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Die Partikelreplikation in nicht benetzenden Templaten (PRINT) ist
ein kontinuierliches, hochauflosendes Roll-to-Roll-Abgussverfahren
zur Herstellung von priizise definierten Mikro- und Nanopartikeln.
Die Technik greift Lithographietechniken aus der Mikroelektronik-
industrie auf und kombiniert diese mit den Roll-to-Roll-Verfahren der
Photofilmindustrie. Das Resultat ist eine exzellente und in dieser Form
beispiellose Steuerung von Grofie, Form, chemischer Zusammenset-
zung, Beladung, Modul und Oberflicheneigenschaften der Partikel.
Zudem ist PRINT mit der GMP (Good Manufacturing Practice)
kompatibel und daher auch fiir die grofitechnische Partikelherstellung
geeignet. In diesem Kurzaufsatz beschreiben wir unsere neuesten Ar-

fiir eine Selbstorganisation zu Parti-
keln wie Micellen,!'! Vesikeln, Lipo-

beiten zur Anwendung der PRINT-Technologie in den Bio- und

Materialwissenschaften.

1. Einleitung

Die Vorgehensweisen bei der Herstellung kolloidaler
Partikel lassen sich in zwei Kategorien unterteilen: Bottom-
up und Top-down. Bottom-up-Methoden nutzen schwache
und nichtkovalente Wechselwirkungen zwischen Molekiilen
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somen® und Polymersomen.!l Me-
thoden dieser Art wurden im Bereich
der Nanomedizin intensiv untersucht
und konnen beachtliche Erfolge beim
Wirkstoff- und Gentransport vorwei-
sen. Gut ein Dutzend liposombasierte Wirkstoffe wurden
bereits fiir den klinischen Einsatz zugelassen, und weitere
befinden sich in verschiedenen Stadien der klinischen Prii-
fung.”! Trotz vieler Vorteile der Bottom-up-Methoden gibt es
jedoch nach wie vor Einschrinkungen, z.B. Formulierungs-
instabilitdten, breite Grofenverteilungen und begrenzte
Vielfalt an Partikelformen.! Bei Top-down-Methoden wer-
den hingegen makroskopische Materialien zu mikro- oder
nanometergrof3en Partikeln verarbeitet, z. B. durch Zerklei-
nern, Mahlen und Emulgieren.”! Jedoch bieten auch diese
Techniken nur begrenzte Steuerungsmdoglichkeiten fiir Parti-
kelgrofe und -form. Photolithographie,”®! Mikrofluidiksyn-
thesen” und Abgusstechniken! stellen fortgeschrittenere
Formen von Top-down-Herstellungsverfahren dar und wur-
den zur Herstellung von Partikeln fiir verschiedenste An-
wendungen genutzt. In diesem Kurzaufsatz konzentrieren wir
uns auf die PRINT-Technologie (Partikelreplikation in nicht
benetzenden Templaten; particle replication in nonwetting
templates), eine einzigartige Abgusstechnik auf der Basis der
Softlithographie, die eine Erzeugung von exakt definierten
Partikeln ermdoglicht.

Die PRINT-Technologie wurde in der Folge der Ent-
wicklung einer neuen Klasse von Fluorpolymeren, den pho-
tohértbaren Perfluorpolyethern (PFPE), entworfen. PFPEs
wurden fiir die Herstellung von mikrofluidischen Kanilen als
Ersatzmaterial fiir Polydimethylsiloxan (PDMS) entwickelt,
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das in Gegenwart bestimmter organischer Losungsmittel zur
Quellung neigt. Auch als Matrix fiir Musterbildungsprozesse
hirtbarer Verbindungen geringer Molmasse erwiesen sich
PFPEs als vorteilhaft gegeniiber PDMS, das durch solche
Verbindungen oft ebenfalls zur Quellung gebracht wird.
PFPEs besitzen ausgezeichnete Quellbestidndigkeit gegen-
tiber organischen Molekiilen mit geringem Molekular-
gewicht"l und ermoglichen die Herstellung von hochgenauen
Mustern mit einer Auflosung von unter 100 nm.™? Von be-
sonderem Interesse sind die einzigartigen Eigenschaften der
PFPEs, wie eine extrem geringe Oberfldchenenergie, ein ge-
ringes Modul, eine hohe Gasdurchldssigkeit und geringe To-
xizitat, was das System fiir die Erzeugung von isolierten mi-
kro- und nanometergroBen Partikeln geeignet macht.'* Auf
der Grundlage dieser Eigenschaften wurde der PRINT-Pro-
zess zur Herstellung monodisperser Partikel entwickelt. Im
Unterschied zu anderen Herstellungstechniken fiir Mikro-
oder Nanopartikel erlaubt PRINT eine vollstindige Steue-
rung der physikochemischen Eigenschaften des Partikels.
Diese Plattformtechnologie konnte somit fiir Anwendungen
sowohl in den Bio- als auch Materialwissenschaften wichtig
werden, z. B. Wirkstofftransport, Elektronik, Optik, Sensorik
und Bildgebung.¥

2. Das PRINT-Verfahren

Abbildung 1a zeigt schematisch den Ablauf eines typi-
schen PRINT-Verfahrens. Ein beliebig gemusterter Silicium-
wafer (grau) wird dabei zunichst mit einer konventionellen
photolithographischen Technik hergestellt und im PRINT-
Verfahren als Urschablone eingesetzt. In den letzten Jahren
wurde die PRINT-Technik von kleinformatigen Laborsyste-
men hin zu einem automatisierten, kontinuierlichen Roll-to-
Roll-Prozess entwickelt, der eine fiir vorklinische Studien und
klinische Priifungen geeignete Partikelproduktion ermoglicht
(Abbildung 1b).

Mit dem PRINT-Verfahren kénnen wohldefinierte Mi-
kro- und Nanopartikel hergestellt werden, wobei die be-
kannten Probleme anderer Partikelherstellungsstrategien
(molekulare Selbstorganisation, Emulgier-, Fillungs- und
Koazervationstechniken) umgegangen werden.!"*!*! Dank der
grofBen Fortschritte bei den konventionellen Lithographie-
verfahren gelingt eine prézise Schablonenherstellung, von
denen das PRINT-Verfahren enorm profitiert. Die Zusam-
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mensetzung der mit dem PRINT-Verfahren hergestellten
Partikel kann auf einfache Weise eingestellt werden, und es
wurden Partikel aus verschiedensten Materialien hergestellt,
z.B. Hydrogele wie vernetzte Poly(ethylenglykole) (PEG)
und Poly(silylether);'*! thermoplastische Polymere wie
Poly(milchsdure) (PLLA) und Poly(milch-co-glykolsdure)
(PLGA),1%17 biologische Priparate wie Insulin und Albu-
min sowie reine niedermolekulare Verbindungen wie Zucker
und niedermolekulare Wirkstoffe.'¥ Mehrphasige und re-
giospezifisch funktionalisierte Partikel konnen ebenfalls
mittels PRINT hergestellt werden (Abbildung2). Unsere
Gruppe hat eine Strategie zur Kombination zweier unter-
schiedlicher Zusammensetzungen in einem einzigen Partikel
entwickelt, um endmarkierte Partikel, zweiphasige Janus-
Partikel und mehrphasige, formspezifische Partikel herzu-
stellen.” Oberflicheneigenschaften von PRINT-Partikeln
konnen ebenfalls einfach modifiziert werden, und auch Po-
rositidt, Textur und Modul der Partikel lassen sich durch
sorgfiltiges Design der Matrixformulierung gezielt einstellen.
In diesem Kurzaufsatz werden die jiingsten Fortschritte der
PRINT-Technologie in den Bio- und Materialwissenschaften
sowie Perspektiven fiir zukiinftige Entwicklungen vorgestellt.

3. Biowissenschaften

Entwicklung und Synthese von Wirkstofftragern auf der
Basis von Mikro- und Nanopartikeln sind seit vielen Jahren
im Fokus der Forschung. Ziel ist es, die bekannten Probleme
konventioneller Wirkstoffformulierungen, wie geringe Wirk-
samkeit oder unerwiinschte Nebenwirkungen, zu tiberwin-
den.P? Bei der Entwicklung nanopartikulirer Wirkstoff-
transportsysteme miissen mehrere kritische Faktoren be-
riicksichtigt werden, wie Form und Groe des Partikels, Par-
tikelmatrix, Oberflichenchemie und Wirkstofftransport
durch die Matrix. PRINT ermoglicht eine unabhingige
Steuerung aller Parameter der Partikelsynthese und wurde
dementsprechend ausfiihrlich eingesetzt, um den Einfluss des
Partikeldesigns auf die Bioverteilung und Pharmakokine-
tik,>2%] die differenzielle Lungendeposition und die zellu-
lire Internalisierung von Partikeln zu untersuchen.*33!
Zudem konnen PRINT-Partikel vielféltige Lasten transpor-
tieren, wie z.B. Chemotherapeutika, kurze interferierende
RNA (siRNA), RNA-Replikons und Kontrastmittel, indem
diese einfach in das fliissige Prapartikelmaterial inkorporiert
werden.

3.1. Transport von kleinen Molekiilen und Prodrugs

Um die therapeutische Wirksamkeit von hoch toxischen,
niedermolekularen Wirkstoffen zu erh6hen, besteht ein An-
satz darin, die Wirkstoffe in Nanotriger zu verpacken.*”
Ein klinisch relevantes Beispiel dafiir ist Doxil, eine Lipo-
somformulierung von Doxorubicin, die verglichen mit freiem
Doxorubicin eine geringere Kardiotoxizitit zeigt.® Nano-
trager haben das Potenzial, die therapeutische Wirksamkeit
durch Erhohen der Wirkstoffkonzentration in erkrankten
Geweben und Verldngerung der Wirkstofffreisetzung bei
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Abbildung 1. a) Anfertigung einer PRINT-Abgussform und Herstellung von PRINT-Partikeln. Ein Siliciumwafer mit mikro- und nanometergrofien
Mustern (grau) wird nahezu vollstindig mit einer fliissigen PFPE-Vorstufe (griin) bedeckt, die auf fast allen Oberflachen einen positiven Spreit-
koeffizienten aufweist. Nach der Photohirtung erhilt man eine elastomere PRINT-Form, deren Mikro-/Nanomuster dem negativen Abdruck des
Siliciumwafers entspricht. Die Vertiefungen werden mithilfe eines Roll-to-Roll-Verfahrens mit einem fliissigen Prapartikelmaterial (rot) befullt, wo-
bei der Bereich um die Vertiefungen herum unbenetzt bleibt. Das Roll-to-Roll-Verfahren ist eine Folientechnik mit einem hochenergetischen Poly-
ethylenterephthalat(PET)-Gegenbogen. Die Fliissigkeit in den Vertiefungen kann durch verschiedene Prozesse (Photohirtung, Verglasung durch
Befiillen bei erhéhter Temperatur und Abkiihlen, Lésungsmittelverdampfung) verfestigt werden. Der verfestigte Abdruck (rot) wird durch Aufbrin-
gen einer Haftschicht (gelb) aus der Form herausgezogen; die Haftschicht hat eine héhere Oberflichenenergie als die Form. Schlieflich werden
die Partikel durch Auflésen der Haftschicht in freier Form erhalten. b) PRINT-Apparaturen: A) Herstellung diinner Abgussformen. B) Kontinuierli-
ches Roll-to-Roll-PRINT-Verfahren. Abdruck nach Lit. [14] mit Genehmigung von Future Medicine Ltd.

gleichzeitiger Verringerung der Wirkstoffexposition auf ge-
sunde Zellen zu erhohen.*! Zum Transport von Docetaxel,
Camptothecin, Desatinib und Gemcitabin untersuchten wir
unter Verwendung des PRINT-Prozesses zwei verschiedene
Partikelmatrizes: PLGA, ein lipophiler, biologisch abbauba-
rer thermoplastischer Kunststoff, sowie auf vernetztem PEG
basierende Hydrogelmaterialien.

PLGA wurde in mehreren Studien verwendet, um The-
rapeutika physikalisch einzuschlieBen und wieder freizuset-
zen."3 Mit Docetaxel beladene PLGA-Partikel wurden
unter Verwendung von Emulsions-,*) Mikrofluidik-,>!
Filmrehydrierungs-*" und Ultraschalltechniken herge-
stellt.”® Die Beladung von PLGA-Partikeln mit Docetaxel
lag im Bereich von 0.5 bis 15%, wobei die Verkapselungs-
effizienz fiir den Wirkstoff zwischen 11 und 95 % betrug. Der
PRINT-Prozess erméglichte eine Beladung von zylindrischen
PLGA-Partikeln (Durchmesser d=200nm; Hoéhe h=
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200 nm) mit 40 % Docetaxel bei einer Verkapselungseffizienz
fiir den Wirkstoff von 90 % .1 Die In-vitro-Wirksamkeit von
PRINT-PLGA-Partikeln, die verschiedene Konzentrationen
Docetaxel (0-40%) enthielten, gegeniiber der Eierstock-
krebs-Zelllinie SKOV3 wurde mit der klinisch verabreichten
Form von Docetaxel, Taxotere, verglichen. Die nicht mit
Wirkstoff beladenen Partikel erwiesen sich als nicht toxisch,
und mit Docetaxel beladene Partikel zeigten eine dosis-
abhéngige Zytotoxizitdt. PRINT-PLGA-Partikel, die 10 bzw.
20% Docetaxel enthielten, waren etwas weniger toxisch als
Taxotere, wiahrend Partikel mit 30 bzw. 40 % Docetaxel bei
dquivalenten Dosen toxischer waren. Die mit 40 % Docetaxel
beladenen PRINT-PLGA-Partikel hatten einen I1Cs;-Wert,
der um fast eine GroBSenordnung hoher lag als der von
Taxotere und 30-mal hoher als der von mit 10 % Docetaxel
beladenen Partikeln. Diese Studie zeigte, dass Docetaxel in
PRINT-PLGA-Partikeln mit auBergewohnlich hohen Bela-
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Abbildung 2. Rasterelektronen- und lichtmikroskopische Aufnahmen, die die Fahigkeit des PRINT-Verfahrens zur Synthese von Partikeln mit ver-
schiedenen Formen, GréRen und Zusammensetzungen demonstrieren. Wiedergabe von (A)2%, (B)2", (C)%, (D), (E)®!, (F)24, (G)#, (H)*

und (1) mit Genehmigung.

dungen verkapselt und in seiner aktiven Form freigesetzt
werden kann. Die Ergebnisse deuten auch darauf hin, dass
eine hohere Wirkstoffbeladung die Wirksamkeit des Wirk-
stoffs bei geringeren Dosen erhohen kann. Dariiber hinaus
zeigten In-vivo-Studien, dass aus PLGA-PRINT-Partikeln
freigesetztes Docetaxel eine erhohte Plasmaexposition und
eine bessere Tumorbelieferung als freies Docetaxel erreich-
te.’*”) Zukiinftige Arbeiten werden sich auf die Optimierung
des Systems hinsichtlich der In-vivo-Wirksamkeit konzen-
trieren.

In das biokompatible Hydrogel PEG koénnen Prodrugs
durch kovalente Verkniipfung mit der PEG-Matrix eingebaut
werden."” Der niedrigere pH-Wert an Tumorstellen und in
Tumorzellen kann fiir die Freisetzung des Wirkstoffs in seiner
aktiven Form am Ort des Tumors genutzt werden. Unsere
Arbeitsgruppe hat eine neue Klasse von Prodrug-Linker-
chemie basierend auf Bis(dialkyl)silylethern entwickelt, die
die Moglichkeit bietet, die Wirkstofffreisetzung in sauren
Umgebungen durch Variation der Alkylsubstituenten am Si-
licium abzustimmen.'**%! Mit Silylethern funktionalisiertes
Camptothecin, Desatinib und Gemcitabin wurden jeweils
synthetisiert und mittels radikalischer Polymerisations-
methoden in PRINT-PEG-Hydrogelpartikel eingebaut (Ab-
bildung 3). Die Freisetzungsgeschwindigkeiten des Wirkstoffs
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aus zylindrischen Partikeln (d =200 nm; 2 =200 nm) stiegen
mit abnehmender Grofle des Substituenten am Siliciumatom
(Ethyl > Isopropyl > tert-Butyl), wobei das Prodrug mit dem
groflten Substituenten keine merkliche Zersetzung mit der
Zeit zeigte. Zellvermehrungsexperimente ergaben, dass die
Partikel, die das Ethyl- und Isopropyl-basierte Prodrug
Gemcitabin enthielten, gegeniiber LNCaP-Krebszellen to-
xisch waren, wihrend Partikel, die das tert-Butyl-basierte
Prodrug enthielten, die gleiche Zytotoxizitét zeigten wie die
reinen Partikel, was belegt, dass der Wirkstoff zwar eingebaut
werden kann, aber nicht innerhalb eines relevanten Zeitrah-
mens wieder freigesetzt wird. Die Substituenten am Silicium-
atom konnen verédndert werden, um die gewiinschte Wirk-
stofffreisetzungskinetik zu erreichen. Aulerdem erlauben die
Silylether-basierten Prodrugs bei Bindungsspaltung eine
Freisetzung des Wirkstoffs in seiner Originalform unter Er-
zeugung von nicht toxischen, wasserloslichen Polymeren.
Das PRINT-Verfahren ermoglicht einen Plug-and-Play-
Ansatz fiir den Transport kleiner Molekiile und erlaubt die
freie Wahl der Partikelmatrix entsprechend der Art des
Wirkstoffs sowie eine gesteuerte Wirkstoffbeladung und
-freisetzung. Insbesondere ermoglicht die Verwendung von
Prodrugs eine prézise Wirkstofffreisetzung aus Partikeln als
Reaktion auf Veridnderungen in der chemischen Umgebung.
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Abbildung 3. Prodrugs von Camptothecin, Dasatinib und Gemcitabin als unsymmetrische, difunktionelle Silylether (ABS). Jedes ABS-Prodrug be-
steht aus drei Teilen: 1) einem Chemotherapeutikum, 2) einer Silylether-Verkniipfung und 3) einem polymerisierbaren Monomer fiir den Partikel-
einbau. Abdruck nach Lit. [23]; Copyright 2012, American Chemical Society.

Das Verhalten wirkstoffbeladener Partikel gegeniiber einer
Reihe von In-vivo-Tumormodellen ist Gegenstand aktueller
Untersuchungen.

3.2. Schutz und Transport von Biopharmazeutika

Die Vielseitigkeit des PRINT-Verfahrens zeigt sich auch
in der Fahigkeit, Therapeutika auf der Basis von kurzer in-
terferierender RNA (siRNA) und RNA-Replikons zu trans-
portieren. Das RNA-Therapeutikum siRNA besitzt erhebli-
ches Potenzial bei der Behandlung von Krankheiten wie
Brustkrebs oder Prostatakrebs, indem die Genexpression von
Zielproteinen ausgeschaltet und so die Maoglichkeit der
,Therapie des Untherapierbaren“ eroffnet wird.*"*?! Ein
RNA-Replikon kann fiir therapeutisch erwiinschte Proteine
in hohen Konzentrationen im Zytosol von Zellen kodieren
und ist daher recht vielversprechend als Ausloser fiir Im-
munantworten gegen zahlreiche Krankheiten, angefangen
von Influenza bis hin zu verschiedenen Krebserkrankun-
gen. Ein idealer Triger sollte die RNA schiitzen, zum in-
teressierenden Ort transportieren, eine Internalisierung
durch die Zielzellen erreichen und die RNA im Zytosol mit
minimaler Toxizitdt freisetzen konnen. Mithilfe des PRINT-
Verfahrens haben wir ein siRNA-PLGA-Lipid-Nanoparti-
kelsystem und ein Prodrug-siRNA-PEG-Nanopartikelsystem
zum Transport von siRNA sowie ein vernetztes Rinder-
serumalbumin(BSA)-Partikelsystem zum Transport des
RNA-Replikons entwickelt.

Die tiberwiegende Mehrheit der in der Literatur be-
schriebenen Strategien zum Transport von siRNA betrifft die
Bildung von Polyplexen. Mittels einer Schmelzverfesti-
gungsmethode wurden 1-2 Gew.-% siRNA in zylindrische
PLGA-Partikel (d=80nm; 4320 nm) mit einer Verkapse-
lungseffizienz zwischen 20 und 40 % eingebaut.”!! Die Parti-
kel wurden mithilfe einer Losung kationischer Lipide (DO-
TAP/DOPE 50:50 Gew.-%; DOTAP =1,2-Dioleoyl-3-trime-
thylammoniumpropan, DOPE = Dioleoylphosphatidyletha-
nolamin) aus der Adhésionsschicht gewonnen. Oberflichen-
modifizierungen mit kationischem Lipid erleichtern die
Zellinternalisierung und Transfektion. Beschichten der Par-
tikel mit kationischen Lipiden erhohte das Zeta-Potential der
Partikel (—3.45+1.9 mV ohne Lipidbeschichtung gegeniiber

www.angewandte.de

© 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

+5.29+1.5mV mit Lipidbeschichtung), und farbstoffmar-
kierte siRNA-haltige Partikel mit Lipidbeschichtung wurden
von verschiedenen Zelllinien, einschlieBlich HeLa/Luc, PC3,
DU145 und Raw264.7, bereitwillig internalisiert. Bei LNCaP-
und HepG2-Zellen zeigte sich eine geringere Effizienz bei der
Partikelaufnahme, was wahrscheinlich eine Folge der langen
Verdopplungszeit dieser Zelllinien ist. Luciferase-siRNA-
Knockdown-Studien zeigten, dass die lipidbeschichteten
PLGA-Partikel in der Lage waren, Luciferase-siRNA zu
transportieren und die Luciferase-Expression in HeLa/Luc-
Zellen mit minimaler Toxizitdt wirksam auszuschalten. Wei-
tere Studien ergaben, dass die siRNA-PLGA-Lipidpartikel
eine therapeutisch relevante KIF11-siRNA zu drei Prostata-
krebs-Zelllinien (LNCaP, PC3 und DU145) transportieren
konnten. Quantitative Echtzeit-PCR zeigte eine statistisch
signifikante Verringerung des KIF11-mRNA-Niveaus bei al-
len drei mit KIF11-siRNA-PLGA-Partikeln dosierten Pro-
statakrebs-Zelllinien, wihrend die mit Kontroll-siRNA be-
ladenen Partikel keinerlei Verringerung des KIF11-mRNA-
Niveaus zeigten.

Es gibt nur wenige Berichte iiber hydrogelbasierte Parti-
kel zum Transport von siRNA. Die Beispiele beschrinken
sich auf emulsionsbasierte Herstellungstechniken und Ba-
senpaarung zwischen komplementiren siRNA-Stringen.*!
Das PRINT-Verfahren erlaubt nun den direkten physikali-
schen Einschluss von siRNA in PEG-Hydrogelpartikel.””
Wir konnten mit monodispersen, zylindrischen PEG-Parti-
keln (d =200 nm; 4 =200 nm), die mit elektrostatisch einge-
schlossener siRNA hergestellt wurden, eine signifikante Ab-
schaltung von siRNA erreichen. Nachfolgende Bemiihungen
zur Modulierung des In-vivo-Verhaltens durch Konjugation
von dirigierenden Liganden an die Partikeloberfldche fiihrten
jedoch zu einer erheblichen vorzeitigen Freisetzung von
siRNA.

Um diese vorzeitige Freisetzung von siRNA wihrend der
Konjugation von dirigierenden Liganden zu verringern, wur-
de die siRNA unter Verwendung einer Prodrug-Strategie in
die Hydrogelmatrix einpolymerisiert. Die siRNA wurde mit
einem photopolymerisierbaren Acrylat derivatisiert, das eine
abbaubare Disulfidverkniipfung fiir einen reversiblen, kova-
lenten Einbau in die PRINT-Hydrogel-Nanopartikel trug
(Abbildung 4). Die zeitabhingige Freisetzung der siRNA aus
den Prodrug-siRNA-PRINT-Hydrogelpartikeln wurde unter
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Abbildung 4. a) Strukturen von abbaubaren und nicht abbaubaren
siRNA-Makromeren sowie nativer siRNA. b) Verhalten des pro-siRNA-
Hydrogels unter physiologischen und intrazelluliren Bedingungen. Ab-
druck nach Lit. [22]; Copyright 2012, American Chemical Society.

physiologischen und reduzierenden Bedingungen bestimmt.
Die siRNA wurde bei 37°C in PBS (phosphatgepufferte
Salzlgsung) mehr als 48 h lang in den Hydrogelpartikeln zu-
riickgehalten; beim Inkubieren in einer reduzierenden Um-
gebung (5 mm Glutathion) wurde die siRNA jedoch rasch aus
den Prodrug-siRNA-Hydrogelpartikeln freigesetzt. AuBler-
dem war die in PRINT-Hydrogelpartikel geladene Prodrug-
siRNA bei Inkubation in Serum mehr als 48 h vor einem
Abbau durch RNasen geschiitzt. Prodrug-siRNA enthaltende
Hydrogelpartikel 1osten wirksam ein dosisabhéngiges Aus-
schalten der Luciferase-Expression in HeLa/Luc-Zellen aus,
wihrend Kontrollpartikel keine signifikante Genabschaltung
bewirkten. Die Transfektionseffizienz von komplexierter
siRNA, PEGylierten Partikeln und Prodrug-siRNA-Hydro-
gelen war vergleichbar.

Der Transport von RNA-Replikons erfolgt meist mit vi-
rusdhnlichen Partikeln (VLPs) als vorherrschender Tech-
nik.™! Hinsichtlich einer Steuerung von Grofle, Form und
Oberflaichenchemie wére ein nichtvirales Transportsystem
vorteilhaft. Der Transport eines RNA-Replikons, also hoch-
molekularer (8-10kb), einstriangiger RNA, wurde unter
Verwendung einer Rinderserumalbumin(BSA)-Matrix er-
reicht.” Proteinmatrizes fiir den Wirkstofftransport sind
aufgrund ihrer biologischen Abbaubarkeit, biologischen
Vertriglichkeit und Zugénglichkeit fiir Oberflichenmodifi-
zierungen duflerst niitzlich. Bei der Herstellung von zylind-
rischen Proteinpartikeln (d=1 pm; ~2=1um) mit Lactose
und Glycerin als Additive wurde eine Schmelzverfestigungs-
strategie eingesetzt. Die BSA-Partikel wurden mit reduktiv
labilem Dithiobis(ethyl-1H-imidazol-1-carboxylat) (DIC)
vernetzt, was die proteinbasierten Partikel voriibergehend
unloslich in wéssrigen Losungen machte, bis sie in eine re-
duzierende Umgebung eingebracht wurden. Um die Fihig-
keit der Partikel zum Transport von Beladungen in einer re-
duzierenden Zellumgebung zu demonstrieren, wurde ein
RNA-Replikon gewihlt, das fiir das Chloramphenicolacetyl-
transferase(CAT)-Protein kodiert. Der erfolgreiche Trans-
port dieser RNA in das Zytosol von Vero-Zellen sollte eine
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Expression von CAT-Protein ergeben, das unter Verwendung
von antigenspezifischen Antikorpern mittels ELISA nach-
gewiesen werden kann. Dabei wurde TransIT-mRNA-Trans-
fektionsreagens (TransIT) mit BSA-Partikeln vermischt, um
eine positive Oberflichenladung auf den BSA-Partikeln
einzufithren und so die Zellaufnahme und die Freilassung aus
dem Endosom zu verbessern. Die mit TransIT beschichteten
BSA-Partikel wurden bereitwillig internalisiert, und das
CAT-Protein wurde erzeugt (Abbildung 5). Die Produktion
des CAT-Proteins nach Transport durch PRINT-Partikel war
vergleichbar mit der Produktion bei Verwendung des Trans-
fektionsmittels TransIT allein.

CAT-Protein-Expression (ng/well)

Abbildung 5. Durch Vero-Zellen (2x10* Zellen pro Vertiefung) erzeug-
tes CAT-Protein, gemessen mittels ELISA. Schwarz gepunktet: CAT-
RNA-Standards mit TransIT; grau gepunkte: unbehandelte Partikel mit
TransIT; gestreift: CAT-RNA enthaltende BSA-Partikel mit TransIT (2,

1 und 0.5 uygmL™" Partikel entsprechen 30, 15 bzw. 7.5 ngmL™' RNA);
kariert: Uberstand von Partikeln, die 4 h lang in PBS bei 37°C mit
TransIT inkubiert wurden. Abdruck nach Lit. [20]; Copyright 2012, Ame-
rican Chemical Society.

Zusitzlich zum Einbringen einer Ladung in die PRINT-
Partikel konnen biologische Priparate auch durch Absorpti-
on auf der Partikeloberfliche geschiitzt und transportiert
werden. Es ist seit langem bekannt, dass in Partikelform ge-
gebene Antigene im Vergleich zu 16slichen Antigenen Anti-
korpertiter erhohen. Die verbesserte Priasentation der Impf-
stoffantigene im Immunsystem wurde mit einem auf PRINT-
Partikeln basierenden System erreicht, bei dem ein kom-
merzieller, trivalenter, injizierbarer Influenzaimpfstoff elek-
trostatisch an die Oberfldche von kationischen PLGA-Parti-
keln gebunden wurde.[*!

Diese Ergebnisse zeigen, dass PRINT-Partikel die sensi-
ble biopharmazeutische Beladung sehr gut schiitzen und
transportieren konnen. Die Beladung kann je nach deren
Natur und chemischer Zusammensetzung der Partikel in
Prodrugform, entweder physikalisch verkapselt oder absor-
biert, eingebaut werden. Der nichste Schritt ist eine weitere
Optimierung des Partikeldesigns fiir einen erfolgreichen
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RNA-Transport in vivo und einen Antigentransport fiir die
Impfstoffentwicklung.

4. Materialwissenschaften

Neben den vielfdltigen Anwendungen in den Biowissen-
schaften eroffnet die PRINT-Technologie auch betrichtliche
Moglichkeiten fiir die Materialwissenschaft. Ein Beispiel sind
Anwendungen in der Entwicklung von Mikrolinsen und So-
larzellen.”* Ein besonders interessanter Bereich ist die
Herstellung von Mikro- und Nanopartikeln zur Untersuchung
der kolloidalen Selbstorganisationen. Ahnlich wie Atome
groBere Strukturen wie Molekiile, Polymere und Kristalle
aufbauen, konnen kolloidale Partikel zu groleren Strukturen
wie Cluster oder Ketten angeordnet werden, wenn die kurz-
und langreichweitigen Wechselwirkungen zwischen Partikeln
in einem ausgewogenen Verhiltnis stehen.*! Dies hat weit-
reichende Auswirkungen auf das Verstidndnis von Bindungen
auf atomarem Niveau und erweist sich zunehmend als hilf-
reich bei der Entwicklung von Katalysatoren sowie optischen,
plasmonischen und elektronischen Funktionseinheiten.””
Unsymmetrische und anisotrope Partikel haben im Bereich
der Photonik viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen, wo an-
dere Phasen mit einer komplexeren Symmetrie als kubisch
flaichenzentriert, hexagonal dicht gepackt oder kubisch in-
nenzentriert erwiinscht sind.’"*? Wihrend die Herstellung
und Selbstorganisation von anorganischen, anisotropen Par-
tikeln gut untersucht ist, bleiben hinsichtlich der Organisation
von Polymerpartikeln noch einige Fragen offen. Dies mag an
einem Mangel an effizienten und skalierbaren Herstellungs-
prozessen liegen, die den Anforderungen an Partikelmono-
dispersitit und Formkontrolle fiir eingehende Untersuchun-
gen geniigen. Mit der Entwicklung von PRINT lassen sich
diese Beschriankungen jedoch umgehen, was eine spannende
Moglichkeit zur Untersuchung von multifunktionellen, ein-
zigartig geformten Partikeln bietet.

4.1. Partikelorganisation durch elektrische und magnetische
Felder

Die Dielektrophorese (DEP), d.h. die Wechselwirkung
von Fliissigkeiten oder Partikeln mit inhomogenen, alternie-
renden elektrischen Feldern, ist eine leistungsstarke Metho-
de, um Partikel insitu durch gerichtete Selbstorganisation
anzuordnen.®™ In den meisten Beispielen fiir eine elektro-
phoretische Organisation wurden sphérische Partikel ange-
ordnet, jedoch hat man in jiingerer Zeit auch nichtsphérische
Partikel betrachtet, deren gezielte Anordnung in spezifische
Richtungen vielversprechend ist, um verbesserte mechani-
sche und elektrische Eigenschaften zu erhalten.*>!

Da die PRINT-Technik die Herstellung anisotroper Par-
tikel mit einer groBen Vielfalt an Formen und Grofen er-
laubt, erschien es naheliegend, die Methode zur Untersu-
chung der Selbstorganisation verschiedener organischer Par-
tikel zu nutzen.” Wir haben stab-, scheiben-, bumerangfor-
mige und sechskantige Partikel aus Trimethylol-
propanethoxylattriacylat herstellt und in einer wéssrigen
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Losung von Hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
suspendiert. Bei Anwendung eines inhomogenen, alternie-
renden elektrischen Feldes zwischen zwei planaren Elektro-
den wurden die Partikel polarisiert und in Richtung der Re-
gion mit der hochsten Feldintensitit ausgerichtet. Bei diesem
Prozess reorientierten sich die Partikel und zeigten eine
Anordnung, in der ihre langste Achse parallel zum angelegten
Feld ausgerichtet ist (Abbildung 6a). Bei allen Partikelfor-
men, mit Ausnahme der Bumerangpartikel, wurde eine Ket-
tenbildung beobachtet.

Aufbauend auf dieser Arbeit haben wir magnetische Po-
lymerkompositpartikel hergestellt, indem wir superpara-
magnetische und ferromagnetische Magnetitnanopartikel in
PEG-Hydrogelpartikel inkorporiert haben.’” Partikel, die
aus Fe;O,-Nanopartikeln eingebettet in ein PEG-Netzwerk

ohne Feld AC-Feld

a)

C

Abbildung 6. a) Fluoreszenzaufnahmen von zufillig verteilten (A, C, E,
G) und im elektrischen Feld ausgeordneten Partikeln (B, D, F, H). Ab-
druck nach Lit. [56]; Copyright 2008, American Chemical Society.

b) Fluoreszenzaufnahmen von selbstorganisierten Magnetit-Polymer-
Kompositpartikeln: A) Blockférmige Kompositpartikel in Abwesenheit
eines Magnetfelds; B) Partikel ohne lineare Magnetit-Aggregate bilden
im Magnetfeld ungeordnete Ketten, C) Partikel mit linearen Magnetit-
Aggregaten parallel und D) senkrecht zur Linge der Kompositpartikel
bilden einigermaflen geordnete Ketten mit einer Kopf-an-Schwanz-
bzw. Seite-an-Seite-Ausrichtung. Die Einschiibe dienen einer klareren
Darstellung. Maf3stab jeweils 20 um. Die Pfeile geben die Richtung des
angelegten Magnetfelds an. Abdruck nach Lit. [57]; Copyright 2010,
American Chemical Society.
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bestanden, wurden in Form von Nanoreis, Nanowiirmern,
mikrometergrolen Blocken und mikrometergroen Bume-
rangs hergestellt. Die PRINT-Technik erméglichte dabei auf
einzigartige Weise eine Manipulation der Ausrichtung der
Fe;O,-Nanopartikel innerhalb dieser Partikel. Vor der Poly-
merisation der PEG-Monomere im Herstellungsschritt kann
das Magnetit permanent in verschiedene Richtungen in Be-
zug auf die Achse des Kompositpartikels ausgerichtet wer-
den, was bei der Festlegung der Partikeldynamik in Magnet-
feldern eine mafigebliche Rolle spielt.

Mit Fe;O,-Nanopartikeln beladene Blockpartikel wurden
in hohen Konzentrationen in Wasser dispergiert, und je nach
Richtung der langen Achse der Fe;O,-Nanopartikel in der
Matrix wurden drei verschiedene Formen von Kettenbildung
der Blockpartikel im Magnetfeld beobachtet (Abbildung 6b).
Proben mit Magnetit-Aggregaten, die entlang der langen
Achse der Partikel ausgerichtet waren, bildeten Ketten, bei
denen alle Partikel entlang des Magnetfelds ausgerichtet
waren. Proben mit linearen Fe;O,-Aggregaten, die entlang
der kurzen Achse der Partikel ausgerichtet waren, bildeten
Ketten aus gestapelten Kompositpartikeln. Proben mit nicht
ausgerichtetem Magnetit zeigten schlieBlich eine Kettenbil-

@ngewandte
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dung ohne spezifische Orientierung der Partikel. So ermog-
licht uns das PRINT-Verfahren, iiber das erste Beispiel von
form- und groéBenspezifischen, magnetischen Polymerkom-
positnanopartikeln zu berichten, die unter Verwendung eines
Top-down-Verfahrens hergestellt wurden.

4.2. Organisation iiber Van-der-Waals-Wechselwirkungen

Es wurde bereits gesagt, dass Diblock- und Triblockpar-
tikel mittels verschiedener Methoden synthetisiert werden
konnen.®® Die PRINT-Technologie zeigt jedoch mehr Flexi-
bilitdt bei der Steuerung von Zusammensetzung, Gro3e und
Form von Diblock- und Triblockpartikeln. So wurde mithilfe
dieses Verfahrens die Synthese von anisotropen, amphiphilen
Stidben aus organischen Materialien mit einstellbaren Multi-
phasen erreicht.?! Es konnen amphiphile, stabformige Di-
block-, Triblock- und Multiblockpartikel hergestellt werden,
die aus der hydrophoben Verbindung Trimethylol-
propanethoxylattriacrylat und der hydrophilen Verbindung
Poly(ethylenglykol)diacrylat bestehen (Abbildung 7). Hier-
bei ist hervorzuheben, dass das hydrophil/hydrophob-Ver-

Abbildung 7. a) Prinzip der Bildung von Dreiblockstiben mit den zugehérigen mikroskopischen Aufnahmen der Formen in jedem Schritt. Die

emie

Herstellung der Dreiblockpartikel beginnt mit dem Fiillen der Form mit einer verdiinnten Lésung des hydrophilen Monomers in DMF (i). Mit dem
Entfernen des Lésungsmittels durch Verdampfen wird das verbliebene Monomer durch Kapillarkrifte an beiden Enden der rechteckigen Formver-
tiefung nach oben gezogen (ii) und anschlieflend einer UV-Lichtquelle mit niedriger Intensitat ausgesetzt, wodurch das Monomer in ein weiches
Gel umgewandelt wird (iii). Das zweite hydrophobe Monomer wird zugegeben, um den verbliebenen Raum in der Mitte der Vertiefung zu fiillen
(iv). Die endgiiltige Monomerzusammensetzung wird durch Bestrahlen mit intensiver UV-Strahlung vollstindig gehirtet. b) Prinzip der Bildung
von Zweiblockstaben mit den zugehaorigen mikroskopischen Aufnahmen der Formen: A) Unsymmetrische Zweiblockpartikel wurden hergestellt,
indem die Form um eine Achse senkrecht zur Formebene rotiert wurde. B) Die Form wurde zundchst mit dem hydrophilen Monomer gefiillt.

C) Die Zentrifugalkrifte ziehen die hydrophile Monomerzusammensetzung an das duflere Ende der Formvertiefung. AnschlieBend wird das hydro-
phobe Monomer verwendet, um den freien Raum aufzufiillen, was bei vollstindiger Photohirtung zu einer Reihe verschiedener amphiphiler Zwei-
blockstabe fiihrt. Abdruck nach Lit [26]; Copyright 2012, American Chemical Society.
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héltnis der Triblock- und Diblockstrukturen durch Verénde-
rung der Konzentration der anfinglichen Monomerlosung
exakt eingestellt werden kann.

Dariiber hinaus wurde die Selbstorganisation dieser am-
phiphilen Triblock- und Diblockpartikel an der Wasser/Per-
fluordecalin(PFD)-Grenzfliche untersucht (Abbildung 8).
Die Triblockpartikel bevorzugten eine Seite-an-Seite-An-
ordnung und bildeten so geordnete Bandstrukturen an der
Grenzfliche und verhielten sich wie Bolaamphiphile. Di-
blockpartikel, die eine unsymmetrische Struktur dhnlich der
von molekularen Tensiden aufwiesen, organisierten sich an
der Wasser/PFD-Grenzfliche in einer zweidimensionalen
Doppelschichtstruktur. Diese neue Arbeit beleuchtet sehr
schon die Beziehung zwischen Partikelarchitektur und deren
Selbstorganisationsverhalten.

Die vorgenannten Arbeiten zeigen die Vielseitigkeit von
PRINT hinsichtlich der Moglichkeit, die kolloidale Ausord-
nung von einzigartigen organischen Partikeln zu untersuchen.
Die hier diskutierten Arbeiten stellen nur eine kleine Aus-
wahl dar, die das Potenzial von PRINT in Bezug auf dessen
erheblichen Einfluss auf Anwendungen sowie das grundle-
gende Verstdndnis von materialwissenschaftlichen Prinzipien
beleuchten. Da die Herstellung von PRINT-Partikeln mit
eingebetteten Janus- und magnetischen Nanopartikeln einen
Herstellungsweg umfasst, der leicht von der iiblichen PRINT-

8v..-—.

Seite-an-Seite-Aggregation
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Methode abweicht, miissten fiir eine skalierbare Herstellung
dieser Partikelarten erhebliche Verdnderungen vorgenom-
men werden. Derzeit entwickeln wir andere Strategien zur
Herstellung &hnlicher anisotroper Partikel, die in einem
kontinuierlichen Roll-to-Roll-Prozess skalierbar sein konn-
ten.

5. Zusammenfassung und Ausblick

In der Biologie und Materialwissenschaft wéchst zuneh-
mend die Erkenntnis, dass Partikelgrof3e, chemische Zusam-
mensetzung und Oberfldcheneigenschaften von Partikeln ei-
ne entscheidende Rolle spielen. PRINT bietet nun die erste
GMP-kompatible Moglichkeit zur Herstellung monodisper-
ser Partikel aus einem weiten Bereich an Matrizes bei voll-
stindiger Kontrolle der physikochemischen Eigenschaften
des Partikels. Wir haben eine breite Vielfalt von einzigartigen
Mikro- und Nanopartikeln entwickelt und untersuchen der-
zeit deren Potenzial fiir Anwendungen beim Wirkstofftrans-
port und fiir die kolloidale Selbstorganisation.

Im Abschnitt iiber Biowissenschaften haben wir gezeigt,
dass die PRINT-Technologie fein und vielseitig genug fiir den
Transport einer breiten Vielfalt von aktiven Therapeutika ist,
einschlieBlich niedermolekularer Wirkstoffe, siRNA und

Doppelschicht

Abbildung 8. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen verschiedener Partikel, die sich an der Wasser/PFD-Grenzfliche organisiert haben. A) Hy-
drophile/hydrophobe/hydrophile ABA-Dreiblockpartikel. B) Zweiblockpartikel. Der Mafistab in den Einschiiben entspricht 200 pm. Darstellung der
Selbstorganisationsmodelle fiir Partikel an der Wasser/Ol-Grenzflache: C) Dreiblock- und D) Zweiblockpartikel. Abdruck nach Lit. [26]; Copyright

2012, American Chemical Society.
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RNA-Replikons. Im Hinblick auf den Transport von bio-
pharmazeutischen Substanzen liegt der Schwerpunkt unserer
Arbeit auf der Verwendung von Reportergenen, Proteinen
oder Peptiden zur Optimierung des Systems fiir einen er-
folgreichen Transport in vivo. Der Schwerpunkt zukiinftiger
Arbeiten wird auf der Verwendung der PRINT-Partikel fiir
den In-vivo-Transport von Therapeutika oder Kontrastmit-
teln in den Bereichen Prévention, Nachweis, Diagnose und
Behandlung von Krankheiten liegen. Mittelfristig erwarten
wir die Entwicklung von Partikelsystemen fiir spezifische
Erkrankungen und spezifische therapeutische Ziele. Dabei
werden PRINT-Partikel fiir eine gegebene therapeutische
Anwendung speziell entwickelt, um Zell- oder Gewebese-
lektivitdt sowie gewiinschte Freisetzungsprofile zu erreichen.
SchlieBlich konnten die einzigartigen FEigenschaften der
PRINT-Technologie einen grundlegenden Wandel in der
Entwicklung und Verabreichung von Wirkstoffen herbeifiih-
ren.

Im Abschnitt iiber Materialwissenschaften haben wir
Strategien fiir die Erzeugung von Partikeln mit einzigartigen
GroBen, Formen und Zusammensetzungen sowie deren ge-
zielte Anordnung mittels elektrischer Felder, Magnetfelder
oder iiber Van-der-Waals-Wechselwirkungen vorgestellt. In
weiteren Studien werden wir uns mit dem Einfluss der ver-
schiedenen chemischen Zusammensetzungen, Groflen und
Formen auf die Partikelmanipulation beschiftigen. Neben
der Grundlagenforschung sind wir auch an der Anwendung
dieser Partikel fiir Entwicklungen im Bereich der Katalyse
sowie fiir optische, plasmonische und elektronische Funkti-
onseinheiten interessiert. Hier wird sich unsere Aufmerk-
samkeit insbesondere auf Anwendungen richten, bei denen
Wechselwirkungen formspezifischer Partikeln vorteilhaft
eingesetzt werden konnen, insbesondere beim Design neuer,
leichter, hochfester struktureller Komposite.

Diese Arbeit wurde durch folgende Institutionen unterstiitzt:
Liquidia Technologies, Carolina Center for Cancer Nano-
technology Excellence (U54A151652), University Cancer Re-
search Fund, Pioneer Award der NIH (IDP10D006432), R0
(ROI1EB009565), National Science Foundation (DMR-
0923604 und DMR-0906985). Wir danken Crista Farrell fiir
Vorschlige zum Manuskript.
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