIO-Partikel nicht
phagozytiert werden.

Eine quantitative Abhdngigkeit der Zellaufnahme von der PartikelgroBe ist anhand der

Bilder nicht eindeutig erkennbar. Um diesen Aspekt genauer untersuchen zu konnen, wurde
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der Eisengehalt in den Zellen {iber eine Phenanthrolinfarbung photometrisch bestimmt (vgl.

Kap. 3.4.3). Die Ergebnisse der quantitativen Eisenaufnahme sind in Abb. 52 dargestellt.
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Die Mittelwerte der Chargen A, B und C unterscheiden sich signifikant (p < 0,05). Der
Anstieg zwischen Charge C und D ist hingegen mit p=0,221 nicht signifikant. Die
quantitative Eisenmenge pro Zelle steigt demnach die bis zu einem Partikeldurchmesser von
40 nm kontinuierlich an und erreicht dann, bei einem Wert von ca. 100 fmol Eisen / Zelle, ein
Maximum. Zu bedenken ist, dass die quantitative Eisenmenge pro Zelle keine Auskunft
dariiber gibt, wie viele SPIO-Partikel tatsidchlich von den P-388 Zellen phagozytiert wurden.
Denn mit zunchmender PartikelgroBe steigt das Volumen (r°~V) und die damit
aufgenommene Eisenmenge pro Partikel stark an. Eine theoretisch errechnete Partikelanzahl
pro Zelle und ein moglicher Mechanismus der SPIO-Aufnahme werden ausfiihrlich in Kapitel

5.4 diskutiert.

4.4.2 MRT-Zellphantom-Messung

Neben der quantitativen Eisenbestimmung in den Zellen wurde zusétzlich eine
Phantom-Messung durchgefiihrt (vgl. Kap. 3.4.4). Zur Vermeidung einer Sedimentation
wihrend der MRT-Untersuchung wurden die P388-Zellen in 1 %-igem Agarosegel vermessen.

Die Ergebnisse der T,-gewichteten Spinechosequenz sind in Abb. 53 dargestellt.
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Abb. 53: T,-gewichtete MRT-Phantom-Messung mit SPIO-Partikeln beladenen P388-Zellen (vgl. Kap. 3.4.4). In

der oberen Reihe sind die originalen MRT-Aufnahmen und in der unteren Reihe die Fehlfarbendarstellungen
entsprechend der angegebenen Farbskala dargestellt. Die Zellen, die zuvor mit den SPIO-Chargen inkubiert
wurden, zeigen im Vergleich mit dem Gel ein stark verdndertes Signal im MRT. Die Signalédnderung ist auf die

phagozytotische Aufnahme der SPIO-Partikel in die P388-Zellen zuriickzufiihren.

Als Blindprobe wurde die P388-Zelllinie bei 37 °C, anstelle der SPIO-Chargen, mit
PBS (+) inkubiert (vgl. Kap. 3.4.4). Erwartungsgeméil gibt die Blind-Zellprobe (Abb. 53,
rechts), verglichen mit dem umgebenden Gel, im MRT kein verdndertes Signal. Die mit den
SPIO-Chargen inkubierten Zellen hingegen zeigen eine starke T,-Zeitverkiirzung. Die
T,-Zeiverkiirzung ist auf die phagozytotische Aufnahme von SPIO-Partikeln in die
P388-Zellen zuriickzufithren. Zur Quantifizierung der SPIO-Partikel Aufnahme in die Zellen
wurde die relative Signaldnderung (nach Gl. 26, S. 50) ausgewertet (Abb. 54):

p>0,05 Abb. 54: Auswertung der relativen
55 1 p=0,039.,— — - . . .
_ —_— Signaldnderung nach Inkubation von
X
= P388-Zellen mit SPIO-Chargen
€ 504
= S IR 5 5 N U S IS [ unterschiedlicher  Partikelgrofien. Die
2 p=0,802 .
S 46 Mittelwerte der Chargen B und C
]
5 unterschieden sich signifikant (p < 0,05).
»n
2 404 Die  Unterschiede der  relativen
g Signaldnderungen der Chargen C bis H
35

sind nicht signifikant.

Die relative Signaldnderung liegt fiir die untersuchten Chargen zwischen 41 % und

50 %. Die Unterschiede der relativen Signaldnderungen der Chargen C bis H sind nicht
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signifikant. Auch die Mittelwerte der Chargen A und B zeigen keine signifikanten
Unterschiede. Lediglich die Signaldnderung zwischen Charge B und C ist signifikant
(p=10,039). Die MRT-Zellphantom-Messung ist empfindlich gegeniiber unterschiedlichen
Relaxivititen und nur bedingt quantifizierbar. Der Trend ist trotz alledem vergleichbar mit der
komplexometrischen Quantifizierung (vgl. Abb. 52, S. 88). Auffillig ist besonders die Charge
B, deren relative Signaldnderung sich nicht signifikant von der der Charge A unterscheidet
(p>0,05). Laut A4F-Untersuchung besitzt die Charge B eine bimodale PartikelgroBen-
verteilung mit einem groflen Anteil an kleinen Partikeln und einem geringen Anteil groerer
Aggregate (vgl. Abb. 28; S. 64). Aufgrund des hohen Anteils an kleinen Partikeln in der
Charge B ist die Relaxivitét niedriger als nach hydrodynamischem Durchmesser zu erwarten
(vgl. Abb. 47, S. 84). Die geringere Relaxivitét ist mit hoher Wahrscheinlichkeit der Grund,

warum die Signaldnderung nach Aufnahme in P388-Zellen im MRT etwas erniedrigt ist.

4.5 In vivo Charakterisierung der SP1O-Formulierungen
45.1 Bluthalbwertszeit

Die Methode zur Bestimmung der Bluthalbwertszeiten ist in Kapitel 3.5.4
beschrieben. Es wurden vier der hergestellten SPIO-Formulierungen untersucht. Die
Formulierungen wurden intravends iiber die Schwanzvene der Ratte appliziert. Fiir die MRT-
Bildgebung wurde eine T,*-gewichtete Gradientenechosequenz mit transversaler
Schichtausrichtung verwendet. Ausgewertet wurde die Signalintensitdt im stark durchbluteten
Nierenkortex. Exemplarisch sind die MRT-Bilder der Charge A (20 nm) in Abb. 55
dargestellt.

Abb. 55: MRT-Aufnahmen vor und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Applikation der Charge A (20 nm) bei

der Ratte. Fiir die MRT-Bildgebung wurde eine T,*-gewichtete Gradientenechosequenz mit transversaler
Schichtausrichtung verwendet (vgl. Kap. 3.5.4). Die Signalintensitdit im Nierenkortex wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Kontrastmittel-Applikation gemessen. Die ausgewertete Region (Region of

interest, ROI) ist weif} dargestellt.
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Die Tiere zeigten nach Applikation der SPIO-Formulierungen keine Auffalligkeiten.
Wie in Abb. 55 erkennbar, sinkt nach i.v. Applikation der SPIO-Chargen die Signalintensitét
im Nierenkortex. Mit abnehmender SPIO-Partikelkonzentration im Blut steigt die
Signalintensitdt im MRT mit der Zeit wieder an. Aufgrund der langen Bluthalbwertszeit im
Falle der Charge A ist auch 2,5 Stunden nach KM-Gabe die Signalintensitdt noch erniedrigt
gegeniiber dem Ausgangswert vor KM-Gabe. Aus dem Quotienten der Signalintensititen im
Nierenkortex vor und nach Kontrastmittelgabe (vgl. Gl. 27, S. 52) wurden entsprechend eines
Einkompartimentmodells (Reaktionskinetik erster Ordnung) die Bluthalbwertszeiten
errechnet. Die Anderungen der Signalintensitéiten nach Gabe der Chargen A, C, E und H sind

beispielhaft fiir je eine Ratte in Abb. 56 A dargestellt.
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Abb. 56: (A) Anderung der Signalintensititen im Nierenkortex nach Applikation der Chargen A (20 nm),
C (40 nm), E (60 nm) und H (85 nm) fiir je eine untersuchte Ratte. Fiir die MRT-Bildgebung wurde eine T,*-
gewichtete Gradientenechosequenz mit transversaler Schichtausrichtung verwendet (vgl. Kap. 3.5.4). (B)
Ausgewertet wurde dabei bei allen Chargen nur der abfallende Teil der Signaldnderung. Beispielhaft sind die
Daten der Charge C dargestellt. Bei einer Dosierung von 100 pmol/kg KG (Charge C, E und H) ist die T,* Zeit
fiir die ersten Zeitpunkte maximal verkiirzt (Plateau, rot markiert). Diese Daten wurden zur Berechnung der

Bluthalbwertszeit nicht mit einbezogen.

Die Ausgleichsgeraden wurden iiber die kleinsten Fehlerquadrate errechnet. Zur
besseren Vergleichbarkeit sind die dargestellten exponentiellen Abnahmen auf eins normiert
worden. Die Signalintensititen fiir die ersten Zeitpunkte sind anndhernd konstant. Begriindet
werden kann dies mit der hohen Konzentration an SPIO-Partikeln im Blutkreislauf. Wenn die
Konzentration der SPIO-Partikel im Blut so hoch ist, dass die T,-Zeit aller umgebenden
Protonen bereits verkiirzt ist, kann auch durch eine weitere Erhohung der Konzentration
(Dosierung) keine bessere Bildqualitit mehr erreicht werden. Im vorliegenden Fall ist die

SPIO-Partikelkonzentration im Nierenkortex zu Beginn so hoch, dass sich selbst durch die
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Eliminierung der Partikel aus dem Blutkreislauf vorerst keine Signalerhohung bemerkbar
macht. Erst wenn noch weitere SPIO-Partikel aus der Blutbahn eliminiert werden, steigt die
Signalintensitit langsam wieder an bzw. die Anderung der Signalintensititen (vgl. Gl. 27,
S. 52) fillt langsam wieder gegen Null ab (Abb. 56 B). Die ersten Messzeitpunkte wurden
daher nicht zur Berechnung der Ausgleichsgeraden mit herangezogen.

Die nach Regressionsanalyse errechneten Bluthalbwertszeiten fiir die untersuchten

Chargen sind in Abb. 57 zusammengefasst.

40+ p=0,0001 [ SPIO-Formulierungen Abb. 57: Bluthalbwertszeiten von vier
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Die grofleren Chargen C (40 nm), E (60 nm) und H (85 nm) zeigen im Vergleich zu
Charge A (20 nm) signifikant kiirzere Bluthalbwertszeiten (p < 0,05). Deutlich erkennbar ist,
dass die Bluthalbwertszeiten mit zunehmender PartikelgroBBe zunéchst stark abnehmen und
dann ab ca. 60nm anndhernd konstant bleiben. Der Unterschied zwischen den
Bluthalbwertszeiten von Charge E und H ist nicht signifikant (vgl. 60 nm: 5,5 min und 85 nm:
5,2 min, p = 0,79). Die Bluthalbwertszeiten von Charge E und SHU 555 A unterscheiden sich
hingegen signifikant (p = 0,01).

4.5.2 Leberhalbwertszeit

Neben der Bestimmung der Bluthalbwertszeiten wurden auch die
Leberhalbwertszeiten der hergestellten Formulierungen bestimmt (vgl. Kap. 3.5.5). Die SPIO-
Formulierungen wurden mit einer Dosierung von 35 pumol/kg Kopergewicht intravends iiber
die Schwanzvene der Ratten appliziert.

Die applizierten SPIO-Chargen verursachen eine starke Abnahme der

Signalintensititen in der Leber. Beispielhaft sind in Abb. 58 die MRT-Aufnahmen des
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Abdomens fiir eine der untersuchten Ratten vor und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Applikation der Charge E (60 nm) dargestellt. Neben den originalen MRT-Aufnahmen ist
entsprechend der angegebenen Skala zusitzlich eine Fehlfarbendarstellung abgebildet

(Abb. 58, untere Reihe).

Charge E (60 nm)

Abb. 58: MRT-Bilder des Abdomens der Ratte vor und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach i.v. Applikation
der Charge E (60 nm). Es wurde eine T,-gewichtete CPMG-Sequenz (vgl. Kap. 3.5.5) verwendet. Die
Signalintensitdten nehmen nach Applikation des Kontrastmittels stark ab. In der unteren Reihe sind die MRT-

Bilder als Fehlfarbendarstellung entsprechend der angegebenen Skala dargestellt.

Die MRT-Aufnahmen der Leber vor und nach intravendser Applikation der Chargen A,
C und H sind beispielhaft fiir je eine Ratte in Abb. 59 dargestellt.

Die dargestellten MRT-Bilder in Abb. 58 und Abb. 59 sind mit einer Echozeit (TE)
von 12,9 ms aufgenommen. Jede CPMG-Sequenz wurde jedoch mit 32 verschiedenen
Echozeiten gemessen (TE von 12,9 bis 412,8 ms), so dass die T,-Zeiten daraus errechnet
werden konnten. Zur Bestimmung der Leberhalbwertszeiten wurden die Anderungen der
Relaxationsraten (vgl. Gl. 28, S. 53) zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Kontrastmittel-

applikation ausgewertet.
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Charge A (20 nm)

>
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Abb. 59: Abdomen-MRT-Bilder fiir je eine der untersuchten Ratten vor und zu unterschiedlichen Zeitpunkten

nach i.v. Applikation der Chargen A (20 nm), C (40 nm) und H (85 nm). Es wurde eine T,-gewichtete CPMG-

Sequenz (vgl. Kap. 3.5.5) verwendet. Nach Applikation der SPIO-Partikel nehmen die Signalintensititen in der

Leber stark ab. Durch die Metabolisierung bzw. Umwandlung der SPIO-Partikel in MRT-inaktive Metabolite

nimmt die Signalintensitdt mit der Zeit wieder zu.

Die Abnahme der Relaxationsraten (1/T,-Zeit) ist beispielhaft fiir die Charge A (n = 3)

in Abb. 60 dargestellt.
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Abb. 60: Dargestellt sind die Anderungen der
Relaxationsraten (1/T,-Zeit) in der Leber fir
drei Ratten nach Applikation der Charge A.
Fir die MRT-Bildgebung wurde eine T,-
gewichtete CPMG-Sequenz (vgl. Kap. 3.5.5)

verwendet.

Die aus den Regressionsanalysen errechneten Leberhalbwertszeiten fiir die Chargen A,

C, E und H sind in Abb. 61 zusammengefasst. Der Anstieg der Leberhalbwertszeiten mit der
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PartikelgroBe ist dabei nicht signifikant (p > 0,05). Auch die Leberhalbwertszeit der Charge A

(20 nm) verglichen mit Charge H (85 nm) ist nicht signifikant kiirzer (p = 0,21).
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Abb. 61: Abgebildet sind die aus der
Regressionsanalyse errechneten Leberhalb-
wertszeiten von Charge A (20nm), C
(40nm), E (60nm) und H (85 nm). Der
Anstieg der Leberhalbwertszeiten mit der

PartikelgroBe ist nicht signifikant.

Zusitzlich wurde eine direkte Auswertung der Relaxationsraten (1/T,-Zeit) zu

unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt (vgl. Abb. 62). Die Relaxationsraten der vier

untersuchten Chargen unterscheiden sich 24 Stunden nach Applikation nicht signifikant

(p <0,05) voneinander. Werden jedoch die Relaxationsraten nach 7 Tagen betrachtet, ist ein

Anstieg der Relaxationsraten mit zunehmender hydrodynamischer PartikelgroBBe zu

beobachten. Die Relaxationsraten (7 d) von Charge C (40 nm) und E (60 nm) unterschieden

sich signifikant (p = 0,049). Die Ergebnisse der Leberuntersuchungen werden in Kapitel 5.6

diskutiert.
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Abb. 62: Vergleich der Relaxationsraten der
Chargen A, C, E und H 24 Stunden und 7
Tage nach KM-Applikation. Nach 24 Stunden
sind die Relaxationsraten fiir alle
untersuchten Chargen anndhernd gleich. Die
Relaxationsraten nach 7 Tagen hingegen sind
mit zunehmender Partikelgroe etwas erhoht.
Die Differenz zwischen Charge C und E ist
dabei signifikant (p = 0,049).
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5 Diskussion

5.1  Stabilitat der hergestellten SP1O-Formulierungen

Die Bestimmung der hydrodynamischen Radien zeigte, dass die Partikelgrofen
innerhalb von zweieinhalb Jahren stabil bleiben (vgl. Abb. 22, S. 57). Die SPIO-Partikel sind
durch die Carboxydextran-Beschichtung sowohl sterisch als auch elektrostatisch stabilisiert.
SHU 555 A ist analog der hergestellten Chargen mit Carboxydextran beschichtet und hat
aufgrund der freien Carboxylgruppen des Carboxydextrans ein negatives Zetapotential
(-35,1 mV, vgl. Tab. 7, S. 58). Die SPIO-Chargen zeigen dhnliche negative Oberflachen-
ladungen (-20,5 bis -37,9 mV, vgl. Tab. 7). Laut Herstellerangaben ist das Marktprodukt
SHU 555 A iiber einen Zeitraum von drei Jahren stabil [50]. Wie bereits anhand des
Zetapotentials zu vermuten, weisen die hergestellten SPIO-Formulierungen eine vergleichbare

Stabilitat auf.

5.2  PartikelgréRe und Morphologie
5.2.1 Eignung A4F-Trennmethode

Bevor die hergestellten SPIO-Formulierungen mittels A4F analysiert werden konnten,
war es notwendig eine A4F-Trennmethode zu entwickeln, die Nanopartikel in einem
Groflenbereich von ca. 20 nm bis 100 nm (dg) effektiv auftrennen kann (vgl. Kap. 4.2.2). Die
entwickelte A4F-Trennmethode ist trotz des hohen Querflusses (75 %) allerdings nicht in der
Lage, die drei untersuchten Polystyrolstandards so aufzutrennen, dass eine vollstindige
Basislinientrennung  erreicht wird (vgl. Abb. 23, S. 59). Fir die Analyse der
hydrodynamischen PartikelgroBen ist die Basislinientrennung jedoch nicht unbedingt
erforderlich, so konnte in Kapitel 4.2.2 mit Hilfe von Polystyrolstandards belegt werden, dass
die ermittelten Partikelgrofen sehr gut mit den zertifizierten Partikelgréfen iibereinstimmen.
Demnach ist die in der Arbeit entwickelte Methode sehr gut zur Bestimmung der
PartikelgroBe und PartikelgroBenverteilung geeignet.

Auftillig ist der geringe Unterschied zwischen den mittels DLS und den mittels TEM
gemessenen Radien der Polystyrolstandards. Wahrend bei der DLS die hydrodynamischen
Radien bestimmt werden, werden die Partikel bei der TEM-Probenvorbereitung auf dem Grid
getrocknet. Die hydrodynamische Hiille ist im TEM nicht sichtbar. Demnach wiren in der
DLS theoretisch groBBere Radien zu erwarten. Tatsdchlich jedoch weichen die Werte zwischen

TEM und DLS nur um 0,6 nm bis 3,5 nm voneinander ab (vgl. Tab. 8, S. 60). Begriindet

96



Diskussion

werden kann diese geringe Differenz durch die Beschaffenheit der Polystyrolstandard-
Nanopartikel. Im Gegensatz zur Kern-Hiille Struktur der SPIO-Partikel, bestehen die
Polystyrolstandards (PSS) nur aus einer Komponente. Die PSS-Partikel haben eine glatte
Oberfldche, sind in Wasser unloslich und quellen nur geringfiigig auf. Die hydrodynamische
Hiille ist demnach fiir PSS-Partikel vernachlédssigbar klein. Dariiber hinaus sind die
Polystyrolstandards sehr eng verteilt, so dass die unterschiedlichen Wichtungen der Methoden
nur einen geringen Einfluss haben (vgl. Kap. 8.13) Auch andere Arbeitsgruppen konnten die
gute Ubereinstimmung der dynamischen Lichtstreuergebnisse mit den zertifizierten TEM-
PartikelgroBen der Polystyrolstandards zeigen [184].

Neben den hydrodynamischen Radien wurden mit Hilfe eines gekoppelten MALLS-
Detektors zusitzlich die Gyrationsradien der Polystyrolstandards bestimmt und diese stimmen

ebenfalls sehr gut mit Werten in der Literatur {iberein (Tab. 11) [131].

Tab. 11: Ermittelte Gyrationsradien im Vergleich mit Literaturdaten.

Partikelstandard | Rg (A4F/MALLS)* R Literatur ?
20 nm 8,7+ 0,1 nm n.b.
50 nm 17,7+ 0,2 nm 18,9 +2 %
100 nm 34,4+ 0,2 nm 37.8+2 %
! Gyrationsradien ermittelt nach A4F/MALLS Kopplung (vgl. Kap. 4.2.2)
? Gyrationsradien ermittelt nach A4F/MALLS Kopplung laut Literatur [131].

Somit konnte in dieser Arbeit eine A4F-Trennmethode entwickelt werden, die fiir die
detaillierte Analyse der Teilchengrofen- und TeilchengroBenverteilung von Nanopartikeln mit
hydrodynamischen GréBen zwischen 20 nm und 100 nm sehr gut geeignet ist.

Neben der Validierung der A4F-Trennmethode mit Hilfe von Polystyrolstandards
konnte auch fiir SHUS555A eine gute Ubereinstimmung des hydrodynamischen
Durchmessers mittels A4F mit Literaturdaten gezeigt werden (vgl. Kap. 4.2.3:
65 nm + 0,8 nm und Literatur: 60 nm [32]).

5.2.2 Hydrodynamische Radien der SP1O-Chargen

Die ermittelten Radien unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung der PartikelgrofB3e
sind hdufig nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar. Die Ergebnisse aus der DLS (,,in-

batch®) und der A4F/DLS-Kopplung ermdglichen jedoch den direkten Vergleich, da beide
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Methoden die hydrodynamischen Radien mittels dynamischer Lichtstreuung ermitteln
(Tab. 12).

Aufgrund des bimodalen Charakters der Charge B (vgl. Abb. 28, S. 64 und Abb. 36,
S. 74) sind die hydrodynamischen Radien der DLS-Methoden dieser Charge allerdings nur
bedingt miteinander vergleichbar. Denn die DLS ,,in-batch® bestimmt eine monomodale
Verteilung und gibt eine mittlere Partikelgrofe an, die jedoch durchaus im GroBenbereich der
A4F/DLS-Methode liegt.

Die Gegentiberstellung fiir die tibrigen Chargen zeigt teilweise eine Abweichung von
bis zu 37 %. Dabei ist auffillig, dass die iiber A4F/DLS ermittelten Werte zumeist kleiner
sind. Zu beachten ist, dass im Falle der DLS (,,in-batch*) die Verteilung der Teilchengréflen
nicht direkt messbar ist, sondern lediglich durch Anpassung einer Streufunktion modelliert
wird. Dass es sich dabei um eine theoretische PartikelgroBenverteilung handelt, konnte bereits
anhand der Polystyrolstandards gezeigt werden (Abb. 23 A, S. 59). Bei der A4F/DLS-
Methode hingegen werden reale Teilchengrofenverteilungen gemessen und im Gegensatz zur
DLS ,in-batch® konnen auch unterschiedliche Partikelpopulationen in einem Gemisch

unterschieden werden (Abb. 23 B, S. 59).

Tab. 12: Gegeniiberstellung der hydrodynamischen Radien A4F/DLS und DLS (,,in-batch*).

Charge DLS Ry Y A4F/DLS Ry? Abweichung
Charge A (20 nm) 9,7+ 0,3 nm 10,3 £ 0,8 nm 5,8 %
Charge B(30nm) | 15,7+03nm | 9,8+0,5nm/34,8+1,6 nm
Charge C (40 nm) | 18,1+ 0,3 nm 13,2+ 0,3 nm 37,1 %
Charge D (50 nm) | 25,3+ 0,9 nm 20,6 £ 0,5 nm -22.8 %
Charge E (60 nm) | 30,4 + 0,9 nm 27,9+ 0,4 nm -9,0 %
Charge F (65nm) | 31,8+ 0,6 nm 32,3+ 0,5 nm +1,5 %
Charge G (70 nm) | 36,2+ 0,7 nm 34,8 £ 1,4 nm -4,0 %
Charge H (85 nm) | 43,1 +0,2 nm 41,2 £ 0.8 nm -4,6 %
1) Hydrodynamischer Radius * Standardabweichung, DLS ohne vorherige Trennung (,,in-batch*),

Dreifachbestimmung mit je n = 5, Methodenbeschreibung in Kap. 3.2.2 (Daten vgl. Tab. 7, S.58)
2) Hydrodynamischer Radius * Standardabweichung (n = 3), Methodenbeschreibung in Kap. 3.2.4
(Daten vgl. Tab. 9, S. 66)

Der z-Average (DLS ,,in-batch®) ist ein intensititsgewichteter Mittelwert [140]. Das
Primérsignal der DLS gekoppelt an die A4F ist ebenfalls intensititsgewichtet, jedoch werden
grofBBere Partikel abgetrennt und einzeln vermessen. Der intensitdtsgewichtete mittlere Radius
ist sehr viel empfindlicher gegentiber grof3eren Partikeln [185]. Zur Berechnung des mittleren

hydrodynamischen Radius nach A4F/DLS-Methode wurde jedoch die Partikelgrofen-
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verteilung anhand des statischen Lichtstreudetektors verwendet (vgl. Kap. 3.2.4). Der
errechnete Mittelwert nach A4F/DLS gibt demnach den hydrodynamischen Radius des
kumulativ ermittelten 50 %-Wertes der statischen Lichtstreuung an (90°) und ist
volumengewichtet (vgl. Anhang Gl. A 9 und GI. A 10, S. 129). Verdeutlicht werden soll der
Unterschied der Wichtungen anhand von Charge C (Abweichung: 37,1 %) und Charge F
(Abweichung: 1,5 %) (Abb. 63).

Fir die Charge C (40 nm) weichen die Teilchengrofenverteilungen der DLS
»in-batch® und A4F/DLS deutlich voneinander ab, was die hohe Abweichung der Radien in
Tab. 12 erklart. Fiir die Charge F (65 nm) hingegen sind die Teilchengrofenverteilungen
beider Methoden fast identisch, was sich in einer guten Ubereinstimmung zwischen den
hydrodynamischen Radien nach DLS ,,in-batch* und A4F/DLS widerspiegelt (vgl. Tab. 12).

(A) Charge C (40 nm) (B) Charge F (65 nm)

A4F/DLS A4F/DLS

£ 1,04 —s—DLS £ 1.0 —s—DLS
0 .0
g 0.8- \ § 0.8
£ £
- —— intensitatsgewichtet
® 0,6+ intensitatsgewichtet X 0,64 7~ 9
i rd ®
% / g volumengewichtet
2 044 D044
£ 0. volumengewichtet £ 0. rd
2 2
0,2 0,24
w w

0,0 L A\ . . 00 ; : .

1 10 100 1000 1 10 100 1000
hydrodynamischer Radius [nm] hydrodynamischer Radius [nm]

Abb. 63: In (A) sind die DLS ,jin-batch“ und A4F/DLS-Daten der Charge C (40 nm) dargestellt. Die
volumengewichtete  TeilchengroBenverteilung der A4F/DLS-Methode weicht deutlich von  der
intensititsgewichteten Verteilung der DLS ab. (B) Fiir die Charge F (65 nm) sind die unterschiedlich gewichteten
Verteilungen hingegen fast identisch und die mittleren hydrodynamischen Radien beider Methoden

unterscheiden sich nur geringfiigig (1,5 % vgl. Tab. 12).

5.2.3 Polydispersitaten der hergestellten SPIO-Chargen

Neben den TeilchengroBBen wurden auch die Polydispersititen der SPIO-Chargen
bestimmt. Es wurden zwei unterschiedliche Polydispersitétsindices ermittelt (vgl. Kap. 4.2.1
und Kap. 4.2.5). Der Polydispersititsindex (PDI) aus der dynamischen Lichtstreuung
beschreibt mathematisch den Unterschied der gemessenen Autokorrelationsfunktion zur
angepassten Korrelationsfunktion und gibt Werte zwischen 0 - 0,5 an (vgl. Kap. 2.4.4). Der
Polydispersitdtsindex nach A4F (Q) ist bekannt aus der Polymerchemie, gibt die Breite der
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gemessenen PartikelgroBenverteilung an und ist fiir reale Verteilungen stets grofler als eins
(vgl. Kap. 2.4.6).

Ist der PDI aus der DLS klein, so stimmt die Autokorrelationsfunktion sehr gut mit
den gemessenen Daten iiberein. Im Falle der Charge B wird fiir die Autokorrelationsfunktion
eine monomodale Verteilung angenommen. Da diese Charge jedoch eine bimodale Verteilung
aufweist (vgl. Abb. 28, S. 64 und Abb. 36, S. 74), ist die Abweichung zwischen Korrelations-
funktion und den gemessenen Daten relativ grof3. Der PDI (0,248) der Charge B wird folglich
groBer errechnet als fiir die iibrigen Chargen (vgl. Tab. 7, S. 58). Ist eine Nanopartikel-
suspension hingegen zwar sehr breit verteilt, aber monomodal, wie z.B. SHU 555 A, dann ist
der PDI aus der Kumulantenmethode trotzdem relativ niedrig, da die Autokorrelation gut zu
den gemessenen Daten passt (0,208, vgl. Tab. 7). Der PDI aus der dynamischen Lichtstreuung
kann demnach nur bedingt zur Beurteilung einer Partikelgrofenverteilung herangezogen
werden.

Der errechnete Polydispersititsindex aus der A4F-Analyse (Q) gibt hingegen direkt
eine Aussage iiber die Breite einer PartikelgroBenverteilung [146]. Zur Berechnung der
Polydispersitdten kann allerdings die Breite der gemessenen TeilchengroBenverteilung der
A4F nicht direkt herangezogen werden, da es nicht moglich ist, zwischen
Bandenverbreiterung wihrend der Trennung und Polydispersitit der Probe zu unterscheiden
[109, 131]. Das Auftreten einer Bandenverbreiterung wahrend einer Trennung ist aus dem
Bereich der Chromatographie hinlénglich bekannt (z.B. Tailing in der HPLC). Stattdessen
wurden die Polydispersititsindices anhand von Gl. 30 (S. 67) errechnet. Die Ergebnisse der

Polydispersitdten bestdtigen, dass die Charge B bimodal verteilt ist (vgl. Abb. 31, S. 68).

5.2.4 Analytische Ultrazentrifugation

Die Daten der AUZ (vgl. Kap. 4.2.7) konnen nicht direkt mit den ermittelten
PartikelgroBen der anderen Methoden verglichen werden, da die AUZ nach
Sedimentationsgeschwindigkeiten ~ trennt  und  eine andere ~ Wichtung der
PartikelgroBenverteilung verwendet (vgl. Anhang Kap. 8.13).

In der AUZ spielt sowohl die Dichte des Beschichtungsmaterials als auch die Dichte
des Kerns eine entscheidende Rolle. Im Falle der SPIO-Partikel ist der Kern wesentlich
schwerer als die Carboxydextran-Hiille, weswegen der Einfluss des Beschichtungsmaterials
wihrend der Zentrifugation vergleichsweise gering bleibt. Anders verhélt es sich, wenn die

Form der Partikel stark durch die Beschichtung beeinflusst wird. Denn haben die Partikel eine
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stark vergroferte Reibungsoberfliche, beispielsweise durch lange abstehende Seitenketten,
sedimentieren sie langsamer. Die SPIO-Chargen sind alle mit Carboxydextran beschichtet, so
dass die PartikelgroBen untereinander gut vergleichbar sind. Die Partikelgroe nach AUZ
nimmt von Charge A bis Charge H zu (vgl. Abb. 34, S. 71). Vor allem durch die zunehmenden
SPIO-KerngroBBen (Aggregate, vgl. Abb. 35, S. 72) und deren hohen Beitrag zur Gesamt-
Sedimentationsgeschwindigkeit, sedimentieren die grofleren Partikel in der AUZ schneller als
die kleineren. Der Einfluss der verschiedenen Wichtungen ist in Abb. 64 dargestellt. Fiir die
Chargen A, E und H ist das anzahlgewichtete Zentrifugenmittel erwartungsgemif kleiner als
die intensitéts- und volumengewichteten Ergebnisse aus der DLS und A4F/DLS (vgl. Anhang
Kap. 8.13). Das Zentrifugenmittel der Charge C ist hingegen groBer als der
volumengewichtete Durchmesser, was jedoch durch eine kleine Schulter der Charge C in der
TeilchengroBenverteilung der AUZ erklart werden kann, die in der A4F/DLS nicht detektiert
werden konnte (vgl. Abb. 34 C, S. 71 und Abb. 27 C, S. 63).

Abb. 64: Gegeniiberstellung der Partikelradien

I AUZ (Zentrifugenmittel)
M = e vl nach AUZ, DLS ,in-batch und A4F/DLS fiir die
| Chargen A, C, E und H. Mit Ausnahme der
Charge C ist das anzahlgewichtete Zentrifugen-

[2]
o

mittel der AUZ stets kleiner als die intensitéts-

und volumengewichteten Mittelwerte.
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'
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Auffillig ist, dass sowohl die Charge C als auch Charge E in der AUZ eine Schulter in
der TeilchengroBenverteilung aufweisen (vgl. Abb. 34, S. 71). In der A4F-Untersuchung
hingegen zeigt lediglich die Charge B einen bimodalen Charakter. Eine mdgliche Erklarung
sind die starken Scherkrifte wiahrend der AUZ. Denkbar ist, dass ein Teil der sterischen
Carboxydextran-Beschichtung wihrend der AUZ-Analyse abgeschert wird und die Partikel
infolgedessen agglomerieren. Im Falle der Charge E =zeigt besonders die
Partikeldichteverteilung einen deutlichen bimodalen Charakter (vgl. Abb. 34 E). Diese
bimodale Dichteverteilung der Partikel kann durch eine ungleichméfige Carboxydextran-
Beschichtung hervorgerufen werden. Steigt bei gleich bleibendem hydrodynamischem
Durchmesser das Verhéltnis von Carboxydextran zu Eisenoxid in einem Partikel, sinkt die

mittlere Partikeldichte und die Partikel sedimentieren langsamer in der AUZ. Da die
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hydrodynamischen Gréfen auch bei schwankendem Verhéltnis zwischen Carboxydextran und
Eisenoxid gleich sein koénnen, kann eine bimodale Partikeldichteverteilung in der

asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung nicht detektiert werden.

5.2.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Die PartikelgroBe und Morphologie der SPIO-Chargen wurde mit Hilfe der
Transmissionselektronenmikroskopie untersucht (vgl. Kap. 4.2.8).

Die PartikelgroBBen der TEM konnen nicht mit den hydrodynamischen Grofen der
DLS verglichen werden, denn die Carboxydextran-Beschichtung kann durch den
Trocknungsprozess kollabieren und gibt in der TEM keinen ausreichenden Kontrast. Zudem
ist die hydrodynamische Hiille im TEM nicht sichtbar. In der DLS hingegen werden die
Partikel in Losung vermessen. Die Kohlenhydratketten des Carboxydextrans stehen dabei
weit vom Kern ab (vgl. Kap. 2.3.2) und werden zusammen mit Wasser als hydrodynamische
Hiille mit bestimmt. Dariiber hinaus sind die hydrodynamischen Radien intensitdtsgewichtet,
wihrend die Radien nach TEM anzahlgewichtet sind (vgl. Anhang Kap. 8.13). Demnach
miissen die Aggregatgroflen laut TEM wesentlich kleiner sein als die hydratisierten Radien.

Erwartungsgeméil sind die TEM-AggregatgroBBen kleiner als die hydrodynamischen
GroBen (Tab. 10, S. 73 und Tab. 7, S. 58). Werden die verschiedenen Wichtungen
vernachldssigt, kann die Differenz zwischen beiden Partikelgrofen als Schichtdicke der
hydrodynamischen Hiille diskutiert werden (Abb. 65). Aus der resultierenden theoretischen
GroBe der SPIO-Partikel ist ein Riickschluss auf die tatsdchlichen GroBenverhéltnisse
allerdings nur teilweise moglich, da z.B. mit der TEM nur orientierende Partikelgro3en
bestimmt wurden und die SPIO-Kerne sowie die Dicke der Carboxydextranschicht eine
Polydispersitdt aufweisen.

Die Verhiltnisse von Kerndurchmesser zu hydrodynamischem Durchmesser
schwanken zwischen 1 zu 4,3 (Charge A) und 1 zu 1,7 (Charge E) (vgl. Abb. 65). Biischer
et. al. ermittelte fiir Carboxydextran-beschichtete Eisenoxidpartikel mit einem hydro-
dynamischen Durchmesser von 13,4 nm mittels AFM einen Kerndurchmesser von 6,4 nm.
Dies entspricht einem Verhiltnis von Kerndurchmesser zu hydrodynamischen Durchmesser
von 1 zu 2,1 und liegt damit innerhalb der oben beschriebenen Verhiltnisse [17].

Die Kristallitgro8e wird vorrangig durch die Partikelsynthese beeinflusst, z.B. durch
Riihr- und Tropfgeschwindigkeit wéhrend der basischen Féllung. Die SPIO-Chargen wurden

alle aus der SPIO-Rohdispersion einer Synthese-Charge hergestellt und iiber eine magnetische
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Separation in verschiedene Partikelgrofen aufgetrennt. Erwartungsgemél sind die mittels
TEM ermittelten KristallitgroBen fiir alle Chargen fast identisch. Die mittleren
KristallitgroBen liegen zwischen 3,8 und 5,4 nm (vgl. Tab. 10, S. 73). Fiir SHU 555 A wird in
der Literatur eine dhnliche KristallitgroB3e von 3 - 5 nm beschrieben [86].

Charge A Charge H
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Abb. 65: Schematische Darstellung des theoretischen Aufbaus der SPIO-Partikel in Charge A und H. Unter der
Annahme, dass in der TEM ausschlieBlich die SPIO-Kerne und in der DLS die SPIO-Kerne plus Beschichtung
und hydrodynamische Hiille bestimmt werden und die verschiedenen Wichtungen der Methoden aufler acht
gelassen werden, kann die Differenz zwischen beiden PartikelgroBen als Schichtdicke der hydratisierten
Beschichtung diskutiert werden. Fiir Charge A betridgt das Verhéltnis der Durchmesser von Kern zu Hiille ca. 1:4
und fiir die Charge H nur ca. 1:2.

Laut TEM-Aufnahmen bestehen die SPIO-Kerne der Charge A aus einzelnen
Eisenoxid-Kristalliten (vgl. Abb. 35. S. 72). Solche Strukturen sind in der Literatur als
MIONs (Monocrystalline Iron Oxide Nanocompounds) beschrieben [186-188]. Shen et. al.
beschreibt dextranbeschichtete MIONs mit einer Kerngrof3e nach TEM von 4,6 + 1,2 nm und
einem hydrodynamischen Durchmesser von 20+4 nm [186]. Diese GrofBenverhéltnisse
stimmen sehr gut mit denen der SPIO-Partikel in der Charge A iiberein. Die Kerne der
groBeren Chargen (vgl. Abb. 65, rechts) hingegen bestehen aus mehreren aggregierten
Kristalliten. Auch friihere Arbeiten beschreiben, dass groBere SPIO-Partikel aus mehreren
monokristallinen Untereinheiten aufgebaut sind [17, 19, 21]. Biischer et. al. konnte anhand

von Rasterkraftmikroskopie (AFM, atomic force microscopy) fiir Carboxydextran
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beschichtete SPIO-Partikel ebenfalls zeigen, dass die SPIO-Kerne aus aggregierten
Kristalliten bestehen [17].

Die vier mittels TEM untersuchten SPIO-Chargen zeigen anndhernd runde
Partikelformen (vgl. Abb. 35, S. 72). Die Bestimmung der Formfaktoren mittels A4F (vgl.
Kap. 4.2.6) zeigte ebenfalls charakteristische Werte fiir kugelformige Partikel und kann durch
die TEM-Ergebnisse bestétigt werden.

5.2.6 Kleinwinkel-Rdntgenstreuung

Die Ergebnisse der Kleinwinkel-Rontgenstreuexperimente (SAXS) sind in
Kapitel 4.2.9 prasentiert. Die SAXS-Methode reagiert empfindlich auf
Elektronendichteunterschiede. Die Polymerbeschichtung der hergestellten Chargen ist in
Gegenwart des Eisenoxids unsichtbar, da die Elektronendichtedifferenz zwischen Wasser und
Carboxydextran verglichen zu Eisenoxid und Wasser sehr gering ist. So wird in der SAXS
lediglich der Eisenoxidkern detektiert [189]. Die Radien sind somit nicht mit den
hydrodynamischen Radien der DLS oder AUZ vergleichbar. Die SPIO-Kerngroflen steigen
jedoch erwartungsgemal linear mit den hydrodynamischen Partikelgro3en an (Abb. 66).

N
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1

Abb. 66: Dargestellt ist das Verhdltnis zwischen
hydrodynamischen Radien und SAXS-Radien der
Chargen A, C, E und H.
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Anhand des gezeigten Streuverhaltens (vgl. Abb. 37, S. 75) lassen sich einfache
Partikelstrukturen ausschlieBen. Es wurden zwei mogliche Hypothesen vorgestellt, welche die

Streukurven erkliren konnen.

e Hypothese 1: Es liegen neben groBeren Partikeln zahlreiche kleine Partikel in der Losung
vor (Abb. 67 A).

e Hypothese 2: Die groferen Partikel bestehen aus Aggregaten kleinerer Primarpartikel
(Abb. 67 B).
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Einerseits ist es moglich, dass bei der magnetischen Separation eventuell einzelne kleinere
Partikel mitgerissen werden, andererseits konnte die innere Struktur der zusammengesetzten
Primérpartikel (Aggregate) ebenfalls ein solches Streuverhalten auf kleiner Langenskala
verursachen. Beide Thesen sind denkbar und eine zweifelsfreie Unterscheidung ist nur

moglich, wenn die Ergebnisse von A4F, TEM, und AUZ mit einbezogen werden.
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Abb. 67: Schematische Darstellung moglicher Strukturen der SPIO-Partikelkerne zur Erkldrung der SAXS-
Ergebnisse. (A) Neben den Aggregaten aus mehreren Kristalliten liegen in Losung auch einzelne Kristallite vor.
(B) Der aggregierte Kern, aufgebaut aus einzelnen Kristalliten, verursacht eine Streuung an der Grenzflidche des
Gesamtpartikels zum Dispergiermittel und zusitzlich streuen auch die kleinen Kristallite im Inneren der

Aggregate an der Grenzflache zwischen SPIO-Kristallit und Beschichtungsmaterial.

Anhand der TEM-Bilder ist keine zweifelsfreie Unterscheidung moglich, da sich durch
den Trocknungsprozess kleinere Partikel an die sichtbaren Aggregate anlagern konnen. In den
TEM-Bildern sind zudem vereinzelt kleine Partikel sichtbar (vgl. Abb. 35 H, S. 72). Biischer
et. al. konnte anhand von Rasterkraftmikroskopie ebenfalls zeigen, dass magnetisch separierte
Fraktionen von Carboxydextran-beschichteten Eisenoxidpartikel neben den groBeren
Aggregaten auch einen Anteil kleinerer Primérpartikel enthalten [17].

Mit Hilfe der A4F/DLS-Kopplung (vgl. Kap. 4.2.4) sind frei vorliegende kleine
Partikel auch neben aggregierten gut detektierbar, da die PartikelgroBen erst aufgetrennt
werden und anschlieBend von nachgeschalteten Detektoren analysiert werden. Vor allem der
anzahlgewichtete UV-Detektor ist gegeniiber kleineren Partikeln empfindlich. Wie fiir
SHU 555 A gezeigt, konnten kleinere Partikel auch neben groBeren detektiert werden
(vgl. Abb. 26, S. 62). Charge E enthilt laut A4F-Analyse wesentlich weniger kleine Partikel
als SHU 555 A (vgl. Abb. 71, S. 113). Aufgrund der nicht vollstindigen Basislinientrennung
ist jedoch ein geringer Anteil kleiner Primérpartikel in der Charge E nicht auszuschliefen.
Wird die Charge E mit 5 % (v/v) der Charge A versetzt, sind die kleineren Partikel der Charge
A, trotz unvollstindiger Basislinientrennung, neben den Partikeln der Charge E gut

detektierbar (vgl. Abb. A 5, S. 127).
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Setzt man die Flachedifferenz der Charge E und Charge E plus Charge A im
Peakbereich (5,5-8 min) gleich 5 %, ergibt sich fiir die Charge E ein Anteil an kleinen
Primérpartikeln von 8,2 %. Dieser Anteil ist aufgrund der Uberlagerung mit dem Void-Peak
nur eine Ndherung. Die Messung des fraktionierten Void-Peaks lieferte in der SAXS-Messung
keine Streuintensitit. Der theoretische berechnete Anteil an kleinen Partikeln ist fiir die
Charge H mit 4,6 % noch geringer. Bei groBen Streuvektoren (0,4 <q<2nm ™) liegen die
Streukurven der Chargen C, E und H Streukurven jedoch iibereinander und zeigen keine
Intensititsunterschiede (vgl. Abb. 37, S. 75). Die Anderung im Primérpartikelanteil von 8,2 %
auf 4,6 % zeigt somit keinen Einfluss auf das Streuverhalten. Demnach kann man davon
ausgehen, dass das Streuverhalten der Charge C, E und H auf kleiner Langenskala durch die

innere Struktur der Partikel hervorgerufen wird (Hypothese 2).

5.3  Effektivitat der SP1O-Formulierungen in der MRT-Bildgebung
5.3.1 Magnetische Eigenschaften

Anhand der SQUID-Daten (vgl. Abb. 40, S. 79) konnte belegt werden, dass sich die
SPIO-Partikel in wéssriger Suspension bei Raumtemperatur superparamagnetisch verhalten.
Zu beachten ist, dass die SQUID-Messungen in wéssriger Suspension nicht vergleichbar mit
Messungen von getrockneten SPIO-Partikeln sind. Die magnetischen Momente der Partikel
sind in Losung nicht fixiert, sondern konnen sich frei bewegen, so dass auch im Falle eines
ferro- oder ferrimagnetischen Partikelcharakters keine Remanenz zuriick bleibt. Dieser Effekt
ist durch die Brownsche Molekularbewegung bzw. die freie Beweglichkeit der magnetischen
Aggregate zu erkldren (vgl. Brownsche Relaxation vgl. Gl. 8, S. 12). In der Literatur ist dieser
Effekt als quasi-superparamagnetisches Verhalten beschrieben [190]. Werden Partikel
hingegen an eine Oberfldche gebunden und damit in ihrer Mobilitét eingeschrankt, erhoht sich
die Remanenz. Die Anderung des Relaxationsverhaltens durch Immobilisierung von SPIO-
Partikeln kann in speziellen Immunoassays zur Bestimmung von Bindungsaffinititen
ausgenutzt werden [163, 191].

Die Sattigungsmagnetisierungen der hergestellten Chargen wurden aus den M-H-
Kurven der SQUID Messungen ermittelt (vgl. Kap. 4.3.2) und stimmen sehr gut mit
Literaturdaten  iiberein. So  bestimmte Saebo et. al. fir SHUSS5S5C eine
Séttigungsmagnetisierung von 78,9+ 0,8 emu/g Eisen [25]. SHU 555 C ist mit einem
hydrodynamischen Durchmesser von 20 nm mit der Charge A vergleichbar, die eine

Sattigungsmagnetisierung von 74,9 £ 1,8 emu/g Eisen aufweist (vgl. Tab. A 3, S. 126).
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Shen et. al. ermittelte bei 1,5 Tesla fiir Dextran beschichtete monokristalline SPIO-Partikel
mit einem Kerndurchmesser von 4,6 £ 1,2 nm und einem hydrodynamischen Durchmesser
von 20 + 4 nm eine Sittigungsmagnetisierung von 68 emu/g Eisen [186]. Auch dieser Wert ist
dem der Charge A dhnlich. Die groeren Chargen zeigen alle eine Sittigungsmagnetisierung
zwischen 93 und 95 emu/g Eisen und erreichen damit anndhernd die Séttigungs-
magnetisierungen  von  Maghemit- oder  Magnetit-Bulklosungen.  Die  Bulk-
Séttigungsmagnetisierung von Maghemit und Magnetit ergeben sich aus dem magnetischen
Gesamtmoment und der Masse einer Einheitszelle. Die theoretische Bulk-
Sattigungsmagnetisierung betrdgt fiir Maghemit 87,4 emu/g Eisen und fiir Magnetit
96,5 emu/g Eisen. In der Praxis wurden fiir Maghemit 83,5 emu/g Eisen und fiir Magnetit
98,0 emu/g Eisen bestimmt [192].

Die magnetische Suszeptibilitat wiachst fiir kleine Partikeldurchmesser linear an und
erreicht fiir hydrodynamische Durchmesser ab ca. 60 nm (Kerndurchmesser TEM: 35 nm)
einen Maximalwert (Abb. 43, S. 82). Dieser Verlauf kann durch die Annahme von so
genannten Ein- und Mehrdoménenpartikeln erkldrt werden [193]. Der Durchmesser der
kleinen Partikel liegt zunichst unterhalb der DoméinengroBe (Doméne = Weiss’scher Bezirk)
von Magnetit bzw. Maghemit. Wenn das Partikel groBer wird, ordnen sich die dazu
kommenden Elementarmagnete zunéchst in die Doméne ein, bis die typische Dominengrofle
von Magnetit oder Maghemit erreicht ist. Fiir diesen Bereich miisste das magnetische
Moment der Partikel linear mit der Anzahl der magnetischen Elementarmagneten oder mit
dem Volumen der Partikel ansteigen. Nach Gl. 4 (S. 8) steigt damit auch die Suszeptibilitit
linear mit dem Partikelvolumen an. Dies bedeutet eigentlich einen Anstieg der Suszeptibilitit
mit d°. Da die Partikelchargen aber auf den gleichen Eisengehalt eingestellt waren, nimmt die
Partikelanzahl der Chargen mit zunehmendem Partikeldurchmesser ungefahr mit der 3. Wurzel
ab. Aus dieser Annahme folgt ein linearer Anstieg der Suszeptibilitdit mit dem
Partikeldurchmesser wie in Abb. 43 (S. 82) zu erkennen.

Werden die Partikel groBer als die typische Doménengrof3e von Magnetit, entstehen je
nach GréBe eine oder mehrere weitere Doménen. Unter der Annahme, dass das magnetische
Moment der zusitzlichen Doménen rdumlich zufillig orientiert ist, kann das magnetische
Moment der ersten Doméne sowohl abgeschwicht als auch verstérkt werden. Statistisch iiber
die Probe gesehen, ist somit kein weiterer Beitrag der zusdtzlichen Doménen zum
magnetischen Moment der ersten Domine zu erwarten. Daraus ergibt sich ein Maximalwert

der Suszeptibilitdt bei groBen Partikeln, wie in Abb. 43 (S. 82) zu erkennen.
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Am Schnittpunkt zwischen linearem Anstieg und konstantem Maximalwert l4sst sich
gemil obiger Annahme aus Abb. 43 ein Grenzwert zwischen Ein- und Mehrdoménenpartikel
ablesen. Im Schnittpunkt betrdgt der hydrodynamische Durchmesser ca. 57 nm, was der
Charge E (60 nm) am Nichsten kommt. Die Charge E hat laut TEM einen Kerndurchmesser
von 35 nm (vgl. Tab. 10, S. 73) und laut SAXS einen Kerndurchmesser von 30 nm (vgl. Kap.
4.2.9). Dieser Wert ist durchaus plausibel, so beschreibt Soffel et. al. [193] den kritischen
Durchmesser fiir den Einddmanen-/ Mehrdomanenteilcheniibergang fiir Maghemit und
Magnetit mit 30 bis 100 nm.

Mittels MSB-Waage wurden Suszeptibilititen zwischen 18.000x 10 cgs (Charge A)
und ca. 40.000 10 cgs (Charge D bis H) bestimmt (vgl. Abb. 44, S. 82). In der Literatur sind
dhnliche Werte beschrieben. So wurde fiir Dextran beschichtete SPIO-Partikel (AMI-25) eine
Suszeptibilitdt von 25.000 10° cgs bestimmt [194]. Die Suszeptibilititen der hergestellten
Chargen liegen damit in einem Bereich wie er auch fiir etablierte Kontrastmittel (AMI-25)

bestimmt wurde.

5.3.2 Protonenrelaxation in Gegenwart der SP10-Chargen

Die ermittelten Relaxivititen sind in Kapitel 4.3.4 beschrieben. Die Relaxivititen der
Charge A konnen aufgrund dhnlicher Partikelgréfe und gleichem Beschichtungsmaterial mit
denen von SHU 555 C verglichen werden und zeigen unter Beriicksichtigung der
unterschiedlichen Feldstirken eine gute Ubereinstimmung (Tab. 13).

In Plasma sind die R,-Relaxivitdten aufgrund der hoheren Viskositét erwartungsgemaf
etwas hoher als in Wasser (vgl. Abb. 46, S. 83). Auch SHU 555 A zeigt eine hohere

Relaxivitdt in Plasma als in Wasser [195].

Tab. 13: Vergleich der R;- und R,- Relaxivititen von Charge A mit Daten von SHU 555 C.

SHU 555 C Charge A SHU 555 C
(0,47T) [83] (1,41 7) (1,5 T) [82]
R;-Relaxivitit" 24,0 mM"' st 132 mM" s 11 mM!s!
R,-Relaxivitit" 60,0 mM™"' ! 494 mM™! s 38 mM! s

Entsprechend der Theorie von Roch und Gillis (siehe Kap. 2.3.3) ist ein anndhernd
linearer Anstieg der Ry-Relaxivititen mit der Partikelgrofle zu erwarten [71]. Die Theorie ist
allerdings nur bis zu einem hydrodynamischen Partikeldurchmesser von 15 nm beschrieben

und gilt genau genommen nur fiir Partikel, die aus einzelnen Eisenoxid-Kristalliten bestehen
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(MION) [196]. Anhand der Transmissionselektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass
die Partikel der Charge A (20 nm) vorrangig aus einzelnen Eisenoxid-Kristalliten bestehen
(vgl. Kap. 5.2.5) und tatsdchlich stimmen die experimentell ermittelten Relaxivititen der
Charge A sehr gut mit den nach Theorie errechneten R;- und Rj,-Relaxivititen fiir 15 nm
grof3e Partikel iiberein (Charge A: R; 13,2 und R; 49,4 1/(mmol-s) Theorie: R1: 12 und R2:
50 1/(mmol-s). Fiir groBere Partikel ist das theoretische Modell aufgrund der multikristallinen
Kerne nicht anwendbar [190]. Es ist jedoch auffillig, dass die Steigung der Relaxivititen mit
der PartikelgrofBe aus der Theorie von Roch und Gillis [71] sehr gut mit der in der Praxis

ermittelten Steigung fiir grofBere Partikel iibereinstimmt (Abb. 68).

@ %91 Abb. 68: Vergleich der nach
g 300 Relaxationstheorie von Roch und Gillis
g 250+ errechneten R,-Relaxivitidten (vgl. Abb. 14,
g 200 S. 19) mit den experimentell bestimmten R,-
;g 1504 Relaxivitdten der hergestellten SPIO-Chargen.
E 100+
i

50

0
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hydrodynamischer Durchmesser [nm]
Rheinlander et. al. konnte eine ahnliche Zunahme der R,-Relaxivitit mit zunehmender
hydrodynamischer PartikelgroBe zeigen [165]. Beachtenswert ist, dass die R,-Relaxivititen
fiir PartikelgrofBen ab ca. 60 nm nicht weiter ansteigen (vgl. Abb. 47, S. 84). Dies kann mit
Hilfe der gemessenen Suszeptibilitdten erkliart werden (vgl. Kap. 5.3.1). Die Suszeptibilititen
der SPIO-Chargen steigen ebenfalls linear bis zu einem hydrodynamischen Durchmesser von
ca. 60 nm an und erreichen dann einen konstanten Wert.

Die Suszeptibilititen (vgl. Kap. 5.3.1) der SPIO-Partikel beeinflussen die
Relaxivititen = der umgebenden  Protonen. Nach dem  HF-Impuls in der
Magnetresonanztomographie befinden sich die Protonen in der Umgebung des
Kontrastmittels in Phase. Je grofler nun das magnetische Moment der SPIO-Partikel ist, desto
schneller geraten die Protonen auBler Phase und entsprechend stirker wird die T,-Zeit
verkiirzt. Das heilit, je groBer die Suszeptibilitdt der Partikel ist, desto kiirzer sind die T,-

Zeiten der umgebenden Protonen und desto hoher ist die Relaxivitét [197].

109



Diskussion

5.4  Phagozytoseaktivitat der hergestellten Formulierungen

Die Zytotoxizitit von Carboxydextran beschichteten SPIO-Partikeln ist bereits in der
Literatur beschrieben. So zeigte Hsiao et. al., dass sich die Uberlebensraten der Zellen
zwischen behandelter und unbehandelter Gruppe bis zu einer Konzentration von
100 pg Fe/mL nicht signifikant unterscheiden [198]. Metz et. al. zeigte sogar, dass sich bis zu
einer 200-fachen Konzentration der humanen Dosis (2000 pg/mL) keine Zytotoxizitét
nachweisen lasst [199]. Auf in vitro Test zur Bestimmung der Zytotoxizitit wurde daher in der
vorliegenden Arbeit verzichtet.

Die durchgefiihrte in vitro Untersuchung zur Phagozytoseaktivitiat zeigt, dass die
zelluldre Eisenaufnahme bis zu einer PartiklegroBe von 40 nm ansteigt und dann ein
Maximum erreicht (vgl. Abb. 52, S. 88). Die Ergebnisse bestitigen damit frither
verdffentlichte Daten, bei denen ebenfalls eine gesteigerte Eisenaufnahme mit zunehmender
PartikelgroBe nachgewiesen wurde [20, 199-201].

Ein direkter Vergleich der absoluten aufgenommenen Eisenmenge mit Literaturdaten
ist nicht moglich, da die Eisenaufnahme bei unterschiedlichen Zelllinien stark variieren kann.
Die GroBenordung der absoluten Eisenaufnahme ist jedoch durchaus vergleichbar. So
ermittelte z.B. Matuszewski et. al. fir SHUS555A bei einer 60-fach hdheren
Eisenkonzentration eine Eisenaufnahme von 16,9 pg Eisen / Zelle (Zelllinie: CLL-185, 24 h
Inkubationszeit) [20]. Obwohl die P388-Zellen nur eine Stunde mit den Formulierungen
inkubiert wurden, liegen die phagozytierten Eisenmengen mit 2,2 pg Eisen/ Zelle bis
6,7 pg Eisen / Zelle (40 — 120 fmol Eisen / Zelle) in einem &hnlichen Bereich. Peldschus
et. al. bestimmte fiir SHU 555 A eine Aufnahme von 1,5 pg Eisen / Zelle fiir mesenchymale
Stammzellen (isoliert aus dem Knochenmark von Sprangue-Dawley-Ratten) bei einer
3,3-fachen Eisenkonzentration und einer Inkubationszeit von 24 Stunden [202].

Die quantitative Eisenmenge pro Zelle gibt jedoch keine Aussage dariiber, wie viele
SPIO-Partikel tatsdchlich von den P-388 Zellen phagozytiert wurden. Die P388-Zellen
wurden fiir alle Chargen mit gleicher Eisenkonzentration inkubiert. Da die Partikelradien von
Charge A nach H zunehmen, bedeutet das, dass die Charge A aufgrund des geringeren
Volumens pro Partikel bei gleicher Eisenkonzentration eine hohere Partikelanzahl hat als die
Chargen mit groeren Partikeln. Die Charge A enthdlt beispielsweise die 82-fache
Partikelanzahl im Vergleich zu Charge H (vgl. Tab. A 4, S. 130). Wenn die unterschiedliche
Partikelanzahl der SPIO-Chargen wihrend der Inkubation auler Acht gelassen wird, ist es
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moglich, aus den aufgenommenen Eisenmengen die theoretische Partikelanzahl pro Zelle zu

errechnen:
n M aghemit aghemi
Vg / Zelle = —re_ [ vheni * Pegheni (Gl. 34)
Zelle Mg -2
- VMaghemit
Partikelanzahl = ——— (GL 35)

SAXS

Aus den Eisenmengen pro Zelle (ng/Zelle) wurde mit Hilfe des
Massenwirkungsgesetzes die theoretische Masse Maghemit pro Zelle errechnet. Uber die
Dichte von Maghemit (pwvaghemit: 4,9 g/cm3) kann das Maghemit-Volumen (Vmaghemit) pro Zelle
ermittelt werden. Aus dem Quotienten von Maghemit-Volumen und SPIO-Partikelvolumen
der SAXS-Ergebnisse (Vsaxs, vgl. Kap. 4.2.9) wurde die Partikelanzahl pro Zelle berechnet.
Bei der Berechnung wurde angenommen, dass die SPIO-Kerne ausschlieBlich aus Maghemit
(y-Fex0s, vgl. Kap. 2.3.2) bestehen und dass die SPIO-Partikel ideal kugelférmig sind (vgl.
Kap. 4.2.6). Die Berechnung der Partikelanzahlen pro Zelle ist aufgrund dieser Annahmen
lediglich eine Nédherungsrechnung, um eine Abschitzung liber die SPIO-Partikelanzahl pro
Zelle zu erhalten. Die Ergebnisse der resultierenden Partikelanzahlen pro Zelle sind in
Abb. 69 dargestellt.

Aus der Modellrechnung wird ersichtlich, dass zwar die aufgenommene Eisenmenge
pro Zelle mit der PartikelgroBe steigt, jedoch die aufgenommene Partikelanzahl pro Zelle
abnimmt. Die P388-Zellen, welche mit Charge A inkubiert wurden, enthalten demnach

20-mal mehr Partikel als die Zellen, welche mit Charge H inkubiert wurden (Abb. 70).

6_
Lo) 1:2x10 Abb. 69: Theoretische Partikelanzahl pro Zelle
N 1.0x10° nach Inkubation der P388-Zellen mit vier der
% 8,0x10° hergestellten Chargen (Gl. 34 und Gl. 35). Bei der
S ]
S 6,0x10° Berechnung wurde angenommen, dass die SPIO-
[0
f:_‘ 4.0x10°1 Kerne ausschlie8lich aus Maghemit bestehen und
T 5 0x10° ideal kugelformig sind.
0,0 ‘
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Warum ab ca. 50 nm eine Sittigung der Eisenaufnahme erreicht wird (Abb. 52, S. 88),
kann anhand der Ergebnisse nicht zweifelsfrei erkldrt werden. Denkbar wére z.B., dass die
Phagozytose der SP1O-Partikel von der Zelle gestoppt wird, wenn ein bestimmtes Volumen in

der Zelle erreicht ist (Platzbedarf der Partikel).

(A) (B) Abb.  70:  Schematische  Darstellung  der
‘ phagozytotischen Aufnahme von SPIO-Partikeln.
® Fir die Charge A (A) ergibt sich aus der
Modellrechnung (vgl. Abb. 69) eine 20-fach hohere

® Partikelanzahl im Vergleich zu Charge H (B).

Kritisch ist die Diskussion des genauen Aufnahmemechanismus. Obwohl die
Aufnahme von SPIO-Partikeln in Makrophagen bereits vielfach in der Literatur beschrieben
wurde (vgl. Kap. 2.3.4), ist der genaue Mechanismus der zelluldren Aufnahme weitgehend
ungeklart. Raynal et. al. [90] hat verschiedene PartikelgroBen mit Dextran-Beschichtung
verglichen und konnte zeigen, dass die Aufnahme von der Partikelgrofle, Inkubationszeit und
Dosis abhédngig ist. Die erfolgreiche Inhibition der Partikel-Aufnahme mit Fucoidan
(Polysaccharid) und Polyinosinséure (Polycytidyl-Sdure) ist ein Hinweis darauf, dass eine
SR-A Rezeptor-vermittelte Endozytose an der SP1O-Partikelaufnahme beteiligt ist. Die SR-A-
Rezeptoren gehdren zu den Scavenger-Rezeptoren (scavenger [engl.] = Stralenfeger) und
ermdglichen Fresszellen die Phagozytose von Pathogenen. Der Rezeptor SR-A1 bindet an
unterschiedlichste polyanionische Liganden und vermittelt physiologisch die Aufnahme von
Bakterien (sowohl gram-positiv als auch -negativ) und abgestorbenen Zellen. Die
hergestellten SPIO-Formulierungen sind mit Carboxydextran umhiillt und tragen eine
negative Oberflachenladung (vgl. Tab. 7, S. 58). Die Beteiligung von Scavenger-Rezeptoren
ist daher sehr nahe liegend, dennoch miissten zur genauen Aufkldrung des Mechanismus

weitere Experimente durchgefiihrt werden.

5.5  Einfluss der Partikelgrée auf die Bluthalbwertszeit

Da sich die chemische Zusammensetzung der hergestellten SPIO-Chargen nicht von
dem zugelassenen SPIO-Kontrastmittel SHU 555 A unterscheidet, wurde in der vorliegenden
Arbeit auf toxikologische Untersuchungen verzichtet.

Es konnte gezeigt werden, dass die Bluthalbwertszeiten bis zu einer

hydrodynamischen Partikelgrofle von 60 nm abnehmen und dann annidhernd konstant bleiben
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(vgl. Abb. 57, S. 92). Die verkiirzten Bluthalbwertszeiten groBerer SPIO-Chargen lassen sich
durch die rasche Aufnahme in Zellen des mononukledren Phagozytensystems (MPS) in der
Leber (Kupffer’sche Zellen) erkliren. Der Einfluss der Partikelgrofe ist in der Literatur
bereits beschrieben (vgl. Kap. 2.3.4). Die humanen Bluthalbwertszeiten sind zwar wesentlich
langer als bei der Ratte, jedoch ist die gleiche Tendenz zu sehen. So zeigen z.B. kleine
dextranbeschichtete Partikel (AMI-227) eine Bluthalbwertszeit von 24-36 h, wihrend die
groBeren Partikel (AMI-25) bereits nach 2 h eliminiert sind [203, 204]. Auch SHU 555 C
(20 nm, BHWZ: 6 h) hat verglichen mit SHU 555 A (60 nm, BHWZ: 2,4-3,6 h) eine
verldngerte humane Bluthalbwertszeit [82, 205].

Die Humandaten konnen aufgrund des Speziesunterschieds nicht mit den bestimmten
Bluthalbwertszeiten verglichen werden. In der Literatur ist jedoch auch die Bluthalbwertszeit
von SHU 555 C (20 nm) bei der Ratte beschrieben, welche gut mit der Charge A (20 nm)
verglichen werden kann. Fiir Charge A wurde eine Bluthalbwertszeit von 32,8 min bestimmt,
fiir SHU 555 C eine Bluthalbwertszeit von ~ 35 min [82] (beide 50 umol Eisen/kg KG).

Ein sehr interessanter Aspekt ist der Vergleich der Bluthalbwertszeiten zwischen
Charge E (60 nm) und SHU 555 A (vgl. Abb. 57, S. 92). SHU 555 A ist ebenfalls mit
Carboxydextran beschichtet und hat einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von
~60 nm [76]. Trotzdem unterscheidet sich die Bluthalbwertszeit der Charge E (5,5 min)
signifikant (p=0,01) von der Bluthalbwertszeit von SHU 555A (12,8 min). Dieser
Unterschied ldsst sich iiber die unterschiedlichen PartikelgroBenverteilungen der SPIO-
Chargen erkliaren. Mit Hilfe der A4F-Trennung konnte gezeigt werden, dass SHU 555 A im
Gegensatz zu Charge E eine breite Partikelgroenverteilung aufweist und einen hohen Anteil

an kleineren Partikeln enthélt (Abb. 71).

Charge E (60nm)  Apb. 71: A4F-Elugramme der Charge E und
——SHU 555 A

von SHU 555 A (Daten vgl. Abb. 26 und Abb.

27 E). Dargestellt sind die normierten Daten

des UV-Detektors als Funktion der Zeit.

SHU 555 A enthilt verglichen mit Charge E

einen groflen Anteil kleiner Partikel und

UV-Signal (normiert)
N

einige groBere Partikel (rote Pfeile).

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zeit [min]

113



Diskussion

Die kleineren Partikel zirkulieren linger im Blutkreislauf und verursachen insgesamt
eine Verlangerung der Bluthalbwertszeit. Dies macht deutlich, dass Partikelchargen selbst bei
gleich bleibender Beschichtung, gleicher Ladung und Zusammensetzung nur vergleichbar
sind, wenn sie eine dhnliche Partikelgro8enverteilung aufweisen. Der bimodale Charakter von
SHU 555 A wurde kiirzlich auch von Thiinemann et. al. mit Hilfe einer A4F-SAXS Kopplung
bestétigt [189].

5.6  Einfluss der PartikelgroRe auf die Leberhalbwertszeit

Pharmakokinetisch ist zu erwarten, dass die applizierten SPIO-Partikel schnell von
den Kupffer’schen Zellen in der Leber aufgenommen werden. In der Leber verursachen sie
eine starke T,-Relaxationszeitverkiirzung der umgebenden Protonen und fiihren dadurch zu
einer Abnahme der Signalintensititen (vgl. Kap. 2.3.4). Die Abnahme der Signalintensitdten
konnte fiir alle vier untersuchten Chargen gezeigt werden (vgl. Abb. 58, Abb. 59, S. 94).

Wie in Kapitel 4.5.2 beschrieben, ist der Anstieg der Leberhalbwertszeiten mit
zunehmender Partikelgrofe nicht signifikant (vgl. Abb. 61, S. 95, p > 0,05). Auftillig sind die
im Vergleich zu den Bluthalbwertszeiten relativ hohen Standardabweichungen der
Leberhalbwertszeiten. Das Versuchsdesign zur Bestimmung der Leberhalbwertszeiten
unterscheidet sich erheblich von dem der Bluthalbwertszeiten. So kann das Tier wéihrend der
Bluthalbwertszeitbestimmung im MRT verbleiben und es wird nur jeweils eine Schicht {iber
den erforderlichen Zeitraum gemessen und ausgewertet. Die Leberhalbwertszeiten sind im
Gegensatz zu den Bluthalbwertszeiten wesentlich ldnger. Dass heif3it, die Tiere wurden iiber
einen Zeitraum von ca. 4 Wochen immer wieder erneut mittels MRT untersucht. Folglich
konnen die absoluten Signalintensitéten zu verschiedenen Zeitpunkten nicht zur Auswertung
verwendet werden. Stattdessen wurde eine T,-gewichtete Multi-Spinechosequenz mit 32
unterschiedlichen Echozeiten (TE von 12,9 bis 412,8 ms) verwendet, um daraus die T,-Zeiten
errechnen zu konnen. Trotzdem ist die Datenerfassung fiir die Leberhalbwertszeit, verglichen
mit der Bluthalbwertszeit als kritischer zu betrachten. Denn das Messergebnis kann durch
mehrere Parameter beeinflusst werden (z.B. Nahrungsaufnahme, Stoffwechselaktivitét,
Narkose).

Trotz der moglichen Fehlerquellen stimmen die Daten der Leberhalbwertszeiten gut
mit Literaturdaten iiberein. So beschreibt z.B. Lawaczek et. al. [76] fir SHU 555 A eine
Leberhalbwertszeit von 63 + 15 Stunden, wéhrend in der vorliegenden Arbeit fiir SHU 555 A

ein Wert von 60 + 24 ermittelt wurde.
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Wichtig ist, dass bei der Leberhalbwertszeitbestimmung im MRT nur MRT-aktive
Metabolite erfasst werden. MRT-inaktive Metabolite, wie oxidierte Verbindungen und
Hydroxide, werden mit der beschriebenen T,-Methode im MRT nicht erfasst. Studien, die die
Eisenkonzentration in der Leber ex vivo untersuchen oder szintigraphische *’Fe-Methoden
beschreiben, zeigen lingere Leberhalbwertszeiten. Dies liegt daran, dass nicht nur MRT-
aktive Metabolite erfasst werden, sondern auch metabolisierte Eisenverbindungen, welche
iber den Eisenstoffwechsel abgebaut werden (vgl. Kap. 2.3.4). So bestimmte Briley-Saebo et.
al. in einer ex vivo Eisenoxidkonzentrationsbestimmung eine Leberhalbwertszeit von 10
Tagen fir SHU 555 A und fiir SHU 555C [15]. Auch in dieser Studie konnte kein
signifikanter ~ Unterschied der Leberhalbwertszeiten in Abhédngigkeit von der
hydrodynamischen Partikelgrofle festgestellt werden. Wie in der vorliegenden Arbeit anhand
der Phagozytoseaktivitdt gezeigt werden konnte, nehmen zwar die Kupffer’schen Zellen in
der Leber mit zunehmender PartikelgroBe eine groBBere Menge an Eisen auf, jedoch hat dies
keinen grofen FEinfluss auf die Leberhalbwertszeiten. Betrachtet man allerdings die
Relaxationsraten fiir alle Chargen zu einem bestimmten Zeitpunkt (vgl. Abb. 62, S. 95), so
kann nach 7 Tagen ein geringer aber signifikanter Unterschied im Abbau der SPIO-Partikel
gezeigt werden. Wihrend nach 24 Stunden die T,-Zeiten in der Leber fiir alle vier
untersuchten Chargen noch anndhernd gleich sind, ist nach 7 Tagen die T,-Zeit bei grofleren
Chargen noch deutlicher verkiirzt. Denkbar ist, dass grof3ere Partikel verglichen mit kleineren
Partikeln aufgrund ihrer verringerten Oberfliche nach Aufnahme in die Lysosomen etwas
langer brauchen, bis sie unter dem Einfluss von Sdure (pH Lysosomen ~ 4.5), hydrolytischen
Enzymen und Proteinen abgebaut werden und das freie Eisen in den Eisenstoffwechsel des

Korpers tliberfiihrt wird (vgl. Kap. 2.3.4).
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6  Zusammenfassung

Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIOs) werden erfolgreich als
Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt [206]. Es ist bekannt,
dass die Partikelgrofe und PartikelgroBenverteilung der SPIOs die Effektivitdt im MRT und
die Pharmakokinetik stark beeinflusst [13, 15, 78].

Ziel der Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung neuer SPIO-Partikel fiir die
MRT-Bildgebung. Mit Hilfe einer magnetischen Separation konnten aus einer synthetisierten
SPIO-Rohdispersion acht verschiedene SPIO-Formulierungen mit hydrodynamischen
Partikeldurchmessern zwischen 20 nm und 85 nm (Charge A bis H) hergestellt werden. Es ist
gelungen, Partikelchargen herzustellen, die sich lediglich in ihrer Partikelgrofe unterscheiden
und eine enge PartikelgroBenverteilung aufweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass die
wassrigen Formulierungen nach Autoklavieren iiber einen langen Zeitraum (> 2,5 Jahre) stabil
sind und fiir eine intravendse Applikation geeignet sind.

Die physikochemischen Eigenschaften der hergestellten SPIO-Formulierungen wurden
mit vielfdltigen analytischen Methoden genau charakterisiert. So konnte die
Teilchengrofenanalyse neben bewidhrten Messverfahren (TEM, SAXS, AUZ, DLS) durch
eine bisher selten angewandte separierende und hoch auflésende Charakterisierungsmethode,
die asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (A4F), vorteilhaft unterstiitzt und
intensiviert werden. Dazu wurde erfolgreich eine A4F-Methode etabliert, mit der es moglich
ist, NanopartikelgroBen und deren PartikelgroBenverteilung in einem Grofenbereich von
20 nm bis 100 nm richtig und reproduzierbar zu bestimmen. Durch die Kopplung der A4F mit
dynamischer Lichtstreuung, statischer Mehrwinkellichtstreuung, UV- und
Brechungsindexdetektor  konnten  die  PartikelgroBenverteilungen, die  mittleren
hydrodynamischen Radien und Gyrationsradien direkt und simultan gemessen werden.
Zusitzlich war es moglich aus den ermittelten Daten die Polydispersititen sowie die
Formfaktoren zu errechnen. Mit Hilfe der Kleinwinkel-Rontgenstreuung und der
Transmissionselektronenmikroskopie konnte ferner die innere Kernstruktur der SPIO-Partikel
ndher untersucht werden. So wurde gezeigt, dass die SPIO-Kerne der groBeren
Partikelchargen aus aggregierten monokristallinen Untereinheiten aufgebaut sind.

Mit Hilfe einer supraleitenden Quanteninterferenzeinheit konnte belegt werden, dass
sich alle hergestellten SPIO-Chargen bei Raumtemperatur in wéssriger Suspension
superparamagnetisch verhalten. Die Sittigungsmagnetisierungen lagen dabei zwischen

75 (Charge A) und 95 emu/g Eisen (Charge H). Damit erreichten die groBeren Chargen
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anndhernd die theoretischen  Sittigungsmagnetisierung eines Magnetit-Ferrofluids
(96,5 emu/g Eisen [192]). Wie aufgrund der hohen Sittigungsmagnetisierungen und der
ermittelten hohen Suszeptibilititen zu erwarten, konnte mit Hilfe der durchgefiihrten
Phantom- und in vivo Messungen eine hohe Effektivitit der hergestellten SPIO-
Formulierungen im MRT belegt werden. Anhand einer T,-gewichteten MRT-Phantom-
Messung (CPMG-Sequenz) konnte gezeigt werden, dass die Chargen D bis H eine hohere
Effektivitdt im MRT aufweisen als SHU 555 A. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die R,-
Relaxivitdten mit zunehmender PartikelgroBe ansteigen und die R;-Relaxivititen hingegen
leicht abnehmen. Die Ergebnisse bestitigen damit die Relaxationstheorie von Roch und Gillis
[71].

Mit Hilfe einer in vitro Zellstudie mit P388-Zellen (makrophagenéhnliche Maus-
Zelllinie) konnte gezeigt werden, dass die hergestellten SPIO-Formulierungen phagozytiert
werden. Die FEisenaufnahme pro Zelle stieg dabei bis zu einem hydrodynamischen
Partikeldurchmesser von 40 nm kontinuierlich an und erreichte ab 50 nm, bei einem Wert von
ca. 100 fmol Eisen / Zelle, ein Maximum. Die Ergebnisse der quantitativen Eisenbestimmung
in P388-Zellen nach Phagozytose konnten mit Hilfe einer MRT-Zellphantom-Untersuchung
weitestgehend bestétigt werden.

Die Blut- und Leberhalbwertszeiten wurden in vivo fiir vier ausgewéhlte SPIO-
Formulierungen (Charge A, C, E und H) in einer explorativen Tierstudie untersucht (Han-
Wista-Ratten, Siemens MAGNETOM Allegra syngo MRT 3.0 Tesla). Nach intravendser
Applikation verteilten sich die SPIO-Partikel schnell im intravaskuliren Raum und wurden
von Zellen des Mononukledren Phagozytensystems (vor allem Leber und Milz)
aufgenommen. Es konnte gezeigt werden, dass die Bluthalbwertszeiten der hergestellten
SPIO-Formulierungen mit zunehmender Partikelgrof8e abnehmen. So wurde fiir die Charge A
(20 nm) eine Bluthalbwertszeit von 33 min ermittelt, wihrend die Charge H (85 nm) eine
Bluthalbwertszeit von 5 min zeigte. Wie anhand der in vitro Zellversuche zu vermuten,
unterschieden sich die Bluthalbwertszeiten der Chargen E (60 nm) und H (85 nm) nicht
signifikant. Die Leberhalbwertszeiten zeigten eine geringere Abhingigkeit von der
PartikelgroBe und lagen zwischen 2,0 und 3,7 Tagen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit sind wertvolle Informationen zur zukiinftigen Entwicklung von SPIO-Kontrastmitteln
ableitbar.

Die Anwendung von Eisenoxidpartikeln in der molekularen Bildgebung bietet
interessante, neue Moglichkeiten in der Medizin und Pharmazie. So konnen spezifische,

funktionalisierte Eisenoxidpartikel in der MRT zur Darstellung vaskuldrer Targets genutzt
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werden. Limitierender Faktor bei der molekularen Bildgebung mit Eisenoxidpartikeln ist
hiufig die Sensitivitdit. So sind oftmals wenige funktionalisierte Eisenoxidpartikel im
Zielgewebe zwar histologisch nachweisbar, in der MRT jedoch nicht sichtbar [11, 207]. Im
Bereich der molekularen Bildgebung mittels T,- oder T,*-gewichteter Sequenzen sollten
daher groBere Partikel (> 50 nm dy) mit hohen R,-Relaxivititen bevorzugt werden. Target-
spezifische SPIO-Partikel konnen sich wihrend der ersten Blutpassage im Zielgewebe
anreichern, so dass in der Regel eine kurze Bluthalbwertszeit ausreichend ist. Durch die
hoheren Suszeptibilititen bzw. Rj-Relaxivititen der groferen SPIO-Partikel kénnen im
Zielgewebe hohere Sensitivititen erreicht werden. Ist die Bindungsstirke zwischen
Antikorper und Antigen (Aviditit) allerdings schwach, ist vorstellbar dass groBere Partikel
durch den Blutstrom leichter abgelost werden konnen. Es muss daher je nach Anwendung ein
Optimum zwischen Rj-Relaxivitdt und Rezeptorbindungsstirke gefunden werden. Zur
Entwicklung von SPIO-Kontrastmitteln fiir die Gefdldarstellung (Angiographie) sollten
aufgrund der verldngerten Bluthalbwertszeiten kleinere Partikel (<20 nm dy) bevorzugt
werden. Dariiber hinaus konnen kleine Partikel aufgrund ihres geringeren R,/R;-Verhéltnisses

auch als positive Kontrastmittel in T;-gewichteten Sequenzen verwendet werden.

7 Abstract

Superparamagnetic Iron Oxide nanoparticles (SPIOs) are widely used as contrast
agents for Magnetic Resonance Imaging (MRI) [206]. It is known that the size and size
distribution of SPIOs have dramatic effects on pharmacokinetics and contrast efficacy in MRI
[13, 15, 78].

The aim of this work was to synthesize and characterize novel SPIOs as contrast
agents for application in MRI. By means of a magnetic separation method, eight SPIO-
batches having different average particle hydrodynamic sizes in the range of 20 to 85 nm
(Batches A to H) were successfully separated from a single SPIO bulk dispersion. The
different iron oxide nanoparticle batches varied solely in their particle size and were found to
exhibit narrow particle size distributions. Additionally, it was shown that after sterilization by
autoclaving, the synthesized aqueous SPIO-formulations are stable over a long period (>2.5

years) and that they are applicable for intravenous administration.
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The physicochemical properties of the synthesized SPIO-batches were thoroughly
characterized by several analytical methods. Besides the established methods for particle size
determination (TEM, SAXS, AUC and DLS), a rarely used in vitro characterization method,
namely asymmetrical flow-field-flow-fractionation (A4F), was applied. Here, an adequate
A4F-separation method that allowed separation of nanoparticles in the range of 20 - 100 nm
effectively with a high resolution, high accuracy and reproducibility was established. Through
the direct coupling of the A4F with a dynamic light scattering, a multi-angle laser light
scattering, a UV- and a refractive index detector, it was possible to directly and
simultaneously measure the particle size distributions, hydrodynamic radii as well as gyration
radii. In addition, the measured A4F data enabled the calculation of the polydispersity indices
as well as the shape factors. Furthermore, the inner core particle structure was investigated by
means of small-angle X-ray scattering as well as transmission electron microscopy. It was
shown that the SPIO-cores of the larger batches are composed of aggregated monocrystalline
subunits.

By means of superconducting quantum interference device (SQUID) measurements it
was demonstrated that at room temperature all synthesized SPIO-batches show a
superparamagnetic behavior in aqueous solution. The saturation magnetizations were found to
lie in the range of 75 (Batch A) to 95 emu/g Fe (Batch H). Thus, the values obtained for the
larger SPIO-batches, practically reached saturation magnetization of magnetite ferrofluid
(96.5 emu/g Fe [192]). As a result of the high saturation magnetization and susceptibility
values, a high effectiveness was observed for all of the SPIO-batches in the conducted MRI-
phantom and in vivo studies. Of interest is that in the T,-weighted MRI-phantom study
(CPMG sequence) particle batches with average particle sizes greater than 50 nm (Batches D
to H) were found have a higher MRI efficacy than SHU 555 A. Additionally, it could be
shown that with increasing particle size, the Ry-Relaxivities increase while the R;-Relaxivities
slightly decrease. These results confirm the relaxation theory of Roch und Gillis [71].

In an in vitro cell study using the P388 cell-line (selected since these cells are known
to have a phagocytic activity similar to that of macrophages), it was shown that the SPIO-
particles were taken up by the cells by phagocytosis. In the hydrodynamic particle size range
of 20 - 50 nm, the Fe uptake per cell was found to increase continuously with increasing
particle size, reaching a maximum of ca. 100 fmol Fe/cell for the 50 nm particle batch. The
results of the quantitative Fe content determination were subsequently confirmed by the MRT-

cell-phantom study.
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The blood and liver half-lives of four SPIO-formulations (Batch A, C, E and H) were
investigated in vivo in an explorative study (using Han-Wista rats and a Siemens
MAGNETOM Allegra syngo MRI clinical scanner at 3.0 Tesla). After intravenous injection,
the SPIO particles remain within the intravascular space and are rapidly absorbed by cells of
the reticuloendothelial system (mainly liver and spleen). It was shown that the blood half-life
increased with decreasing particle size and ranged between 5 min (Batch H; 85 nm) and
33 min (Batch A; 20 nm). The blood half-lives of Batch E (60 nm) and Batch H (85 nm) were
found to be very similar (5.5 min and 5.2 min) and confirmed the results obtained in the
in vitro cell study. The liver half-lives showed a lower dependency on particle sizes and were
found to lie in the range of 2.0 to 3.7 days. These findings are likely to be of benefit for the
development of next-generation contrast media.

The application of superparamagnetic iron oxide nanoparticles in molecular imaging
creates novel, innovative possibilities in future medicine. Specific, functionalized SPIOs
could, for instance, be used for imaging of vascular targets. Often, the detection sensitivity in
MRI is a limiting factor. Although functionalized SPIO particles are often histologically found
in target tissues, these particles are not commonly visible in MRI. Hence, molecular imaging
using T,- or Ty*-weighted sequences should preferably involve the use of larger particles
(>50nm dy) since these generally exhibit higher Rj-relaxivities. Target-specific SPIO
particles are able to accumulate in target tissue during the first pass; thus a short blood half-
life of 5 min is adequate and a higher blood half-life is not of necessity. Due to their larger
susceptibilities or, rather, Ry-relaxivities, the larger particles enable higher sensitivities to be
achieved in target tissue. However, it is conceivable that when the binding strength (avidity)
between the vector and target is low, larger particles could more easily detach from the target
in cases where blood flow is high. Hence, a balance between R,-Relaxivity and avidity must
be found for the respective application. For development of SPIO contrast agents for use in
angiography, smaller particles (<20 nm dy) should be preferred because of their extended
blood half-life. Furthermore, due to their low Ry/R;-ratio, smaller particles are of increasing

importance since they are applicable as positive contrast agents in T;-weighted imaging.
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8  Anhang

8.1 Kontrastmittel fr die Magnetresonanztomographie

Tab. A 1: Uberblick iiber zugelassene Magnetresonanztomographie-Kontrastmittel.

Paramagnetische Kontrastmittel [16]

Verteilung im

Substanz Handelsname Hersteller . Region
Korper
Gadopentetat- st Bayer Schering ] ..
Magnevist
e gnev Pharma AG extrazellular Ganzkorper
o ® Bayer Scherin N ZNS, GefiBe
Gadobutrol Gadovist Y g ! ’
ovis Pharma AG extrazellular (Perfusion, Angiographie)
) ® Bracco ZNS; Mamma, Bewegungs-
Gadoteridol ProHance Diacnostics Inc extrazellular' apparat, Kopf-Hals Tumore,
& ’ Leber, Becken
N . ™ GE Healthcare 1 ZNS, Kopf-Hals Tumore,
Gadodiamid Omniscan Buchler extrazellular Bewegungsapparat
ZNS, Mamma, Lunge, Herz
® > ) 9 )
Gadotersaure Dotarem Guerbet GmbH extrazellular' GefiBe, Bewegungsapparat,
Leber, Pankreas und Becken
Gadobenat- MultiHance ® Bracco extrazellular’, ZNS, Leber
Dimegulumin Diagnostics Inc. Hepatozyten"" (Albuminbindend)
= ® - I
Gadloxet.saure, Primovist Bayer Schering Hepatozyten ™, Leber
Dinatrium Pharma AG Gallenwege
Guomess | v | BovrSetng [ pqg | Ol osiogartic
rngeipeliphe Teslascan ™ (G lalee et Hepatozyten™ Leber und Pankreas
Trinatrium Buchler
Superparamagnetische Kontrastmittel [17]
Substanz Handelsname Hersteller Vertellllung i Region
Korper
® Bayer Scherin: .
F %rﬁ%rgggzn’ Resovist P}ilarma AG € | RES-spezifisch' Leber
. . ®
Eisenoxid- Endorem Guerbet GmbH | RES-spezifisch' Leber
Nanopatikel Feridex®
o P Gast k®
Elsep(II, m? ol as rqmar@ Guerbet GmbH oral Verdauungstrakt
silikonisiert Lumirem

1. Wasserloslicher Komplexe mit niedriger Molmasse, verteilen sich direkt nach i.v. Applikation in den Extrazellular-Raum und
werden {iber die Niere ausgeschieden (glomerulére Filtration).

II. Hohermolekulare Verbindungen oder Verbindungen die an Plasmaproteine binden und langsamer extravasieren (Blood pool KM).
III. Substanzen werden von Leberzellen aufgenommen (hepatozytenspezifische KM).
IV. Intravaskuldre Kontrastmittel, Abbau erfolgt in Zellen des Retikuloendothelialen Systems (passives Target).
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8.2  Relaxationstheorie superparamagnetischer Eisenoxidpartikel

Die Theorie von Roch, Muller und Gillis ist von der ,,outer-sphere* Theorie abgeleitet
(vgl. Kap. 2.3.3). Die NMRD-Profile (vgl. Abb. 13, S. 19) sind nach folgenden Formeln
berechnet [71].

L_ 32x -h2 2 2 NAC
T, \135000) " 7 7\ RoD
<Z(6Xp( ﬂE )/Z){(Sfu +Ij +,ij —U)/z[l/z‘] (a)l |j’TD’TN)+3‘]F(a)I_a)ij’TD’TN)]

i.j

+3ls T, 7y )+ 35 (@, + @,70,7)1/2

[J (a)l + a)ua

=3(S,) ' [3¢ (@, — @y, 75,7y) = I (J20,75)] )

z,ij

(GL A1)

| 327 ) 5 2 2 (NjsC
- A . .
T, (135000] s (R-D
<Z(exp( ﬂE )/Z){(S—u +Ij +IJS—I])/2X[1/4‘] (a)l usTDfTN)J"(?’/Z)JF(a)I _a)ij’TDer)]

+\szij\ 1237 (@;.7p,78) + B/ DI T (@, -0y, 7p,7y) + I (o, +wij,rD,fN)]}

228, )2 {06 (0.70.7) + B/ (@770 ) = A (0) + 3/ I A (20,701} )
(GL. A2)

Die Gleichungen Gl. A 1 und Gl. A 2 sind abhingig vom Winkel (6). Diese

Abhingigkeit wurde iiber folgende Néherung eliminiert.

_ ’]da p(0)-R,,(6)

(GL.A3)
1/T, longitudinale Relaxationsrate (Einheit: s™)
1/T, Spin - Spin oder transversale Relaxationsrate (Einheit: s)
c Konzentration superparamagnetischer Eisenoxidpartikel
h reduziertes Planck’sches Wirkungsquantum
s gyromagnetische Verhéltnis des Elektrons (s = Superspin)
i gyromagnetische Verhéltnis von Protonen
R Partikelradius der superparamagnetischen Eisenoxidpartikel
D Diffusionskoeffizient von Wasser
Na Avogadro Konstante, Ny = 6,0221367 - 10%
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N

D

8.3

Néel Relaxationsrate

=R*/D

Priazessionsfrequenz der Protonen (vgl. Gl. 1, S. 4)

Superspin der Kristallite

Ayant Funktion [208]

Feed Funktion [209]

longitudinale Relaxivitdt eines Kontrastmittels (Einheit: L mmol's™)

transversale Relaxivitit eines Kontrastmittels (Einheit: L mmol™ s™)

Mehrwinkellichtstreuung - Winkelabhéngigkeit der Streulichtintensitaten

Partikel, welche grofler als ein zwanzigstel der verwendeten Wellenldnge (verwendeter

Detektor, A = 632,8 nm) sind, streuen nicht mit gleicher Intensitit in alle Raumrichtungen

(isotropisch), sondern sie zeigen eine vermehrte Vorwirtsstreuung. Die Winkelabhédngigkeit

des Streulichtes fiir unterschiedlich grof3e Partikel ist in Abb. A 1 verdeutlicht.

Abb. A 1: Winkelabhéngigkeit der Streulichtintensitdten eines
Mehrwinkellichtstreudetektors in Abhéngigkeit von der
PartikelgroBe. Partikel, die einen Radius kleiner als 1/20-
zigstel der Wellenlédnge haben, streuen isotropisch in alle
Raumrichtungen. GroBlere Partikel (Rg>A/20) streuen

hingegen verstérkt in Vorwértsrichtung.
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8.4  Kleinwinkel-Rdntgenstreuung

Die gemessenen Streukurven der SAXS-Messungen wurden mit modellierten
Streukurven angepasst (vgl. Kap. 3.2.7). Bei der Berechnung wurde angenommen, dass die

gemessenen SPIO-Chargen anndhernd einer Gaul3-Verteilung folgen.

2
(R=R) } (Gl. A 4)

1
R o2 Xp{ 20'i2

Dabei beschreibt fi(R) die Verteilung der Radien (R), R; ist der mittlere Radius und o;
gibt die Breite der Verteilung an. Um vergleichbare Aussagen fiir die Partikelgrofen zu
erhalten, wurden die Polydispersititen (o;) in den Modellrechnungen mit 0,2 als fester Wert
eingesetzt. Des Weiteren wurde fiir die Auswertung der SPIO-Chargen eine kugelformige
Gestalt der Nanopartikel in Dispersion angenommen. Die Streuintensitét 1j(q) einer Fraktion i
kann demnach wie folgt berechnet werden:

&

|i(Q)=kVi

(0= ps)* [ fRR[F(RIPAR (GLAS)
0

Dabei ist k eine Geritekonstante, ¢ die Volumenfraktion der Partikel und die
Differenz: (p-ps) die Elektronendichtedifferenz zwischen Partikel und Losemittel. Vi ist dabei

das durchschnittliche Volumen der Partikel in einer Fraktion:
<Vi>:§7r<Ri>3 :%mﬁ(uspﬁ) (GL. A 6)

und F(QR) ist die Streuamplitude einer Kugel.

F(gR) = (qR)*[sin(qR) — gR cos(qR)] (GLA7)
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8.5  Reproduzierbarkeit der A4F-Methode

Tab. A 2: Berechnung der relativen Standardabweichungen fiir den UV- und SLS-Detektor zu unterschiedlichen

Zeitpunkten. Die relativen Standardabweichungen liegen unter 3 %.

Detektor: uv SLS 90° SLS 15°
Probe to25 to50 to7s to25 to50 to7s to.25 to 50 to75
1 10,39 12,50 15,53 12,87 15,84 19,68 13,03 16,11 20,10
2 10,81 13,11 16,30 13,51 16,82 21,06 13,70 17,22 21,75
3 10,64 12,81 15,88 13,28 16,47 20,66 13,49 16,88 21,38
4 10,62 12,82 15,97 13,25 16,41 20,54 13,41 16,80 21,10
5 10,51 12,66 15,70 13,16 16,33 20,49 13,41 16,82 21,29
6 10,95 13,24 16,42 13,71 16,98 21,20 13,94 17,39 21,87
MW 10,65 12,86 15,97 13,30 16,47 20,60 13,49 16,87 21,25
SD 0,20 0,28 0,34 0,29 0,40 0,54 0,306 0,442 0,633
VK [%] 1,90 2,14 2,15 2,19 2,42 2,60 2,27 2,62 2,98
MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung, VK: Variationskoeffizient bzw. relative Standardabweichung

8.6  Analytische Ultrazentrifugation

c ] T T T
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Abb. A 2: Dargestellt ist eine Beispielmessung der analytischen Ultrazentrifugation [210]. Gemessen wird ein
ortsaufgeldstes Konzentrationsprofil iiber den radialen Verlauf der Messzelle. Die Messung wird wéhrend der
Ultrazentrifugation wiederholt, wodurch auch zeitaufgeldste Daten erhalten werden. Die erste Messkurve ist in
der Abbildung schwarz und die letzte griin dargestellt. Aufgrund der Zentrifugalkraft sedimentieren die Partikel
und mit fortschreitender Zeit verschiebt sich die Sedimentationsfront in Richtung Zellboden. Je schirfer die
Sedimentationsfront ausgebildet ist, desto schmaler ist die PartikelgroBenverteilung. Ist die Sedimentationsfront
hingegen flach, liegt eine breite PartikelgroBenverteilung vor und die Partikel werden durch ihre

unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeiten aufgetrennt.
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8.7  Superconducting Quantum Interference Device (SQUID)

1,0x10% 7 —« — Kivette —
/)
Charge A + Kuvette /o/
1 —o—Differenz
5,0x10° -
g .
.9. 0’0 : T = I = I ' 1
s -10000 -5000 5000 10000
-5,0x10°
/O
-1.0x10%4  —

H (Oe)

Abb. A 3: Dargestellt sind die SQUID-Rohdaten einer Leermessung der verwendeten Glaskiivette (rot), einer
Glaskiivette mit SPIO-Charge A (griin) und die errechnete Differenz (schwarz). Die Differenz wurde zur
Berechnung der Magnetisierung pro Gramm Eisen verwendet (vgl. Kap. 3.3.1). Die Korrektur der Messdaten

war notwendig, da die leere Glaskiivette ein leichtes diamagnetisches Verhalten zeigte.

8.8  Sattigungsmagnetisierungen

Tab. A 3: Sattigungsmagnetisierungen der hergestellten SPIO-Chargen.

Charge Ms (emu/g Fe) ? Ms; (emu/g Fe) Ms; (emu/g Fe)
Charge A (20 nm) 74,9 £ 1,8 39,2+ 1,8 35,7+1,2
Charge B (30 nm) 75,7+ 1,5 442+ 1,1 31,5+ 1,0
Charge C (40 nm) 76,3 + 8,2 62,1 £ 6,0 14,2+ 5,6
Charge D (50 nm) 84,0 + 3,8 73,4+2.8 10,6 2,6
Charge E (60 nm) 94,0 + 4,5 74,6 +3,3 19,4 +3,1
Charge F (65 nm) 94,1 +3,9 74,7 +3,3 19,4 3,1
Charge G (70 nm) 92,8 +8.5 76,7 + 6,2 16,1 £5,7
Charge H (85 nm) 95,1+5.3 72,1 £3,8 23,0+ 3,7

1) Mittelwert Séttigungsmagnetisierung + Standardabweichung, errechnet nach einer zusammengesetzten
Langevin Gleichung (vgl. Gl. 10, S. 12 und Gl. 33, S. 80)
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8.9

@
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Abb. A 4: (A) Bei kleiner Magnetfeldstirke (H) steigt die Suszeptibilitdt linear an und erreicht bei grofien

Magnetfeldstirken den Séttigungswert Mg (5000 Oe =397,9 kA/m). Die Definition der Suszeptibilitit (vgl.

Gl. 4, S. 8) als Quotient von Magnetisierung und Feldstérke gilt nur fiir den linearen Bereich. Aus diesem Grund

wird neben der Anfangssuszeptibilitit (auch initiale Suszeptibilitdt genannt, y,) die differentielle Suszeptibilitit

zq eingefiihrt. (B) Fiir H—>0 stimmen y, 7 und yq tiberein. Abbildung entnommen aus Langer et. al. [211].

8.10 Bestimmung des Feinpartikelanteils in Charge E mittels A4F

UV-Signal (normiert)

1,0 Charge E
Charge E plus
5% Charge A

0,8
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Abb. A 5: Dargestellt sind die A4F-Elugramme
der Charge E (schwarz) und der Charge E nach
Zugabe von 5 % (v/v) Charge A (rot). Die kleinen
Partikel der Charge A (20 nm) sind neben denen
der Charge E gut detektierbar.
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8.11 Komplexometrische Phenanthrolinfarbung

Zur Bestimmung des Eisengehaltes in P-388 Zellen nach phagozytotischer Aufnahme
der SPIO-Chargen (vgl. Kap. 3.4.3) wurde eine komplexometrische Phenanthrolinfirbung
durchgefiihrt (vgl. Abb. A 6).

— 2+

Abb. A 6: Phenanthrolin bildet mit Eisen-(II)-Ionen einen orangeroten Komplex, der spektroskopisch

quantifizierbar ist.

Phenanthrolinhydrochlorid-Reagenzlosung enthielt: 1,0 g Phenanthrolinhydrochlorid
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), 14 g Eisessig (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland), 21,7 g Natriumacetat-Trihydrat (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, Deutschland) ad 1000 ml Millipore Wasser.

8.12 TEM-Bilder zur GréRenbestimmung

A __®

Abb. A 7: Beispielhaft sind die ausgewerteten TEM-Bilder der Charge C (40 nm) dargestellt. Es wurden sowohl
die Kristallit- (A) als auch die AggregatgroBen (B) ausgewertet. Da Trockungsartefakte wihrend der
Probenpréparation nicht auszuschlieen sind, handelt es sich um orientierende Grofen. Die Ergebnisse der

Auswertung sind in Tab. 10 (S. 73) zusammengefasst.
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Anhang

8.13 Berechnung von PartikelgroRenverteilungen

Die mittleren hydrodynamischen Radien einer PartikelgroBenverteilung konnen mit

unterschiedlicher Wichtung errechnet werden [146]. Es wird zwischen anzahlgewichteten,

volumengewichteten  (massengewichteten)

unterschieden.

Anzahlgewichtete Verteilung

Zk:niRHi

und intensititsgewichteten  Mittelwerten

Ry, = ':‘k— (GL.A8)
2N
=)
Volumengewichtete Verteilung
Kk
z NRy ’ Ry
Ruyw = (GL.A9)
z ni RHI ’
i=1
Intensitatsgewichtete Verteilung:
K
Z niRy ‘ Ry
Rumt = ':'k— (Gl. A 10)
z ni RHi ’
i=l
RHn hydrodynamischer Radius, anzahlgewichtet
Ruaw hydrodynamischer Radius, volumengewichtet
Ruint hydrodynamischer Radius, intensititsgewichtet
k Umfang der Grundgesamtheit
I Zihlvariante
n Partikelanzahl
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Anhang

8.14 Partikelanzahl der hergestellten SPIO-Chargen

Die angegebenen Partikelanzahlen (Tab. A 4) wurden mit Hilfe der hydrodynamischen
Radien (DLS, ,in-batch®) errechnet. Dazu wurde das theoretische Volumen errechnet,
welches mit Hilfe der mittleren Dichte des Gesamtpartikels aus der AUZ in g pro
Nanopartikel umgerechnet wurde (Dichte AUZ: 1,8 g/ml). Es handelt sich dabei um
Néherungswerte, da bei der Berechnung eine mittlere Dichte und eine ideal kugelformige
Gestalt der Partikel angenommen wurden. Ferner wurde ausgehend von der
Eisenkonzentration die Masse an Maghemit (y-Fe,O3) pro ml-Dispersion berechnet und damit

angenommen, dass die Eisenoxidkerne ausschlieBlich aus Maghemit bestehen.

Tab. A 4: Errechnete Partikelanzahl der hergestellten SPIO-Chargen

Charge Partikelanzahl / ml
Charge A (20 nm) 5,129 - 10"
Charge B (30 nm) 7,571 - 10"
Charge C (40 nm) 4,968 - 10"
Charge D (50 nm) 1,975 - 10"
Charge E (60 nm) 1,044 - 10"
Charge F (65 nm) 8,606 - 10"
Charge G (70 nm) 5243 - 10"
Charge H (85 nm) 4,169 - 10"
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