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 Zusammenfassung 

Zusammenfassung 

Die chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen (CED) bestehen zeitlebens und schrän-

ken die Lebensqualität der Patienten deutlich ein. Das Symptomspektrum ist vielseitig 

und komplex, aber letztlich auf die chronische Inflammation im Gastrointestinaltrakt zu-

rückzuführen. Dank der intensiven Forschung zur mannigfaltigen Ätiologie und Pathoge-

nese dieser Erkrankung eröffnen sich stetig neue Therapieansätze und innovative Ideen. 

Nach wie vor sind bei Patienten mit komplexen Verläufen bisher nur systemische Thera-

pien etabliert, die mit vielen, daraus resultierenden Problemen (z.B. Nebenwirkungen) 

behaftet sind. Um die mukosale Entzündung gezielt therapieren zu können, sind Weiter-

entwicklungen sogenannter Mukosa-selektiver Therapeutika notwendig. Hierbei handelt 

es sich um Disease-Targeting-Strategien, die spezifisch die entzündeten Mukosaberei-

che adressieren, um hier einen verkapselten Wirkstoff zielgenau und dosiert freizuset-

zen. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden PLGA-Mikropartikel hergestellt, welche mit der anti-

inflammatorischen Modellsubstanz Dexamethason (DEX) beladen wurden. Zunächst er-

folgte eine physikochemische Charakterisierung dieser Mikropartikel. Mittels PCS-Mes-

sungen wurde die Partikelgröße (Ø 1,5 - 2 µm) und das Zetapotenzial bestimmt. Die Vi-

sualiserung der Oberflächenstruktur erfolgte mittels REM. Zur FITC-DEX-Gehaltsbestim-

mung und zur Bestimmung der in vitro-Freisetzungskinetik wurde die Fluorimetrie ge-

nutzt. Die antiinflammatorische Wirkung dieser Partikel wurde in humanen CD14+-Mo-

nozyten, die aus dem Vollblut gesunder Spender isoliert und als Primärzellen verwendet 

wurden, getestet. Diese und von ihnen abgeleitete mononukleäre Phagozyten stellen 

aufgrund ihres noch zu taxierenden Beitrages zur CED-Pathogenese einen interessan-

ten Ansatzpunkt für die partikuläre Disease-Targeting-Strategie bei CED dar. 

Eine vollständige Endozytose der DEX-haltigen Mikropartikel durch diese Monozyten 

konnte mittels der Raman-Spektroskopie und der ELYRA-Hochauflösungsmikroskopie 

visualisiert und bezüglich der jeweiligen Vorteile verglichen werden. Im Kontext der 

Richtlinien zur pharmakologischen Therapieprüfung der Partikel wurden diverse Biokom-

patibilitätsversuche nach DIN EN ISO 10993-durchgeführt, in denen sich die Partikel als 

hämokompatibel und nicht zytotoxisch präsentierten. In MTT-Assays zeigte sich eine 

intrinsische zellstimulierende Wirkung der Partikel, welche sich ebenfalls in den Experi-

menten zur konzentrationsabhängigen Wirkungsanalyse der glukokortikoidhaltigen Par-

tikel widerspiegelte. So konnte zwar durch die DEX-haltigen Partikel eine effektive 
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Suppression der durch LPS getriggerten Zytokinproduktion und damit ein therapeuti-

scher Effekt dieser nachgewiesen werden, jedoch bewirkten inerte PLGA-Partikel kon-

zentrationsabhängig eine verstärkte Expression der proinflammatorischen Zytokine 

TNF-α und IL-6. 

Diese aktivierende, inflammationsähnliche Wirkung der Partikel muss grundsätzlich eva-

luiert werden. Zunächst sollten in diesem Zusammenhang die herkömmlichen Methoden 

hinsichtlich der partikelbasierten Interferenzen angepasst und den neuen Anforderungen 

synthetischer Drug Delivery Systeme (DDS) entsprechend optimiert werden. Partikuläre 

Einflüsse auf Zellen, u.a. der Internalisierungsprozess und die intrazelluläre Dekompen-

sation dieser, müssen grundlegend analysiert werden.  

Schlussfolgernd konnte in dieser Arbeit im Sinne eines proof of concept-Ansatzes die 

Eignung von DEX-haltigen PLGA-Mikropartikel in potentiellen Disease-Targeting-Strate-

gien bestätigt werden, indem sie einen Beitrag zur Inflammationsbeschränkung leisten. 

Dennoch müssen vor einem therapeutischen Einsatz dieser innovativen Strategie wei-

tere Studien durchgeführt werden, die zunächst ein grundlegendes Verständnis der kom-

plexen in vivo-Situation entwickeln. Durch diese Kenntnis kann eine Imitation der biolo-

gischen Charakteristika und damit eine validere Bestätigung des therapeutischen Kon-

zeptes realisiert werden. Darauf basierend kann ein zielgenaues Targeting der inflamm-

atorischen Areale gewährleistet werden, indem vor allem die physikochemischen Eigen-

schaften der Trägermatrizes entsprechend modifiziert werden müssen. Hier erscheint 

die Kombination verschiedenster therapeutischer Strategien am vielversprechendsten, 

um die multifaktoriellen pathologischen Konstellationen der CED-Mukosa zu instrumen-

talisieren. 

Die Modellsubstanz DEX könnte durch effektivere und präzisere Therapeutika ersetzt 

werden. Das große Potenzial dieser selektiven Pharmakotherapie besteht insgesamt in 

der hohen lokalen Wirkstoffkonzentration, bei gleichzeitiger Reduktion der systemischen 

Wirkungen. Auch können prinzipiell riskante Arzneimittelinteraktionen vermindert und 

eine Dosisreduktion ermöglicht werden, die letztlich der Complianceförderung der CED-

Patienten dient. Möglicherweise ergeben sich aus diesen Ansätzen nebenwirkungsarme 

Behandlungen, um Komplikationen, Rezidive, voranschreitenden Organzerstörungen, 

Morbidität und Mortalität zu minimieren.  
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1. Einleitung 

1.1 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen 

Die CED umfassen einen Komplex aus idiopathischen, immunvermittelten entzündlichen 

Veränderungen des Gastrointestinaltraktes. Es werden zwei Hauptentitäten unterschie-

den: der Morbus Crohn und die Colitis ulcerosa, die sich in ihren Symptomen ähneln, 

jedoch differierende pathologische Merkmale aufweisen. Der meist lebenslange, chroni-

sche Verlauf dieser beiden Erkrankungen zeichnet sich durch rezidivierende Krankheits-

schübe, begleitet von einer kontinuierlich voranschreitenden Gewebezerstörung, aus. 

Die Erstdiagnose erfolgt dazu meist in jungen Jahren und die Inzidenz dieser Erkrankung 

steigt bisher unerklärlich weiter an. Galt sie früher als Erkrankung der westlichen Welt, 

kann man heute eine anwachsende globale Prävalenz verzeichnen (Kaplan 2015). Hier-

bei können zudem ethnische Unterschiede im Phänotyp der Erkrankung und deren Ver-

lauf festgestellt werden, die die multifaktorielle Pathogenese der CED betonen. 

Das komplexe klinische Bild und die Symptomschwere variieren individuell stark. Die 

Erkrankungen manifestieren sich klinisch oft mit Diarrhoen, Bauchschmerzen, Tenes-

men, rektalen Blut- und Schleimabgängen, Übelkeit, Inappetenz sowie Zeichen der Ma-

labsorption (Schmidt und Stallmach 2005, Suttorp N. et al. 2016). Aber auch allgemeine 

Symptome, wie beispielsweise Fieber, Gewichtsverlust, Abgeschlagenheit und Anämie 

begleiten die Patienten häufig. Das Krankheitsbild beinhaltet meist extraintestinale Ma-

nifestationen, die sämtliche Organsysteme umfassen können. Häufig betroffen ist das 

muskuloskelettale, das hepato-pankreatiko-biliäre und das dermatologische System, 

aber auch Augen, Nieren und Lungen werden im Rahmen der Erkrankung angegriffen 

(Levine und Burakoff 2011). Komplikationen, wie Abzesse, Fisteln, Perforationen und 

Stenosen, treten mit fortschreitender Erkrankung häufiger auf. Das Risiko einer malignen 

Entartung und fulminante Krankheitsverläufe belasten die Patienten oft zusätzlich 

(Dabritz et al. 2017). 

 

1.1.1 Ätiologie und Pathogenese 

Trotz intensiver Forschung und erheblichen Fortschritten im Verständnis der zugrunde-

liegenden Mechanismen ist die Pathogenese der CED nicht vollständig verstanden. Es 

existieren viele Hypothesen, im allgemeinen Konsens jedoch wird heutzutage eine mul-

tifaktorielle Genese angenommen. Der balancierte „Supraorganismus Magen-Darm“, der 
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ein physiologisches Zusammenspiel von kommensalen Mikrobiota, Nahrungsbestand-

teilen, Epithelzellen, bindegewebigen Zellen und Immunzellen darstellt, unterliegt gene-

tisch determinierten Faktoren und Umweltfaktoren (z.B. Ernährung, Medikamente, Pa-

thogene, Rauchen) (Abbildung 1). Physiologisch besteht dabei ein sich selbst regulie-

rendes Gleichgewicht zwischen den vier Hauptfaktoren: Genetik, Immunregulation, exo-

gene Umwelteinflüsse und mikrobielle Intestinalflora. Bei suszeptiblen Personen kann 

diese Homöostase kumulativ und interaktiv gestört werden, sodass eine dysregulierte, 

sich selbst aggravierende Entzündung, die CED, resultiert. Die ätiologischen Faktoren 

wirken sich allerdings unterschiedlich stark auf die Entwicklung der CED aus (Suttorp N. 

et al. 2016).  

 

Abbildung 1: multifaktorielle Pathogenese der CED  

Regulierung der Homöostase zwischen der gastrointestinalen Flora, intestinalen Epithelzellen 
(IEC) und dem mukosalen Immunsystem sowie deren jeweilige genetische und exogene Beein-
flussung in farblicher Hervorhebung; magenta-Text: spezifische Gene für M. Crohn, blauer Text: 
spezifische Gene für Colitis ulcerosa, schwarzer Text: Assoziationen zu beiden Formen; Abkür-
zungen: HSP: Hitzeschockproteine, MHC: Haupthistokompatibilitätskomplex, NSAIDs: nicht ste-
roidale Antiphlogistika, PRR: Pattern-Recognition-Rezeptor, RA: Retinsäure, TSLP: Thymus-
Stroma-Lymphopoetin (modifiziert nach Kaser et al. (2010)) 
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Genetische Überlegungen im Rahmen der CED-Ursachenforschung entwickelten sich 

aus epidemiologischen Beobachtungen, bei denen eine familiäre Häufung bei circa 10 % 

der Betroffenen festgestellt wurde. Genetische Syndrome (z.B. Turner-Syndrom, chro-

nisch entzündliche Darmerkrankung mit frühem Erkrankungsbeginn) und auch Einzel-

gendefekte sind sehr seltene Extreme mit frühem Erkrankungsbeginn und meist schwe-

rem therapierefraktärem Verlauf. Mehrheitlich handelt es sich jedoch bei adulten Patien-

ten um polygene Erkrankungen. Genomweite Assoziationsstudien haben bereits 250 

krankheitsassoziierte Genloci identifiziert, die das Erkrankungsrisiko unterschiedlich 

stark beeinflussen (Graham und Xavier 2020, Nameirakpam et al. 2020). Diese lassen 

sich jeweils anhand ihrer spezifischen Funktionen einteilen, woran die diversen patho-

physiologischen Ansätze der Erkrankung deutlich werden. Erklärbar werden damit auch 

die multiplen klinischen Subtypen der beiden Hauptkrankheitsbilder. In Abbildung 1 sind 

beispielhaft Gene aufgeführt, die u.a. eine wichtige Rolle bei fundamentalen regulatori-

schen Prozessen im Rahmen der mukosalen Immunreaktion auf die kommensale Flora 

und Pathogene innehaben. Einige verantworten hingegen Autophagie, Apoptose, die an-

geborene Immunität oder die Entstehung, Unterhaltung sowie die Beendigung einer In-

flammationsreaktion (Fiocchi 2009). Die Erforschung der klinischen Bedeutung dieser 

genetischen Risikofaktoren ist sehr dynamisch und lässt auf weitere Erkenntnisse be-

züglich Diagnostik, Therapie und Prognose hoffen (Podolsky 2002). 

Exogene Einflüsse scheinen die pathogenetischen Abläufe zu initiieren. Eine westlich 

geprägte Ernährungsweise, die als besonders fett- und zuckerhaltig, jedoch ballaststoff-

arm definiert ist, könnten das Risiko erhöhen (Sakamoto et al. 2005). Auch werden bspw. 

die Einnahme von oralen Kontrazeptiva, Antibiotikabehandlungen im 1. Lebensjahr, der 

Lebensstil, Übergewicht, geographische und soziale Gegebenheiten oder Rauchen als 

Einflussfaktoren diskutiert (Ananthakrishnan 2015, Cosnes 2010). Auch wird in diesem 

Zuge die „Hygiene-Hypothese“ debattiert. Diese beobachtet einen Anstieg von immuno-

logisch bedingten Erkrankungen im Zusammenhang mit den verbesserten hygienischen 

Verhältnissen innerhalb der zivilisierten Gesellschaft. Durch eine geringere Antigenex-

position, weniger Infektionen und parasitären Erkrankungen im Kindesalter, eine ver-

stärkte Körperhygiene, kleinere Familien und dekontaminierte Nahrungsmittel erfolge ein 

ineffektiveres Training der Immunantwort und begünstige damit die Entwicklung von Ato-

pien bis hin zu chronisch-entzündlichen Krankheiten (Feeney et al. 2002, Olszak et al. 

2012). Auf der anderen Seite wird die Infektion mit Pathogenen aus der Umwelt als 
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Auslöser einer dann adäquaten intestinalen Entzündungsreaktion aufgeführt. Erwähnt 

wurden hier bereits Mykobakterien, Chlamydien, Listeria monocytogenes und E.coli 

(Palmela et al. 2018). Ein eindeutiges CED-auslösendes Pathogen wurde jedoch bisher 

nicht gefunden. 

Das individuelle endogene gastrointestinale Mikrobiom hingegen gilt längst als wichtige 

Komponente der CED-Ätiologie. Diese einzigartige Zusammensetzung von Spezies 

(Bakterien, Viren, Protisten, Archae, Pilze, usw.) entwickelt sich dabei zunächst frühkind-

lich und unterliegt im Laufe des Lebens vielen Einflüssen. Physiologisch besteht zwi-

schen dem Wirt und seinen Mikrobiota eine Symbiose, die sogar bishin zu epigeneti-

schen Effekten mit dauerhaften Konsequenzen reicht (Wu und Wang 2018). Insgesamt 

ist aber die gastrointestinale Mikrobiota essentiell für die Entwicklung von immunologisch 

vermittelter Colitis, wie Studien an Tiermodellen beweisen konnten (Elson et al. 2005). 

Bei CED-Patienten unterscheidet sich wahrscheinlich ebendiese intestinale Flora von 

derjenigen nicht betroffener Personen. Diese Dysbiose wird in Studien durch abwei-

chende mikrobielle Interaktionen und eine verminderte Speziesvielfalt belegt (Frank et 

al. 2007, Ott et al. 2004). Im Kontext dieser quantitativen bakteriellen Fehlbesiedlung 

sind einige präventiv auf inflammatorische Prozesse wirkende Bakterienstämme redu-

ziert, wohingegen andere, die als Trigger fungieren dürften, verstärkt anzutreffen sind. 

Letztlich ist nicht geklärt, ob eine Dysbiose ursächlich für die Entstehung von CED ist 

oder lediglich als deren Folge auftritt (Chassaing und Darfeuille-Michaud 2011). Erwie-

senermaßen können jedoch Probiotika, Antibiotika und auch Präbiotika im Rahmen der 

CED-Therapie einigen Patienten helfen, sodass eine Mitbeteiligung der Darmflora an der 

Pathogenese als bestätigt verstanden werden muss. 

 

Grundsätzlich nimmt auch das intestinale Immunsystem in der CED-Pathogenese einen 

wichtigen Stellenwert ein. Dieses erfüllt die wichtige Aufgabe zwischen ungefährlichen 

und toxisch/ infektiösen Substanzen zu unterscheiden. Drei essentielle Mechanismen 

wirken hierbei zusammen: das intestinale Epithel mit seiner Muzinschicht, das angebo-

rene und das adaptive Immunsystem. Das Epithel bildet eine kontinuierliche Barriere, 

welche durch die Sekretion protektiver, antiadhäsiver Substanzen im Mukus (z.B. Muzine 

der Becherzellen, IgA, antimikrobielle Peptide, α- und β- Defensine) verstärkt wird. Eine 

pathologisch veränderte Mukusschicht im Rahmen von CED beschrieb McGuckin et al. 

(2009). Epitheliale Tight Junctions verstärken die Barriere in dem sie Zellverbindungen 
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und - polaritäten aufrecht erhalten. Sie fungieren als Schutz vor Mikroorganismen oder 

einem parazellulärem Antigentransfer. Diese Barriereintegrität kann durch Umweltfakto-

ren (z.B. Analgetika, Nikotin) oder Infektionen beeinträchtigt werden und damit eine ent-

zündungsauslösende mikrobielle Dislokation initiieren und die Entzündung durch einen 

Circulus vitiosus stetig unterhalten. Es ist bekannt, dass die dynamische Regulierung der 

Tight Junctions u.a. von bestimmten Zytokinen beeinflusst wird, sodass ein Zusammen-

hang zwischen Entzündungsreaktionen und der reduzierten Barrierefunktion des 

Epithels mit dem Verlust der Tight Junction-Proteine besteht. Eine erhöhte Durchlässig-

keit der entzündeten Dickdarmschleimhaut wurde auch in Studien an CED-Darmbiopsien 

festgestellt (Schmitz et al. 1999). 

 

Ein großes Spektrum an Immunzellen befindet sich im gesunden Gastrointestinaltrakt, 

deren Funktion durch eine Toleranz geprägt ist, sodass im Normalfall keine destruieren-

den Immunreaktionen gegen die kommensale Flora oder Nahrungsmittelantigene ent-

stehen. Kommt es hingegen zu einer gastrointestinalen Infektion, wird das Immunsystem 

aktiviert, um die Pathogene zu eliminieren um anschließend erneut herunterreguliert zu 

werden, damit eine Geweberegeneration ermöglicht wird. Die zugrundeliegenden regu-

latorischen Mechanismen dieser Immuntoleranz gegenüber der physiologischen Flora 

sind jedoch noch nicht komplett verstanden (Ahluwalia et al. 2018). Vermutlich basiert 

sie im physiologischen Zustand u.a. auf der Anergie bzw. der Suppression antigenreak-

tiver T-Zellen. Eine Kommunikation zwischen Epithelzellen und T-Zellen des adaptiven 

Immunsystem stellen dabei antigenpräsentierende Zellen (APC) her, die dem angebore-

nen Immunsystem angehören. APCs präsentieren naiven CD4+-T-Zellen Antigene der 

kommensalen Flora und vermitteln dann die Differenzierung der T-Helferzellen in regu-

latorische T-Zellen. Diese aktivierten regulatorischen CD4+-T-Zellen kanalisieren eine 

immunologische Toleranz, da sie über die Expression des FoxP3-Transkriptionsfaktors 

die Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen (z.B. Interleukin (IL) -10, IL-35, Trans-

forming Growth Factor (TGF) -β) und damit die Entzündungsreaktion supprimieren. 

Ebendiese vielschichtige Regulation der Immunantwort scheint bei CED chronisch ge-

stört zu sein und führt zu wiederkehrenden Darmentzündungen, vermutlich auf der 

Grundlage einer Fehlinterpretation der kommensalen Darmflora (Suttorp N. et al. 2016).  

 



 

6 

 Einleitung 

Während das angeborene Immunsystem bei der Initiierung von Entzündungsreaktionen 

eine große Bedeutung besitzt, spielt das adaptive Immunsystem eine zentrale Rolle beim 

Fortschreiten der bei CED beobachteten, chronischen Entzündungsereignisse. Nachfol-

gend werden nur einige Ausgewählte der bereits identifizierten Immunopathologien er-

läutert. Störungen der Immunregulation könnten z.B. durch ein Ungleichgewicht zuguns-

ten der entzündungsfördernden Immunabwehr mit pathologisch gesteigerten T-Zell-Re-

aktionen entstehen. Ein Überwiegen von TH1- oder TH2-Untergruppen könnte eine wich-

tige Rolle bei der Entwicklung und Unterhaltung der CED spielen (Ahluwalia et al. 2018). 

So konnte beim M. Crohn eine TH1- und TH17-Zell-Dominanz ermittelt werden, wohinge-

gen bei der Colitis ulcerosa mehr Phänomene der TH2-domierten Immunantwort nach-

zuweisen sind. Dabei stimulieren vor allem die Zytokine der TH1-Zellen Makrophagen, 

welche nachfolgend Tumornekrosefaktor (TNF) -α produzieren und sezernieren. Unter 

den proinflammatorischen Zytokinen ist hauptsächlich TNF als Faktor im Kontext der 

Pathogenese des Morbus Crohn diskutiert worden. Es wird angenommen, dass es für 

die Verstärkung und Aufrechterhaltung der chronischen Entzündung bei CED verant-

wortlich ist, indem es die Transkription anderer entzündungsfördernder Zytokine begüns-

tigt, Adhäsionsmoleküle im Endothel hochreguliert, Gewebe-Metalloproteinasen aktiviert 

und die phagozytische Aktivität von Makrophagen aktiviert. Auch andere wichtige Zyto-

kine des angeborenen Immunsystems wie IL-6, von denen berichtet wird, dass sie an 

der Aufrechterhaltung der T-Zell-Überlebenssignale beteiligt sind, und IL-1β, das an der 

Rekrutierung von Granulozyten und der Steigerung der TH17-Aktivität beteiligt ist, könn-

ten potenzielle therapeutische Ziele für die CED-Behandlung sein (Neurath 2014). 

Ob die CED-typische Inflammationsreaktion nun primär eine Aberration des Mukosa-as-

soziierten Immunsystems darstellt oder sekundär im Rahmen einer unangemessenen, 

anhaltenden Stimulation (z.B. durch einen Barrieredefekt oder die Fehlreaktion auf die 

luminale Flora) entsteht, ist nicht ausreichend geklärt (Podolsky 2002). Um die Optionen 

der zukünftigen CED-Therapie zu verbessern, müssen weitere Forschungen zum Ver-

ständnis der CED-Pathogenese und den vielfältigen ätiologischen Faktoren vorangetrie-

ben werden. Mit der Analyse der zahlreichen Risikofaktoren könnte auch die Prävention 

intensiviert werden. 
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1.1.2 Therapie und deren Prognose 

Grundsätzlich ist in der Therapie zwischen den beiden Grundformen M. Crohn und Colitis 

ulcerosa zu unterscheiden. Auch muss zwischen der Behandlung eines akuten Schubes 

und der Rezidivprophylaxe unterschieden werden. Die Therapie ist abhängig von der 

Krankheitsaktivität, dem Ausbreitungsmuster, bestehenden Symptomen und möglichen 

Komplikationen sowie dem Patientenalter. Oberste Priorität in der Behandlung hat die 

Reduktion der Entzündung, die die Symptome auslöst. Im besten Fall kann nicht nur eine 

Linderung der Symptome, sondern auch eine langfristige Remission und ein verringertes 

Komplikationsrisiko erreicht werden. Die CED-Behandlung umfasst grundsätzlich entwe-

der eine medikamentöse oder eine operative Therapie. Aber auch supportive Maßnah-

men sind in dieses multimodale Konzept einzuschließen. Ziel ist es ebenfalls die Lebens-

qualität der Patienten zu verbessern und Nebenwirkungen zu minimieren sowie eine Mu-

kosaregeneration (mucosal healing) zu ermöglichen. 

 

Im Rahmen der medikamentösen Therapie werden verschiedene Wirkstoffe einem step 

up - Stufenschema folgend angewandt. Diese werden je nach Schweregrad sowie Loka-

lisation der Entzündung und Verträglichkeit eingesetzt. Dabei müssen unterschiedliche 

Wirkungsweisen und verschiedene Nebenwirkungspotentiale berücksichtigt werden. 

Zum Einsatz kommen: 5-Aminosalicylsäure (ASA)-Präparate (z.B. Mesalazin, Sulfasala-

zin), topisch und systemisch wirkende Glukokortikoide (topisch: Budesonid, systemisch: 

Prednisolon, Methylprednisolon), Immunsuppressiva (Azathioprin, 6-Mercaptopurin, Me-

thotrexat, Ciclosporin, Tacrolismus) und Biologika (anti-TNF-Antikörper, anti-IL-12/IL-23-

Antikörper, anti-Integrin-Antikörper) (Suttorp N. et al. 2016).  

In der langfristigen Behandlung zum Remissionserhalt können diese Medikamente aller-

dings schwerwiegende Nebenwirkungen und Komplikationen, wie z.B. das erhöhte Ri-

siko für Malignome oder Infektionen auslösen (Engel und Neurath 2010). Beispielhaft 

sollen für alle Substanzgruppen einige, für die Patienten intolerable Nebenwirkungen wie 

Übelkeit und Erbrechen, Gewichtszunahme, Kopfschmerzen, Agranulozytose, Leber-

fibrose, Pankreatitis, Osteoporose, Verminderung der Spermaqualität, Haarausfall, Nie-

renfunktionsstörungen, Geschmacksveränderungen, interstitielle Pneumonie, schwere 

Infektionskrankheiten und Neoplasien genannt werden (Suttorp N. et al. 2016). Die Liste 

der unerwünschten Wirkungen ist insgesamt lang; diese führen nicht selten zu einem 
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Therapieabbruch. Die therapeutische Einstellung der CED-Patienten bleibt damit ein Ba-

lanceakt zwischen Nutzen und Schaden.  

Zudem werden in der klinischen Praxis immer noch zu häufig unvollständige oder gar 

fehlende Reaktionen auf die eingeleitete Therapie konstatiert. Ein monotherapeutisches 

Konzept wird der komplexen, multifaktoriellen Pathogenese nicht gerecht. Daher werden 

zunehmend synergistische Kombinationen und neuartige lokale Applikationsformen 

(Klysmen, Freisetzungsverzögerungskapseln, Schäume, Suppositorien, Medikamente 

mit hohem First-pass-Effekt, usw.) angewandt (Engel und Neurath 2010, Klotz und 

Schwab 2005). Die Erfolgsraten stiegen damit in den letzten Jahren, dennoch ist der 

therapeutische Erfolg nicht immer gegeben und vor allem das Sicherheitsprofil hinsicht-

lich der Nebenwirkungen ist weiterhin nicht zufriedenstellend (Stallmach et al. 2015). 

Die klassischen Therapien unterstützend werden zunehmend auch komplementär-me-

dizinische Konzepte von Patienten gewünscht. Der supportiven Symptomkontrolle die-

nen u.a. Antidiarrhoika, Schmerzmittel, Antioxidantien oder auch pflanzliche Präparate 

wie Aloe Vera Gel oder Boswellia serrata. Die Ernährungstherapie hat ebenfalls einen 

großen Einfluss, besonders die Verwendung von Prä- und Probiotika (Pithadia und Jain 

2011, Kruis 2013). Die spezifische enterale Ernährung wurde vor allem in der pädiatri-

schen CED-Therapiesparte erfolgreich eingesetzt. Sie verbesserte hierbei nicht nur den 

Ernährungszustand, sondern schließt auch die unerwünschten Nebenwirkungen, z.B. 

von Steroiden, aus (Cameron et al. 2013). 

 

Ein großer Teil der Patienten muss im Krankheitsverlauf operiert werden. Gründe hierfür 

sind vielfältig, umfassen meistens jedoch eine Therapieresistenz oder fulminante Ver-

läufe. Klassische Indikationen bei der Colitis ulcerosa stellen das toxische Megacolon, 

eine massive Blutung, Dysplasien oder Perforationen dar. Im Zuge der Crohn-Krankheit 

sind es häufig Obstruktionen, Strikturen, Fisteln, Abzesse und Blutungen. 

In den vergangenen Jahren haben sich trotz regelmäßiger Anpassungen der Thera-

pieschemata die Notwendigkeit für eine Hospitalisierung, die Operationsrate, die Morbi-

dität und auch die vorzeitige Mortalität aufgrund von CED nicht signifikant verbessert 

(Stallmach et al. 2015). Die aktuellen Therapieoptionen müssen demnach optimiert wer-

den. Eine der Pathogenese zugrundeliegende, kausale Therapie wäre der Idealfall, so-

dass weitere Forschungen diesbezüglich notwendig sind. Dass diese dann gezielt ver-

abreicht werden kann und nicht mehr systemisch appliziert werden müsste, ist ein 
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vielversprechendes Zukunftsmodell für die CED-Patienten. Ob damit letztlich sogar eine 

Heilung der chronischen Erkrankung möglich wird bleibt abzuwarten. 

 

1.2 Disease-Targeting-Strategie  

1.2.1 Anwendung im Kontext der CED-Therapie 

Um die Remissionsraten bei CED-Patienten zu potenzieren, muss zwingend eine Effek-

tivitätssteigerung der Therapie erfolgen. Dabei müssen zusätzlich die therapieabhängi-

gen, systemischen Nebenwirkungen minimiert werden. Die anvisierte lokale Therapie als 

neues Konzept zielt darauf ab die Wirkung der therapeutisch eingesetzten Substanzen 

auf den Ort der Entzündung zu begrenzen. Dies würde z.B. keine systemische Suppres-

sion des Immunsystem bewirken. Die gezielte Behandlung wird in dem pharmazeuti-

schen Konzept des Drug Delivery Systems etabliert. Ziel ist es hierbei eine sehr hohe 

therapeutische Arzneimittelkonzentration spezifisch am Wirkort, d.h. am Ort der Entzün-

dung, zu erreichen und aufrechtzuhalten. DDS zielen somit auf die Erhöhung der phar-

makologischen Aktivität und der Bioverfügbarkeit sowie die Verbesserung der physiko-

chemischen Eigenschaften und der Stabilität des Wirkstoffes ab. Sie dienen auch der 

Verringerung der substanzspezifischen Nebenwirkungen, Wechselwirkungen und Ein-

nahmeintervalle (Li et al. 2019, Collnot et al. 2012). Das DDS-Konzept wird z.B. auch in 

der Therapie von Tumoren, Infektionen, ZNS-Störungen und anderen Autoimmunerkran-

kungen zielstrebig erprobt. 
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Abbildung 2: selektive Behandlungsstrategien bei CED 

Darstellung der Einteilung in die allgemeinen Gruppen „Drug-Targeting“ und „Targeted-Drug-De-
livery“ (TDDS) mit ihren jeweiligen Definitionen; Aufführung der verwendeten Mechanismen der 
gezielten Therapie, teilweise mit vorhandenen Pharmakonbeispielen oder Erwähnung der jewei-
ligen Technologie/Trägermatrix (übernommen von Lautenschlager et al. (2015)) 
 

Lautenschlager et al. (2015) diskutierten schon frühzeitig das Konzept der organspezifi-

schen Therapie mit potentiellen selektiven Behandlungsstrategien bei CED (Abbildung 

2). Es wurde hierbei in zwei grundlegende pharmazeutische Konzepte, das Drug-Targe-

ting und das Targeted-Drug-Delivery, untergliedert. Beispielhaft für das Drug-Targeting 

bei CED sind therapeutische Antikörper, wie die derzeitigen Biologika (z.B. Anti-TNF-

Antikörper). Im Rahmen des Targeted-Drug-Delivery wird der Wirkstoff durch spezielle 

Trägermatrizes zum spezifischen Zielort „transportiert“. Zusätzlich wird hierbei unter-

schieden, ob das Pharmakon gezielt in einen gewünschten Darmabschnitt befördert wird 

(Intestine-Targeting) oder ob es unabhängig von der jeweiligen intestinalen Lokalisation 

spezifisch in der pathologischen Entzündung freigesetzt wird (Disease-Targeting). Dem 

Intestine-Targeting sind topische Applikationsformen wie bspw. Schäume, Klysmen, 

Suppositorien und Steroide mit hohem First-pass-Effekt zuzuordnen, aber auch selektive 
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perorale Arzneiformulierungen, die erst aufgrund einer spezifischen Darmabschnitts-ab-

hängigen, intestinalen Bedingung (z.B. pH-Wert, luminaler oder osmotischer Druck, Pas-

sagezeit, lokale Enzyme) aus der Trägermatrix freigesetzt werden (Collnot et al. 2012). 

Auch Prodrugs, die erst nach der intestinalen enzymatischen Biotransformation wirksam 

werden, zählen zu dieser Untergruppe. 

 

Um die CED-typische intestinale Inflammation gesondert zu adressieren, ist vor allem 

die Disease-Targeting-Strategie geeignet. Durch diese therapeutische Form wäre theo-

retisch eine gezielte Wirkstofffreisetzung ohne systemische Wirkung möglich. Die neu-

artigen Anti-Integrin-Antikörper Vedolizumab und Etrolizumab, die spezifisch die leuko-

zytäre Adhäsion an inflammatorische Endothelzellen nur im Darm blockieren, können 

u.a. dieser Strategie zugeordnet werden (Thomas und Baumgart 2012). Die biologische 

Variante dieser Strategie, z.B. in Form von eukaryontischen Zellen und deren Bestand-

teilen (wie z.B. Erythrozyten, Immunzellen, Exosomen, leere Zellmembranen), präsen-

tiert dabei eine vielversprechende - teils noch theoretische - Option. Auch apathogene 

Bakterien und Viren (wie z.B. rekombinante Bakterien, bakterielle/virale Zellhüllen, Mik-

robots (nanopartikeltragende Bakterien/Viren)) zählen zu den optionalen Werkzeugen 

dieser biotechnologischen Strategieform (Li et al. 2019, Lautenschlager et al. 2015). Re-

gulatorische Auflagen und auch Patientenängste (bzgl. einer „Gentherapie“) begrenzen 

zurzeit deren Entwicklung zusätzlich.  

 

Einen wichtigen Bereich des Disease-Targetings erfüllen die synthetischen Wirkstoffträ-

ger. Hierfür werden biokompatible polymere, liposomale und auch anorganische Matri-

zes im Nano- und Mikrometerbereich verwendet, die oral oder rektal verabreicht werden 

können. Aufgrund spezifischer Modifikationen hinsichtlich ihrer Oberflächen- bzw. phy-

sikochemischen Eigenschaften erfolgt eine spezifische Anlagerung an das inflammatori-

sche Darmepithel und nachfolgend eine gezielte Freisetzung und Aufnahme des Wirk-

stoffes am Zielort. Die Veränderungen der intestinalen, epithelialen Barriere bei CED 

(siehe Abschnitt 1.1.1) sowie das Vorhandensein von erosiven und ulzerösen Läsionen 

in der entzündeten und defekten Darmschleimhaut können diese Prozesse verstärken 

(Lautenschlager et al. 2015). Diese Partikel müssen bezüglich ihrer jeweiligen Eigen-

schaften entsprechend funktionalisiert werden. Es werden die partikulären Merkmale so-

weit verändert, dass die Wirkstoffträger eine spezifische Zielstruktur oder deren 
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individuelle Eigenschaften präzise ansteuern. Aber auch durch Einflussnahme z.B. an 

der Wirkstoffbeladung oder am getriggerten Freisetzungsprozess kann die Wirkung des 

Pharmakons gezielt verabreicht werden. Bezüglich dieser beschriebenen Eigenschaften 

existieren diverse Studien, dennoch sind die idealen Merkmale für ein partikuläres Trä-

gersystem, welches selektiv die inflammatorische Mukosa erreicht, noch nicht weitrei-

chend bekannt (Collnot et al. 2012).  

Schmidt et al. (2013) konnten für inerte PLGA-Mikropartikel im Gegensatz zu Nanopar-

tikel eine selektivere Akkumulation in den entzündlich veränderten CED-Schleimhautbe-

reichen beim Menschen in vivo mittels konfokaler Laserendoskopie nachweisen, sodass 

diesen im Sinne des CED-Disease-Targeting eine hohe therapeutische Effizienz und 

Spezifität zugeschrieben werden könnte. Auch der gewünschte Verbleib der Partikel in 

der Mukosa konnte von der Arbeitsgruppe beobachtet werden. Grundsätzlich muss die 

Biodistribution solcher partikulären DDS gründlich kontrolliert werden. 

Bezüglich spezieller Oberflächen-, Material- und Formeigenschaften oder auch der ef-

fektivsten Applikationsroute konnte bisher noch kein wirksames Konzept erstellt werden. 

Auch ist ein besonders geeigneter Wirkstoff, der letztlich zur CED-Behandlung beitragen 

soll und in der Trägermatrix verkapselt wird, noch nicht identifiziert und definiert worden. 

Theoretisch könnte jeder Wirkstoff, auch Biologika, Proteine, Peptide, Nukleotide oder 

gar innovativere Ansätze, auf diese Art gezielt transportiert werden. Optimierungen hin-

sichtlich der Disease-Trageting-Strategie, die die exakte CED-Pathogenese ausnutzen 

um ein sicheres und hochwirksames Therapiekonzept zu entwerfen, müssen demnach 

vorgenommen werden.  

 

1.2.2 Disease-Targeting-Strategie basierend auf Mikropartikeln 

Als Mikropartikel werden Teilchen mit einem Durchmesser von 1-1000 μm bezeichnet. 

Im medizinischen und pharmazeutischen Gebrauch werden sphärische Teilchen im un-

teren Mikrometerbereich verwendet. Dabei werden bioabbaubare Polymere als innova-

tive Arzneistoffträger für Disease-Targeting-Strategien intensiv erforscht. Man kann da-

bei Mikrokapseln und Mikrosphärulen unterscheiden. Bei Mikrosphärulen ist der Arz-

neistoff in der Polymermatrix gelöst oder dispergiert und somit relativ homogen verteilt, 

wohingegen bei Mikrokapseln der Wirkstoff im zentralen, polymerummantelten Hohlraum 

eingeschlossen ist (Müller et al. 1998). 
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Bei der Auswahl eines geeigneten Trägermaterials für Mikropartikel müssen bestimmte 

Kriterien erfüllt werden: 

1. physiologisch unbedenklich (biokompatibel),  

2. bioabbaubar (resorbierbar), 

3. Abbauprodukte dürfen nicht toxisch, immunogen, kanzerogen oder teratogen sein. 

Ebenfalls sollte die Substanz physikochemische und mechanische Eigenschaften vor-

weisen, die je nach beabsichtigtem Ziel variiert werden können. Das Material darf nicht 

sehr kostenintensiv sein und muss leicht verarbeitet werden können. Das Polymer 

Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA) ist dabei einer der attraktivsten Kandidaten für die Her-

stellung von Drug-Delivery-Systemen (Makadia und Siegel 2011). In zahlreichen Studien 

wurde es bereits als Trägermatrix für Medikamente, Chemotherapeutika (Mo und Lim 

2005), Proteine (Gu et al. 2007), auch Impfstoffe (Cui et al. 2007) und verschiedene 

andere Makromoleküle wie DNA, RNA (Murata et al. 2008) und Peptide (D'Souza et al. 

2004) untersucht. Dabei wurde es in die verschiedensten Formen wie z.B. Mikrospheren, 

Mikrokapseln, Nanopartikeln, Pellets, Implantate und Schäume gebracht und getestet. 

Neben PLGA werden auch andere synthetische Biopolymere (Polyester, Polyanhydride, 

Polyorthoester, Polyphosphazene, Polycaprolactone, Phopholipide) oder natürliche Po-

lymere (z.B. Gelatine, Chitosan, Kollagen, Albumin) als bioabbaubare Matrizes für Arz-

neistoffträgersysteme untersucht (Domb et al. 1992). 

 

PLGA als Partikelmatrix 

PLGA ist ein Co-Polymer aus Milch- und Glykolsäure. Die Monomere Lactid und Glykolid 

werden in unterschiedlichen Verhältnissen eingesetzt und bedingen unter anderem die 

Eigenschaften des entstehenden Produktes. Der Einsatz von PLGA beim Menschen ist 

bereits ausreichend getestet und von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zu-

gelassen. Als biokompatibles und biologisch abbaubares Polymer mit regulierbaren Ei-

genschaften, welches zudem zu einer Vielzahl von Formen verarbeitet werden kann, 

findet PLGA bereits umfangreiche biomedizinische Anwendung (z.B. in diversen Naht-

materialien, (orthopädischen) Knochenfixiervorrichtungen, Implantaten, Gerüsten für 

Gewebezüchtung und Depotarzneiformen) (Jain 2000, Avgoustakis 2005). Eine syste-

mische Toxizität oder allergische Reaktionen konnten bisher nicht beobachtet werden 

(Avgoustakis 2005). Es wurde jedoch gezeigt, dass die Implantation von PLGA auch 

eine milde entzündliche Reaktion hervorrufen kann, die als Fremdkörperreaktion 
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angesehen werden könnte. Diese Wirtsreaktion war polymer-, gewebe-, organ- und ar-

tenabhängig (Shive und Anderson 1997).  

PLGA-Polymere können hinsichtlich ihrer Zusammensetzung (je nach Verhältnis vom 

Lactid- zum Glykolidanteil), ihres Molekulargewichtes und ihrer Endgruppe unterschie-

den werden. Findet sich ein „H“ im Handelsnamen (wie RG 502H), handelt es sich um 

eine hydrophilere Variante des Polymers, welches „uncapped“ ist, sprich am Kettenende 

eine freie Carboxylgruppe trägt. Ohne „H“ ist PLGA „capped“ und trägt einen Milchsäu-

reethylester am Kettenende, wodurch das Polymer lipophiler wird. Mit zunehmendem 

Glykolidanteil kann ebenfalls die Hydrophilie des Polymers gesteigert werden, wodurch 

Wasser schneller eindringen kann. Der Polymer-Abbau und die damit verbundene Frei-

setzung werden damit beschleunigt. Ebenfalls werden der Kristallinitätsgrad und weitere 

Eigenschaften des Polymers über seine Monomere, insbesondere über die Lactid-Ste-

reoisomerie bestimmt. PLGA mit L-Polylactid (PLA) ist kristallin, mit D,L-PLA amorph. 

D,L-PLA bewirkt dabei eine homogenere Wirkstoffverteilung in der PLGA-Matrix und wird 

daher bevorzugt (Jain 2000, Avgoustakis 2005). 

Für diese Arbeit wurde D,L-PLGA im Verhältnis 50:50 verwendet, welches laut Miller et 

al. (1977) die schnellste Degradation zeigte. Es stellt in der bisherigen Forschung das 

am häufigsten eingesetzte Material zur kontrollierten Freisetzung dar.  

 

Polymerabbau/ -erosion und Metabolisierung  

Polymerabbau (oder auch Degradation) beschreibt den Vorgang der Spaltung von Es-

terbindungen im Polymerrückgrat, die chemisch, mechanisch, thermisch und auch durch 

Strahlung ausgelöst werden kann. Chemisch erfolgt der PLGA-Abbau durch spontane 

Hydrolyse der Esterbindung. Dabei kann der Abbau beschleunigt werden, wenn z.B. die 

Hydrophilie zunimmt, die Temperatur erhöht wird, das Molekulargewicht sinkt, sich der 

pH-Wert in einen sauren Bereich verschiebt oder amorphe Polymere verwendet werden. 

Ebenfalls entstehen bei der hydrolytischen Spaltung saure Carboxylfunktionen, die den 

Abbau des restlichen Polymers autokatalytisch beschleunigen. Dies führt zu einem he-

terogenen Matrixabbau mit einer schnelleren Degradation im Partikelinneren (Park 

1995), wo sich die sauren Abbauprodukte aufgrund eines mangelndem Abtransportes 

ansammeln (Li und Schwendeman 2005). Dieses Phänomen ist vor allem bei steigender 

Partikelgröße von Bedeutung (Dunne et al. 2000, Siepmann et al. 2005). 
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Durch die Anwesenheit bestimmter Enzyme (z.B. Proteinase K, Bromelain) oder wäh-

rend der gleichzeitigen Inkubation mit Mikroorganismen konnte experimentell ebenfalls 

eine Degradationssteigerung durch die einsetzende enzymatische Hydrolyse bestätigt 

werden (Salthouse und Matlaga 1976, Hakkarainen 2002). Außerdem finden sich in der 

näheren Zellumgebung freie Radikale und saure Stoffwechselprodukte, die wiederum 

den Abbau beschleunigen. Dies ist insbesondere für die in dieser Arbeit durchgeführten 

in vitro-Experimente der pharmakologischen Aktivität von Bedeutung. Hier werden die 

hergestellten Partikel dem enzymhaltigen Milieu humaner Zellen ausgesetzt, vor allem 

wenn eine Internalisierung in die Zellen stattfindet. van Apeldoorn et al. (2004) konnten 

diese beschriebene Beschleunigung des PLGA-Mikropartikelabbaus durch die Phagozy-

tose durch Makrophagen aufzeigen. In Bezug auf die Wirkstofffreisetzung werden daher 

Unterschiede zwischen der sterilen Freisetzungskinetik und den Freisetzungsvorgängen 

in der Zelle erwartet.  

Bei der Hydrolyse entstehen wiederum die Monomere Milch- und Glykolsäure. Diese 

beiden Monomere sind Nebenprodukte verschiedener physiologischer Stoffwechsel-

wege in Organismen (Avgoustakis 2005). D-Lactid wird unverändert renal ausgeschie-

den. Wohingegen L-Lactid und Glykolsäure im Citratzyklus zu CO2 metabolisiert und pul-

monal eliminiert werden (Brady et al. 1973). Da der Körper die beiden Monomere voll-

ständig metabolisieren kann, besteht für PLGA eine hohe Biokompatibilität, die in ver-

schiedenen Studien bewiesen wurde (Fournier et al. 2003).  

Die Wirkstofffreisetzung aus Trägermatrices, die aus Makromolekülen, wie z.B. PLGA 

bestehen, ist eng verbunden mit dem Zerfall des Polymers. In diesem als Erosion be-

schriebenen Prozess findet die Entfernung von abgespaltenem, degradiertem Matrixma-

terial in das Umgebungsmedium statt. Die Erosion wird also durch die Degradation initi-

iert (Gopferich 1996). Dabei ist dieser Vorgang deutlich komplexer und wird von vielen 

Faktoren, wie z.B. dem Quellverhalten des Polymers, der Diffusion von Wasser in die 

Matrix, der Löslichkeit und den Diffusionseigenschaften der Monomere und Oligomere, 

der Größe und Porosität der Matrix sowie den Veränderungen von Ultrastruktur und Kris-

tallinität der erodierenden Polymermatrix, beeinflusst (Gopferich 1996). Die Erosion kann 

grundsätzlich in zwei Prinzipien eingeteilt werden: die heterogene Oberflächen- und die 

homogene Bulkerosion (von Burkersroda et al. 2002). Der stattfindende Prozess ist unter 

anderem abhängig von der Partikelgröße und der Wasserdiffusion in die Matrix. Die 

meisten Autoren beschrieben in früheren Arbeiten für PLGA eine Bulkerosion, bei der 
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das Molekulargewicht kontinuierlich abnimmt. Aktuellere Arbeiten zeigen hingegen, be-

sonders für größere Partikel, einen heterogenen Abbauprozess aus Gründen, die bereits 

als autokatalytisch bedingt beschrieben wurden (Siepmann et al. 2005). Beide Prinzipien 

sind auch gleichzeitig möglich. 

 

Wirkstofffreisetzung 

Die Wirkstofffreisetzung aus der PLGA-Polymermatrix ist ein hochkomplexer Prozess, 

der bereits in zahlreichen Ansätzen erforscht und erklärt wurde. Fredenberg et al. (2011) 

fasste den „Weg“ der Wirkstofffreisetzung in vier mögliche Mechanismen zusammen: 

- Diffusion durch wassergefüllte Poren 

- Diffusion durch das Polymer 

- „Osmotic pumping“ in nicht-quellenden Systemen (selten bei PLGA-Wirkstoffträ-

gern, da diese bei Wasserkontakt zum Quellen neigen) 

- Erosion ohne Wirkstofftransport. 

 

Abbildung 3: partikuläre Wirkstofffreisetzungsmechanismen 

A) Diffusion durch wassergefüllte Poren, B) Diffusion durch das Polymer, C) Osmotic pumping, 
D) Erosion (übernommen von Fredenberg et al. (2011)) 

Diese Prozesse können auch parallel oder zeitlich gestaffelt ablaufen, wobei nicht immer 

klar ist, welcher Prozess der dominierende ist. Nebenher laufen zudem viele verschie-

dene, den Polymerabbau betreffende, geschwindigkeitsdeterminierende Mechanismen 

ab. Beispiele hierfür sind Polymer-Wirkstoff-Wechselwirkungen, Wirkstoff-Wirkstoff-

Wechselwirkungen, Wasseraufnahme, pH-Wert-Veränderungen, Plastifizierung von 

PLGA durch Wasser und Porenbildung oder - verschluss (Fredenberg et al. 2011, Blasi 

et al. 2005). 

Dabei zeigt die Wirkstofffreisetzung aus PLGA-Partikel meistens einen triphasischen 

Verlauf (Fredenberg et al. 2011). Sie kann aber auch biphasisch verlaufen (Klose et al. 

2006). Phase I wird dabei als „burst release“ bezeichnet. Hier kommt es bei Kontakt mit 

dem Freisetzungsmedium (Wasser) innerhalb von Minuten bis Stunden zu einer 
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schnellen Freisetzung von nicht verkapseltem, an der Partikeloberfläche adhärierendem 

Wirkstoff (Wang et al. 2002, Huang und Brazel 2001). Dieser Effekt ist dabei vom Anteil 

des eingebrachten Wirkstoffes abhängig und steigt mit höherem initialem Beladungsgrad 

(Gasmi et al. 2016). Die II. Phase beschreibt den Beginn der Degradationsprozesse. Sie 

ist gekennzeichnet durch eine geringe Wirkstoffabgabe. Es findet eine Hydratation der 

Partikel mit Aufhebung der Wasserstoffbrückenbindungen und der van der Waalschen 

Kräfte statt. Im Partikel laufen dadurch die hydrolytischen Spaltungen der Esterbindun-

gen ab, die zu einer Abnahme der mittleren Molekülmasse führen (Wang et al. 1990). 

Der Wirkstoff diffundiert dabei entweder durch die Polymermatrix oder durch die wenigen 

vorhandenen Poren, die jedoch im Abbau- und Erosionsprozess zunehmen und diesen 

vorantreiben (Gu et al. 2016). Er kann jedoch aufgrund der noch intakten Mikrosphäre 

nicht oder kaum freigesetzt werden (Han et al. 2016). In der III. Phase folgt aufgrund des 

einsetzenden Masseverlustes der Partikel dann erneut eine schnelle Wirkstofffreigabe. 

Es erfolgt ein starkes Anschwellen der Partikel, deren Polymerstruktur ausreichend in-

stabil geworden ist. Die entstandenen und weiterhin entstehenden Monomere und Oli-

gomere des Polymers werden partiell gelöst und erodieren, sodass der Wirkstoff freige-

geben wird (Gopferich 1996).  

Die Kenntnis der Freisetzungsmechanismen und der physikalisch-chemischen Pro-

zesse, die die Freisetzungsrate beeinflussen, ist für die Entwicklung von DDS mit kon-

trollierter Freisetzung von entscheidender Bedeutung. 

 

Biokompatibilität 

Biokompatibilität definiert die Verträglichkeit zwischen einem künstlichen und einem bio-

logischen System. Als biokompatibel wird dabei ein Material bezeichnet, dass bei direk-

tem Kontakt mit vitalem Gewebe keinen negativen Einfluss auf dessen Stoffwechselak-

tivität ausübt. Die Bioverträglichkeit eines neuen medizinischen Werkstoffes wird dabei 

nach der Normenreihe DIN EN ISO 10993 1-20 zertifiziert, bevor er zugelassen wird. 

Zusätzlich beinhaltet die Reihe physikalisch-chemische Prüfungen und Analysen von ge-

lösten Substanzen aus dem zu untersuchenden Werkstoff.  

Zellkulturen bilden dabei den Ausgangspunkt für die Beurteilung von biologischen Reak-

tionen auf den Fremdstoff. Diese sind vorteilhaft bei der Prüfung spezifischer Wechsel-

wirkungen auf Zell- und Molekülebene und können unter gleichen Bedingungen in 
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großen Versuchsreihen durchgeführt werden. Ebenfalls zeigen sie eine hohe Empfind-

lichkeit gegenüber toxischen Stoffen. Allerdings werden in diesen Experimenten nicht die 

interzellulären Interaktionen der komplexen in vivo-Mechanismen widergespiegelt, da 

nur eine Zelllinie separat betrachtet wird. Ebenfalls fehlen den kultivierten Zellen die phy-

siologischen Ausscheidungsprozesse um Zelldebris und Giftstoffe zu entfernen, sodass 

die Materialtoxizität überschätzt werden kann. Durch die begrenzte Lebensdauer der 

Zellkulturen kann zudem nur die akute Toxizität eruiert werden (Pizzoferrato et al. 1994, 

Wintermantel und Ha 2009). Die für diese Arbeit durchgeführten Zellkultur-Biokompati-

bilitätstests können damit nicht kritiklos auf die in vivo-Anwendung der Partikel übertra-

gen werden (Kroll et al. 2009). Vor allem Tumorbildung, Sensibilisierung durch Allergene 

und komplexe allergische Reaktionen oder Gewebereaktionen können nicht simuliert 

werden. 

Die Zellen für die Zellkulturexperimente sollten dabei nach der in vivo-Anwendung am 

späteren Patienten ausgesucht werden. Sinnvoll ist es möglichst die gleichen Zellen zu 

verwenden, die die späteren Zielstrukturen darstellen oder am ehesten Kontakt mit dem 

Werkstoff haben werden. Zudem kann zwischen Primärzellkulturen (frisch isolierte Zel-

len) und bereits bestehenden Zellkulturen ausgewählt werden (Pizzoferrato et al. 1994). 

Mithilfe von verschiedenen Testmethoden werden dann Änderungen der Zellstruktur und 

der Zellfunktion bei Kontakt mit dem Material bestimmt. Dabei werden zelltypunspezifi-

sche (basale) von zelltypspezifischen Reaktionen unterschieden. 

Im Rahmen der quantitativen Biokompatibilitätsanalysen wird zwischen Toxizitätstests 

und Reaktionstests unterschieden. Toxizitätstests weisen aus, in welchem Maße die Zel-

len leben oder absterben. Mithilfe der Reaktionstests wird das Überleben der Zellen unter 

verschiedenen Reaktionen (z.B. Blut-, Immunreaktion, Karzinogenese) untersucht 

(Wintermantel und Ha 2009).  

Zur Analyse der Toxizität werden der MTT-Test und der LDH-Zytotoxizitätsassay aus 

dem 5. Abschnitt der ISO 10993-Normenreihe: „Prüfungen auf In vitro-Zytotoxizität“ für 

diese Arbeit favorisiert und kurz erläutert. 

Der MTT-Test ist ein kolorimetrischer Assay, welcher zur Bestimmung der Zellviabilität 

genutzt wird. Er beruht auf der Bestimmung der Enzymaktivität der mitochondrialen De-

hydrogenasen sowie der Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)- und Nicotinamidadenin-

dinukleotidphosphat (NADP)-abhängigen Enzyme des Endoplasmatischen Retikulum 

(Berridge 2005). Das gelbe Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird hierbei von lebenden, stoffwechselaktiven Zellen 

enzymatisch durch Ringöffnung zum violetten, wasserunlöslichen Formazan reduziert. 

Tote Zellen, die keine Stoffwechselaktivität vorweisen, sind dazu nicht mehr in der Lage. 

Zur Bestimmung der Zytotoxizität wird hier die Proportionalität der umgesetzten MTT-

Menge zur Anzahl viabler Zellen ausgenutzt. Diese Methode kann allerdings durch ver-

schiedene Einflüsse hinsichtlich ihrer Beweiskraft limitiert sein, sodass noch ein weiterer 

Zytotoxizitätstest durchgeführt werden sollte.  

Der LDH – Assay ist ebenfalls ein kolorimetrischer Test zur Bestimmung der Membran-

integrität von Zellen und damit indirekt zur Kontrolle der Zytotoxizität von Substanzen. 

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein ubiquitär vorkommendes, zytosolisches Enzym, 

welches bei Plasmamembranschäden in das Zellkulturmedium freigesetzt wird. Dort 

kann es mithilfe einer gekoppelten enzymatischen Reaktion nachgewiesen werden. Hier-

bei reduziert die freigesetzte LDH NAD+ zu NADH und im selben Vorgang wird Lactat zu 

Pyruvat oxidiert. Im nächsten Schritt wird dann das zugesetzte Indonitrotetrazoliumsalz 

(INT) durch den Katalysator Diaphorase unter Verbrauch der Reduktionäquivalente 

NADH zum roten Formazan reduziert. Die Menge an entstehendem Formazan ist dabei 

proportional zur Menge der freigesetzten LDH, welche wiederum vermehrt bei gesteiger-

tem Zelluntergang (z.B. durch toxische Substanzen) freigegeben wird (Francis Ka-Ming 

Chan 2013).   

Nach oraler Aufnahme der PLGA-Mikropartikel kann eine systemische Resorption dieser 

nicht ausgeschlossen werden, wie Schmidt et al. (2013) mithilfe von Translokationsstu-

dien explorierten. Sie würden dann zuerst in Kontakt mit dem Blutsystem geraten und 

eventuell intrakapillär und -venös transportiert werden. Die Untersuchung der Hämokom-

patibilität der Partikel stellt damit eine wichtige Analyse im Rahmen der Biokompatibilität 

dar. Die Erythrozyten nehmen einen großen Anteil der korpuskulären Blutbestandteile 

ein. Eine Interaktion zwischen ihnen und den Partikeln oder deren Inhaltsstoffen gehört 

damit zu den Ersten nach deren systemischer Resorption. Hierbei könnte eine Hämolyse 

oder Aggregation der empfindlichen Erythrozyten stattfinden und so zu zirkulatorischen 

Nebenwirkungen (z.B. Anämie, Blutviskositätserhöhung, Mikrozirkulationsstörungen) bis 

hin zur Letalität beitragen. Diese Wechselwirkungen werden mithilfe der Bestimmung 

des erythrozytenmembranzerstörenden Effekts (Hämolyse-Assay) und der Agglomerati-

onspotenz (Erythrozytenaggregationsassay) der Partikel untersucht, die der Sparte der 

Reaktionstests zuzuordnen sind.  
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2. Ziele der Arbeit 

Obwohl eine Vielzahl an neuen Wirkprinzipien und Wirkstoffen erforscht und zugelassen 

werden und dabei auch innovative Ansätze verfolgt werden, präsentieren sich die Ergeb-

nisse der CED Therapie nicht immer zufriedenstellend. Nicht nur, dass die Krankheits-

aktivität und ihre klinischen Symptome oft nur unzureichend reduziert werden, sondern 

auch, dass die Nebenwirkungen der medikamentösen Therapie die Patienten teils gra-

vierend einschränken, macht diese (systemische) Inflammation oft zu einer komplexen 

und langwierigen immunologischen Erkrankungen. Eine Verbesserung der CED-Thera-

piemöglichkeiten auf der Grundlage der erweiterten Kenntnisse zur CED-Ätiologie ist so-

mit dringend erforderlich. 

Verschiedene Studien legen nahe, dass eine Reduktion von proinflammatorischen Zyto-

kinen eine Unterbrechung des Circulus vitiosus in der CED-Pathogenese bewirken 

könnte. Diese Mediatoren werden dabei vermehrt von aktivierten Zellen der mononukle-

ären Phagozytenreihe produziert. In Anbetracht der anhaltenden Aktivierung des pha-

gozytären Kompartiments und dessen Beitrag in der CED-Pathogenese scheint dort ein 

wichtiger Ansatzpunkt für zukunftsweisende Therapien zu liegen. Mithilfe der syntheti-

schen Disease-Targeting-Strategie kann dieses mukosale, mononukleäre Zellkomparti-

ment von CED-Patienten spezifisch adressiert werden. Deren physiologische Funktion 

der Endozytose dient dabei zusätzlich der planmäßigen Aufnahme der partikulären Arz-

neistoffträger und deren Verbleib in der Mukosa. So können immunmodulatorische Sub-

stanzen wie z.B. Glukokortikoide gezielt zu deren Wirkort transportiert werden, um dort 

ihren Effekt präzise zu entfalten. Aber auch andere Wirkstoffe (z.B. siRNA) könnten so 

befördert werden. So könnte eine hohe lokale Wirkstoffkonzentration an den entzünde-

ten Stellen bei gleichzeitiger Reduktion der systemischen Nebenwirkungen hervorge-

bracht werden. Ebenfalls kann das Risiko von Arzneimittelinteraktionen gesenkt werden. 

Auch eine Dosisreduktion oder eine niedrige Einnahmefrequenz sind denkbar. Damit be-

stünde eine vielversprechende Behandlungsoption für CED. 

Die Ziele der Arbeit lassen sich daher wie folgt formulieren: 

1. Zunächst werden PLGA-Mikropartikel hergestellt, die sich in Vorarbeiten (Schmidt 

et al. 2013) als mukosaselektiv erwiesen. Zusätzlich werden antiinflammatorische 

Wirkstoffe in die PLGA-Matrix eingebracht. Als Modellsubstanz wird hierfür Dexa-

methason als gut bekanntes Steroid verwendet, welches in die 
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proinflammatorische Zytokin-Entzündungskaskade eingreift und eine Remission-

sinduktion bedingen kann (Ford et al. 2011).  

2. Es erfolgt eine Analyse der partikulären physikochemischen Eigenschaften hin-

sichtlich der Größe, der Oberflächenladung und -struktur, sowie eine DEX-Ge-

haltsbestimmung und eine DEX-Freisetzungskinetik. Weiterhin wird im Rahmen 

der Partikelcharakterisierung die in vitro-Biokompatibilität der hergestellten Parti-

kel an humanen Primärzellen überprüft. 

3. Zur Überprüfung der pharmakologischen antiinflammatorischen Potenz der Mik-

ropartikel in vitro werden in humanen Monozyten LPS-induzierte Entzündungsre-

aktionen getriggert. Dadurch wird eine Zytokinproduktion induziert, welche durch 

die DEX-haltigen Mikropartikel supprimiert werden soll. Deren konzentrationsab-

hängiger, therapeutischer Effekt wird evaluiert. 

4. Ebenfalls soll die Internalisierungspotenz der Partikel bewertet werden. Eine en-

dozytotische Aufnahme in die mononukleären Zielzellen ist für diesen innovativen 

Therapieansatz obligat, sodass diese für die hergestellten Partikel nachgewiesen 

werden muss.   

 

Für diese Arbeit lässt sich grundsätzlich folgende Hypothese ausführen:  

Glukokortikoidhaltige Mikropartikel repressieren nach deren Endozytose in den Ent-

zündungszellen (mukosales, mononukleäres Zellkompartiment) die Genexpression 

proinflammatorischer Gene. Die Synthese verschiedener Mediatoren der Entzün-

dungs- und Immunreaktionen (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α) wird inhibiert. Damit weisen 

diese präparierten Partikel eine antiinflammatorische Wirkung auf die in der Mukosa 

der CED-Patienten typischerweise verstärkt exprimierten Entzündungsvorgänge vor. 

Die biologische Wirksamkeit des DEX-PLGA-Mikropartikelsystems als innovatives 

Disease-Targeting-Therapiemodell für die intestinale Inflammation kann damit bestä-

tigt werden.  
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Kits 

Name Firma; Katalognummer (Kat.-Nr.) 

Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit Thermo Fisher Scientific; Kat.-Nr. 88954 

TNF alpha Human ELISA Kit InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific; 

Kat.-Nr. KHC3011 

IL-6 Human ELISA Kit InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific; 

Kat.-Nr. EH2IL6 

 

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien 

Name Firma; Katalognummer (Kat.-Nr.) 

Acetonitril Carl Roth; Kat.-Nr. 8824.2 

CD14 MicroBeads, human Miltenyi Biotech; Kat.-Nr. 130-050-201 

CellMaskTM Deep Red Plasma mem-

brane stain 

ibidi Mounting Medium 

InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific; 

Kat.-Nr. C10046 

Ibidi; Kat.-Nr. 50001 

Dexamethasone Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. 31375-500MG 

Dexamethasone fluorescein InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific; 

Kat.-Nr. D1383 

DMSO Santa Cruz Biotechnology; Kat.-Nr. sc-

359032 

Dulbecco's phosphate-buffered saline 

(PBS)  

Gibco; Kat.-Nr. 14190169 

Essigsäureethylester Carl Roth; Kat.-Nr. KK42.1 

Fetal Bovine Serum (FCS) PAN Biotech; Kat.-Nr. P30-3302 
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Formalin, natural buffered 10 % Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. HT501128 

HCl Carl Roth; Kat.-Nr. X942.2 

Isopropanol Carl Roth; Kat.-Nr. 9866.2 

L-Glutamine–Penicillin–Streptomycin so-

lution 

Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. G1146-100ML 

Lympholyte-H Cedarlane, Kat.-Nr. CL5026 

Mowiol® 4-88 (PVA), MW ~31000 Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. 81381-250G 

Poly L-Lysin Biochrom AG; Kat.-Nr. L7240 

Polyethylenimin, branched Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. 408727 

Resomer® RG 502 H, Poly(D,L–lactide-

co-glycolide), acid terminated, MW 7000-

17000, 50:50  

Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. 719897-5G 

RPMI 1640 W/GlutaMAXTM-I Gibco, Thermo Fisher Scientific; Kat.-

Nr. 61870044 

Standard lipopolysaccharide from E.coli 

K12 strain (LPS-EK) 

InvivoGen; Kat.-Nr. tlrl-eklps 

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 

(MTT) 

Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. M2128 

TritonTM X100 Sigma-Aldrich; Kat.-Nr. X100 

Tryphan Blue solution  Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. T8154 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Partikelherstellung 

Die Herstellung der Mikropartikel basierte auf einer modifizierten Solvent-Evaporation-

Methode nach Sah (1997). Zuerst wurden 50 mg Polylactid-co-Glycolid (PLGA) in Ethyl-

acetat (5 ml) gelöst, welches die organische Öl-Phase (O) darstellte. Als wässrige Phase 

(W) wurde eine 1 %ige Polyvinyllösung (pH 7,4) hergestellt und davon 5 ml (steril filtriert) 

in ein Glas überführt. Unter Rühren auf einer Magnetrührplatte (400 rpm) wurde die Öl-

Phase tropfenweise in die wässrige Phase (ca. 0,5 ml/min) überführt. Die Bildung einer 

grobdispersen O/W-Emulsion erfolgte unter ständigem Rühren (200 rpm) für 3 h bei 

Raumtemperatur (RT). Für die Herstellung von Mikropartikeln wurde die Emulsion für 

15 min mit 5000 rpm homogenisiert (Ultra-Turrax T25, IKA-Werte, Staufen, DE). Die fein-

disperse Emulsion wurde anschließend mit 50 ml bidestilliertem Wasser gemischt und 

24 h bei RT inkubiert. Hierbei evaporierte Ethylacetat aus der Emulsion, sodass sich 

feste Mikropartikel bildeten. Anschließend wurden die Partikel dreimal mit bidestilliertem 

Wasser gewaschen. Die Lyophilisierung erfolgte für zwei Tage bei 0,05 mbar und -50°C. 

Die gesamte Herstellung erfolgte lichtgeschützt.  

Für die vorliegende Forschungsarbeit wurden drei unterschiedliche Typen von Mikropar-

tikeln produziert. Zum einen wurden nichtmodifizierte PLGA-Mikropartikel wie oben be-

schrieben hergestellt. Des Weiteren wurden fluoreszierende (Fluorescein isothiocyanate 

(FITC)), mit Dexamethason (DEX) beladene PLGA-Mikropartikel synthetisiert (FITC-

DEX-PLGA). Dazu wurden PLGA (50 mg) und FITC-Dexamethason (5 mg) in Ethyl-

acetat (5 ml) gelöst und der Herstellungsprozess wie oben beschrieben durchgeführt. 

Zusätzlich erfolgte auch die Herstellung von nicht-fluoreszierenden, Dexamethason-hal-

tigen PLGA-Mikropartikeln (DEX-PLGA). Hierfür wurden PLGA (50 mg) und Dexame-

thason (5 mg) in Ethylacetat (5 ml) gelöst und im selben Herstellungsprozess Mikropar-

tikel erzeugt. 

 

3.2.2 Partikelcharakterisierung 

3.2.2.1 Partikelgrößenverteilung und Zetapotenzial 

Die Bestimmung der mittleren Partikelgröße, der Größenverteilung und des Zetapoten-

zials erfolgte über das Messverfahren der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS). 



 

25 

 Material und Methoden 

Für die Messungen wurde der Zetasizer Nano-ZS Nano series (Malvern Instruments, 

GB) verwendet. 1 mg/ml Mikropartikel wurden in bidestilliertem Wasser (steril filtriert) re-

suspendiert und 500 µl luftblasenfrei in eine Polystyrol-Küvette (Low Volume disposable 

sizing cuvette ZEN0112, Malvern Instruments, US) überführt. Der Photomultiplier wurde 

auf einen Messwinkel von 173° (backlight scattering) zum einfallenden Laserstrahl ein-

gestellt. Im Zetasizer wurden die Proben auf 25°C temperiert und für 120 s equilibriert. 

Als Refractive Index (RI) wurde 1,59 gewählt mit einer Absorption von 0,01. Es erfolgten 

für jede Probe zehn Messungen (drei Wiederholungen mit je 30 s). Die selben Einstel-

lungen unter dem Smoluchwoski-Modell wurden auch zur Bestimmung des Zetapotenzi-

als verwendet. 

 

3.2.2.2 Oberflächenstruktur und -beschaffenheit 

Für die visuelle Analyse der Oberflächenstruktur und Solidität der drei Partikelformulie-

rungen wurde die Rasterelektronenmikroskopie (REM) verwendet. Die REM-Aufnahmen 

erfolgten in Kooperation mit Dr. rer. nat. Sarmiza Elena Stanca am Feldemissionsmikro-

skops JSM-6300F (JEOL, JP) am IPHT (Jena).  

 

3.2.2.3 Verkapselungseffizienz und Gehaltsbestimmung 

Die Bestimmung des Gehalts an Dexamethason in den Mikropartikeln erfolgte über eine 

fluorimetrische Analysemethode unter Verwendung von FITC-DEX-PLGA Mikroparti-

keln.  

Zuerst wurde eine Kalibrierfunktion für das partikelfreie FITC-DEX erstellt. Hierfür wurde 

FITC-DEX eingewogen und mit Acetonitril gelöst, um eine Standardlösung von 1 mg/ml 

herzustellen. Aus drei unabhängigen Standardlösungen wurden anschließend Verdün-

nungsreihen hergestellt. Die verschiedenen FITC-DEX-Konzentrationen 

(0,003 – 5 µg/ml) wurden 1:4 mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) verdünnt in eine 

schwarze 96-Well-Messplatte pipettiert. Die Bestimmung der Fluoreszenzemission er-

folgte mithilfe eines Mikroplattenlesers (Tecan infinite 200pro, TECAN Trading AG, CH). 

Folgende Einstellungen wurden am Gerät vorgenommen: Anregungswellenlänge= 

485 nm, Bandbreite 9 nm; Emissionswellenlänge= 520 nm, Bandbreite 20 nm; Verstär-

kung 53; Anzahl der Blitze 30; Integrationszeit 40 µs; Z-Position 19132 µm.  
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Für die Gehaltsbestimmungen wurden FITC-DEX-PLGA-Partikel (5 mg) aus drei unter-

schiedlichen Herstellungsverfahren eingewogen und in Acetonitril (50 ml) für 1 h mittels 

Magnetrührgerät aufgelöst. Davon wurden zweimal je 1 ml Probe entnommen und für 

5 min bei 30.000 g zentrifugiert, sodass Reste von ungelöstem Partikelmaterial sedimen-

tierten. Anschließend wurden 500 µl vorsichtig abpipettiert, 1:4 mit PBS verdünnt und die 

Fluoreszenzintensität bestimmt. Die Berechnung der Dexamethasonkonzentration aus 

den gemessenen Fluoreszenzintensitäten erfolgte mithilfe der oben beschriebenen Eich-

gerade. Die Dexamethason-Gehaltsbestimmung ergab sich nach der Formel: 

𝐺𝑒ℎ𝑎𝑙𝑡𝑠𝑏𝑒𝑠𝑡𝑖𝑚𝑚𝑢𝑛𝑔 (%)

=  
𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑑𝑒𝑠 𝑔𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑒𝑛 𝑒𝑖𝑛𝑔𝑒𝑠𝑐ℎ𝑙𝑜𝑠𝑠𝑒𝑛𝑒𝑛 𝐹𝐼𝑇𝐶 − 𝐷𝐸𝑋 (µ𝑔/𝑚𝑔)

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑔𝑒𝑤𝑖𝑐ℎ𝑡 𝑀𝑖𝑘𝑟𝑜𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘𝑒𝑙
 × 100% 

Unter Einbezug des theoretisch möglichen Dexamethasongehalts erfolgt die Berech-

nung der Verkapselungseffizienz: 

𝑉𝑒𝑟𝑘𝑎𝑝𝑠𝑒𝑙𝑢𝑛𝑔𝑠𝑒𝑓𝑓𝑖𝑧𝑖𝑒𝑛𝑧 (%) =
𝐷𝐸𝑋 − 𝐺𝑒ℎ𝑎𝑙𝑡 

𝑡ℎ𝑒𝑜𝑟𝑒𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑟 𝐷𝐸𝑋 − 𝐺𝑒ℎ𝑎𝑙𝑡 (9,09%)
 × 100% 

 

3.2.2.4 Freisetzungkinetik 

Die in vitro-Freisetzungsversuche wurden in 37°C-vorgewärmtem PBS bei pH 7,4 durch-

geführt. Die Bestimmung der Freisetzungskinetik erfolgte in einem offenen System. Die 

Versuche wurden mit drei verschiedenen Partikelchargen durchgeführt. 

Die Quantifizierung des freigesetzten FITC-DEX erfolgte mithilfe der Fluorimetrie (siehe 

Abschnitt 3.2.2.3). Es wurde zunächst untersucht, wie sich die Fluoreszenz der partikel-

freien FITC-DEX-Substanz über die Inkubationszeit verändert. Hierfür wurden 10 ml ei-

ner 3 µg/ml FITC-DEX-PBS-Lösung in einem 50 ml Röhrchen über den Zeitraum der 

Freisetzungsversuche inkubiert und eine Fluoreszenzmessung in Triplikaten zu spezifi-

schen Messzeiten durchgeführt. Da für die Messung jeweils eine Probe von 1 ml ent-

nommen und mit frischem PBS aufgefüllt wurde, wurde mathematisch diese Verdünnung 

um 10 % für den tatsächlichen Fluoreszenzwert einberechnet. Ebenfalls wurde der pH-

Wert der entnommenen Probe mithilfe von Lackmuspapier auf pH-Abweichungen über-

prüft. Die Veränderung der Fluoreszenzintensität wurde mit einer logarithmischen Funk-

tion via Microsoft Excel (Microsoft Office Professional Plus 2016, Version 1902, Microsoft 

Corporeration, US) beschrieben. 



 

27 

 Material und Methoden 

Für die Freisetzungsversuche wurden 1 mg FITC-DEX-Partikel in einem 15 ml Röhrchen 

mit 10 ml PBS in Lösung gebracht (≙0,1 mg/ml) und vollständig resuspendiert. Anschlie-

ßend wurde das verschlossene Tube lichtgeschützt in einem Inkubator bei 37°C langsam 

rotierend bewegt. Zu definierten Zeitpunkten wurden jeweils 1,5 ml entnommen und 

8 min bei 21100 g zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5424/R, Thermo Fisher Scientific, 

US), damit noch vorhandenen Partikel am Boden des Eppendorf-Tubes sedimentierten. 

Anschließend wurde vorsichtig 1 ml Probe abpipettiert und diese 1:4 mit PBS verdünnt 

im Mikroplattenleser (TECAN infinite 200pro, TECAN Trading AG, CH) hinsichtlich der 

Fluoreszenzemission vermessen (Messprotokoll, siehe Abschnitt 3.2.2.3). Der pH-Wert 

der Probe wurde ebenfalls bestimmt. Die Partikel, die sich noch am Boden des Eppen-

dorf-Tubes befanden, wurden in den verbleibenden 500 µl resuspendiert und zurück in 

das 15 ml Röhrchen gegeben. Zusätzlich wurde das Eppendorf-Tube mit 1 ml frischer 

PBS-Lösung gespült und ebenfalls in das Röhrchen überführt. Im 15 ml Röhrchen hatte 

dies eine Verdünnung von 10 % zur Folge, welche in den Freisetzungskalkulationen ma-

thematisch ausgeglichen wurden.  

Anhand der Kalibrierfunktion (aus Abschnitt 3.2.2.3) konnte über die berechneten Werte 

der unverfälschten Emission (ohne Verdünnung und ohne zeitabhängige Fluoreszenz-

minderung) die Dexamethason-Konzentration bestimmt werden. Für die graphische Dar-

stellung der Freisetzung in Prozent vom Ausgangswert wurde der ermittelte Dexame-

thasongehalt der jeweiligen Charge (siehe Tabelle 1) als 100 %-Wert angenommen. 

 

3.2.2.5 Biokompatibilität nach ISO-Norm 

Für die Bewertung der Biokompatibilität der hergestellten Partikel wurde nach Methoden 

der DIN EN ISO 10993 - Normenreihe vorgegangen, die zur Beurteilung der biologischen 

Wirkung von Medizinprodukten dient. Hierbei wurden der Hämolyse- und Erythrozy-

tenaggregationsassay aus den Methodenreihen von Abschnitt 4: „Auswahl von Prüfun-

gen zur Wechselwirkung mit Blut“ ausgewählt (ASTM-F756 2008). Zur Analyse der Zy-

totoxizität wurden aus Abschnitt 5: „Prüfungen auf In-vitro-Zytotoxizität“ der MTT-Test 

und der LDH-Zytotoxizitätsassay favorisiert (2009). 

Hämokompatibilität 

Die Untersuchung der Hämokompatibilität der Partikel erfolgte analog zu Bauer et al. 

(2012). Hierfür wurde Blut von gesunden Probanden in Heparin-Monovetten 
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abgenommen. Zur Abtrennung des Plasmas wurden die Proben für 5 min bei 4500 g und 

RT zentrifugiert (Hettich Universal 30RF, Hettich, DE). Anschließend wurde das entstan-

dene Pellet dreimal mit kaltem PBS gewaschen bis der Überstand farblos war. Das Se-

diment (Erythrozyten) wurde mit PBS (pH 7,4) auf das Ausgangsvolumen resuspendiert 

und anschließend auf die für das jeweilige Experiment notwendige Konzentration ver-

dünnt. Dies stellte die Erythrozytenstammlösung für nachfolgende Experimente dar. 

Hämolyseaktivität 

Zur Analyse der hämolytischen Potenz der Partikel wurden verschiedene Partikelkon-

zentrationen (1 µg/ml – 1 mg/ml DEX-PLGA- & PLGA-Partikel) mit PBS (pH 7,4) herge-

stellt. Diese Proben wurden anschließend 1:1 mit der Erythrozyten-Stammlösung ge-

mischt und für 1 h bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Die Stammlösung wurde hier-

für auf 10 % der Originalblutprobe verdünnt. Für die Negativkontrolle wurde die Erythro-

zyten-Stammlösung 1:1 mit PBS (pH 7,4) vereinigt und inkubiert. Die Positivkontrolle 

wurde ebenso mit 1 %iger Triton X-100-PBS-Lösung durchgeführt. Nach erneuter fünf-

minütiger Zentrifugation der Proben bei 2400 g (Microfuge 22R Centrifuge, Beckman 

Coulter, US) wurden 100 µl des Überstandes in eine 96-Well-Platte überführt und die 

Absorption bei 544 nm im Mikroplattenleser (TECAN infinite 200pro, TECAN Trading AG, 

CH) gemessen. Ebenfalls vermessen wurden die Leerwerte der zugefügten Medien (Par-

tikel in PBS, 1 %ge Triton X-100-PBS-Lösung, PBS) ohne Erythrozytenstammlösung. 

Die Absorptionswerte dieser Leerwerte wurden von den jeweiligen Einzelmessungen 

subtrahiert. Die Berechnung der Hämolyse erfolgte mittels folgender Gleichung, in die 

die Mittelwerte der probenspezifischen Absorptionen aus drei Einzelmessungen einge-

setzt wurden:  

𝐻ä𝑚𝑜𝑙𝑦𝑠𝑒 (%) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒) 

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑃𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)
 ×  100% 

Die Bestimmung der Hämolyseaktivität erfolgte mit Hilfe von drei unabhängigen Einzel-

versuchen. 

Erythrozytenaggregation 

Zur Analyse der Agglomerationspotenz der Partikel auf rote Blutzellen wurden diese in 

verschiedenen Konzentration (1 µg/ml – 1 mg/ml) in PBS (pH 7,4) gelöst. 100 µl der Par-

tikelsuspensionen wurden in eine 24-Well-Platte pipettiert. Die Erythrozyten-
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stammlösung wurde auf 2 % der Originalblutprobe verdünnt und jeweils 100 µl zu jedem 

Well hinzugefügt. Als Negativkontrolle wurde die Stammlösung 1:1 mit PBS (pH 7,4) be-

handelt. Für die Positivkontrolle wurde 25 kDa verzweigtes Polyethylenimin (bPEI) in ei-

ner Konzentration von 30 µg/ml verwendet, um einen positiven Rouleau-Effekt darzu-

stellen. Die Proben wurden für 2 h inkubiert. Anschließend erfolgte die lichtmikroskopi-

sche (400ᵡ Vergrößerung, Axio Observer.Z1,Carl Zeiss, Jena, DE) Analyse der Proben 

hinsichtlich auftretender Aggregationen. Dieser Assay wurde einmal in Triplikaten durch-

geführt. 

In-Vitro-Zytotoxizität 

Die In vitro-Zytotoxizität der Partikel (DEX-PLGA- & PLGA-Partikel) wurde mittels MTT- 

und LDH- Assay untersucht. Hierfür wurden nach der Isolation von Monozyten aus Blut-

proben von gesunden Spendern (siehe Abschnitt 3.2.4) 4ᵡ105 Zellen/ Well in einer 96-

Well-Platte ausgesäht und mit Zellkulturmedium, inklusive den darin gelösten verschie-

denen Partikelkonzentrationen (1 – 500 µg/ml inerte PLGA-Partikel oder DEX-PLGA-

Partikel), inkubiert. Für die Negativkontrolle wurden Monozyten mit Zellkulturmedium 

ohne Partikel behandelt. Als Positivkontrolle für den MTT-Test wurden die Zellen mit 

1 %iger Triton X-100-PBS-Lösung behandelt. Die Platte wurde für zwei Tage bei 37°C 

und 5 % CO2 inkubiert. Für den LDH-Assay wurde Zellkulturmedium mit 1 % FCS frisch 

hergestellt und zur zweitägigen Inkubation der Zellen genutzt. Die Bestimmung der Zy-

totoxizität und Zellviabilität erfolgte in drei unabhängigen Experimenten und wurde je-

weils in Duplikaten gemessen. Während der Durchführungen wurde konsequent auf 

Lichtschutz geachtet. 

Zellviabilität (MTT-Test) 

Es wurde eine MTT-Stammlösung (0,5 mg/ml in Zellkulturmedium, ohne FCS) herge-

stellt. Das (probenhaltige) Medium wurde vorsichtig aus den Mikrotiterplatten entfernt 

und durch 200 µl der MTT-Lösung ersetzt. Nach einer Inkubationszeit von 2 h wurde der 

Überstand erneut vorsichtig abgesaugt. Pro Well wurden 200 µl des Solubilisierungs-

Puffers (27 ml Isopropanol, 3 ml Triton X-100, 5 µl 2M HCl) pipettiert und damit die Zellen 

lysiert sowie die entstandenen, wasserunlöslichen MTT-Formazan-Kristalle aufgelöst. 

Die Absorptionsmessung erfolgte am Mikroplattenleser (TECAN infinite 200pro, TECAN 

Trading AG, CH) bei einer Wellenlänge von 570 nm (3 Zyklen,15 s Schütteln vor jeder 



 

30 

 Material und Methoden 

Messung, 25°C). Zur Berechnung der Zellviabilität wurden die Mittelwerte der proben-

spezifischen Absorptionen bestimmt und in folgende Gleichung eingesetzt: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑣𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡ä𝑡 (%) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒)

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒)
× 100% 

 

Zytotoxizität (LDH-Test) 

Zur Untersuchung der konzentrationsabhängigen Zytotoxizität der Partikel auf isolierte 

Monozyten (siehe Abschnitt 3.2.4) wurde das „Thermo Scientific Pierce LDH Cytotoxi-

city Assay Kit“ nach Herstellerangaben verwendet. Zusätzlich wurde die spontane LDH-

Freisetzung der Monozyten unter diesen Kulturbedingungen ohne weitere Partikelbe-

handlung untersucht. Für die Bestimmung der maximalen LDH-Freisetzung wurden un-

behandelte Monozyten wie oben beschrieben inkubiert und anschließend lysiert. Dafür 

wurden 22 µl (1:10 Verdünnung) des Lysis-Puffers nur in diese Wells pipettiert und die 

Zellen lysiert. Die 96-Well-Platte wurde anschließend für weitere 45 min inkubiert. 50 µl 

zellfreier Überstand von jeder Probe wurden in eine neue 96-Well-Platte transferiert und 

mit 50 µl der nach Herstellerangaben hergestellten Reaktionslösung vermischt. Die 

Platte wurde für 30 min lichtgeschützt bei RT inkubiert. Nachfolgend wurden 50 µl der 

Stop-Solution hinzugefügt. Die Absorptionsmessung erfolgte am Mikroplattenleser (TE-

CAN infinite 200pro, TECAN Trading AG, CH) bei einer Wellenlänge von 490 nm. Als 

Referenz erfolgte die Bestimmung der Absorption bei 680 nm. Die Bestimmung der 

Membranintegrität erfolgte mittels folgender Gleichung: 

𝑍𝑦𝑡𝑜𝑡𝑜𝑥𝑖𝑧𝑖𝑡ä𝑡 (%) =
𝐿𝐷𝐻 𝐹𝑟𝑒𝑖𝑠𝑒𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔 (𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒) − 𝑠𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑒 𝐿𝐷𝐻 𝐹𝑟𝑒𝑖𝑠𝑒𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔 

𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎𝑙𝑒 𝐿𝐷𝐻 𝐹𝑟𝑒𝑖𝑠𝑒𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔 − 𝑠𝑝𝑜𝑛𝑡𝑎𝑛𝑒 𝐿𝐷𝐻 𝐹𝑟𝑒𝑖𝑠𝑒𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔
× 100% 

Für die Untersuchung der Interaktion der Partikel mit dem Reagenz des LDH-Assay-Kits 

wurden die verschiedenen Partikelkonzentrationen in Zellkulturmedium + 1 % FCS ge-

löst und in derselben Art und Weise wie in oben beschrieben vermessen. 

 

3.2.3 Quantitative Analyse der Zytokine TNF-α und IL-6 

Für die quantitative Analyse des Zytokingehaltes im zellfreien Überstand der Zellkultur 

wurden die Sandwich-ELISA-Kits „TNF-α Human ELISA Kit“ und „IL-6 Human ELISA Kit“ 

verwendet. Hierfür wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. Zuerst wurde ein 

Capture-Antikörper gegen das zu untersuchende Molekül (TNF-α, IL-6) auf einer 96-
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Well-Platte immobilisiert. Dafür wurden 100 µl einer 2 µg/ml Lösung des Antikörpers im 

entsprechenden Coating-Puffer pro Well hinzugefügt und über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Dieser Überstand wurde am nächsten Tag entfernt und die Platte mit 300 µl/well des 

Waschpuffers gewaschen. Zur Blockade unspezifischer Bindungsstellen wurden 

300 µl/well des Assay-Puffers hinzugefügt und die Platte für 1 h bei RT inkubiert. Der 

Überstand wurde entfernt und die Platte auf absorbierendem Papier ausgeklopft. Es wur-

den die Standardverdünnungen des rekombinanten menschlichen Zytokins (TNF-α oder 

IL-6) hergestellt und die Proben 1:20 für den TNF-α-ELISA oder 1:15 für den IL-6-ELISA 

mit Assay-Puffer verdünnt. Jeweils 100 µl der Probe, des Standards oder der Negativ-

kontrolle (Assay-Puffer) wurden pro Well in Duplikation zugegeben. Zusätzlich wurden 

pro Well 50 µl des Biotin-markierten Detektionsantikörpers, der sich ebenfalls gegen das 

jeweils gewünschte Zytokin richtet, hinzupipettiert und die Platte anschließend bei RT für 

2 h unter kontinuierlichem Schütteln (700 rpm) inkubiert. Dann wurde die Platte fünfmal 

mit 300 µl Waschpuffer pro Well gewaschen und 100 µl einer Streptavidin-Meerrettich-

peroxidase (HRP)-Lösung pro Well hinzugefügt. Anschließend erfolgte eine Inkubation 

der Platte bei RT für 30 min unter kontinuierlichem Schütteln (700 rpm), sodass das HRP 

gekoppelte Streptavidin an den Biotin-markierten Detektionsantikörper binden konnte. 

Erneut erfolgte eine fünfmalige Waschung. Nun wurden 100 µl Tetramethylbenzidine 

(HRP-Substrat) pro Well hinzupipettiert und die Platte lichtgeschützt bei RT unter erneu-

tem Schütteln inkubiert. Zuletzt wurden nach 30 min 100 µl der Stop-Lösung pro Well 

hinzugefügt und die Probe unmittelbar hinsichtlich ihrer Absorbanz bei 450 nm im Mikro-

plattenleser (TECAN infinite 200pro, TECAN Trading AG, CH) gemessen. Die Referenz-

wellenlänge betrug 650 nm. 

Anhand der Standardverdünnungen konnte nun in einer Kalibrationskurve der mathema-

tische Zusammenhang zwischen der Konzentration und der Optischen Dichte dargestellt 

werden, anhand dessen dann die Quantität des jeweiligen Zytokins in der Probe be-

stimmt wurde. Für die Bestimmung der Zytokin–Konzentration wurde ein polynomischer 

Graph zweiten Grades gewählt. 

 

3.2.4 Zellkultur 

Für diese Arbeit wurden humane Primärzellen verwendet. Zuerst wurde eine Isolation 

von mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) aus dem Vollblut gesunder 

Spender durchgeführt. Anschließend folgte eine CD14+-Positivselektion von Monozyten.  
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3.2.4.1 PBMC-Isolation  

Die Fraktionierung des humanen Blutes erfolgte mittels der Dichtegradientenzentrifuga-

tion. Hierfür wurde Vollblut von gesunden Spendern in EDTA-Monovetten abgenommen. 

Anschließend wurden 15 ml Röhrchen mit je 4 ml Lympholyte®-H befüllt. Diese wurden 

mit je 8 ml des Vollblutes überschichtet. Dabei war zu beachten, dass die Vermischung 

der Flüssigkeiten an der Grenzschicht so gering wie möglich gehalten wurde. Es folgte 

eine Zentrifugation (RT, 20 min bei 800 g mit ausgeschalteter Bremsfunktion). Die mo-

nonukleären Zellen befanden sich nun in der Interphase zwischen Plasma- und Lympho-

lyte-Fraktion. Mithilfe einer sterilen Pasteurpipette wurden die PBMCs der Zwischen-

schicht vorsichtig abgenommen und in einem neuen 15 ml Röhrchen ca. 1:1 mit PBS 

verdünnt. Es folgte eine weitere Zentrifugation für 5 min bei 800 g. Der Überstand wurde 

vorsichtig abgenommen und das Zellpellet in 1 ml PBS gelöst. Die Zellzahl wurde be-

stimmt. 

 

3.2.4.2 CD14+- Positivselektion 

Für den zweiten Schritt, die CD14+-Positivselektion, wurde das Zelltrennsystem 

„MACS“ (Magnetic Activated Cell Sorting) (Miltenyi et al. 1990) entsprechend der Her-

stellerangabe für das Monozyten-Isolations-Kit verwendet. Die Monozyten wurden hier-

bei durch einen mit Magnetbeads gekoppelten, monoklonalen Antikörper gegen das mo-

nozyten- und makrophagenspezifische Oberflächenprotein CD14 magnetisch markiert. 

Beim Passieren der MACS-Säule, welche in einem Magnetfeld positioniert war, wurden 

die Monozyten durch die ferromagnetischen Anziehungskräfte zurückgehalten und se-

lektiert, während die unmarkierten Zellen die Säule ungehindert durchliefen. Die Monozy-

ten ließen sich nach der Entfernung der Säule aus dem Magnetfeld durch Ausspülen mit 

5 ml MACS-Puffer eluieren. Zur Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension erneut 

5 min bei 800 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die Zellen in 1 ml 

MACS-Puffer resuspendiert.  
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3.2.4.3 Zellzahlbestimmung  

In einem Eppendorf-Tube wurde die Zellsuspension mit Tryphanblau 1:10 verdünnt und 

in eine Neubauer-Zählkammer pipettiert. Es wurden vier große Quadranten ausgezählt 

und der Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl pro ml wurde errechnet. 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙/𝑚𝑙 =  𝑀𝑖𝑡𝑡𝑒𝑙𝑤𝑒𝑟𝑡 ×  𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 (ℎ𝑖𝑒𝑟 10) × 10⁴ 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛/𝑚𝑙 

 

3.2.4.4 Inkubation der Monozyten 

Wenn nicht anders beschrieben wurden die isolierten Monozyten mit vorgewärmtem Zell-

kulturmedium kultiviert. Es enthielt nahezu endotoxinfreies RPMI 1640-Medium (suppl. 

mit 2,0 g/l NaHCO3 und stabilem Glutamin). Hinzugefügt wurden 10 % hitzeinaktiviertes 

FCS und 1 % L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin-Lösung (200 mM L-Glutamin, 10000 

Units Penicillin und 10 mg Streptomycin/ml in 0,9 % NaCl). 

Die Inkubation erfolgte in einem Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 mit gesättigter Luft-

feuchte (100 %). 

 

3.2.5 Nachweis der pharmakologischen Aktivität 

3.2.5.1 Dexamethason-Dosis-Wirkungs-Kurve 

Unmittelbar vor dem Experiment wurde eine Stammlösung von 10 mM Dexamethason 

in 100 % Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Diese wurde dann auf die jeweiligen Kon-

zentrationen mit Zellkulturmedium verdünnt. Es wurden DEX-Konzentrationen von 

10-4 - 10-8 mM untersucht. Bei einer Konzentration von 10-4 mM DEX lag im Well die 

höchste Konzentration von 0,001 % DMSO vor, die mit zunehmender Verdünnung der 

DEX-Konzentration weiter abnahm. Da Dexamethason lichtempfindlich ist, wurden die 

Experimente lichtgeschützt durchgeführt. 

In einer 96 Well-Platte wurden 4ᵡ105 Monozyten pro Well ausgesät (siehe Ab-

schnitt 3.2.4). Diese wurden mit den jeweiligen DEX-Konzentrationen in Zellkulturme-

dium für 24 h inkubiert. Nach 24 h wurde der Überstand der Zellkulturen vorsichtig ent-

fernt. Es folgte eine 24-stündige Behandlung mit 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) in 

Zellkulturmedium, um die Monozyten zur Produktion und Freisetzung von Entzündungs-

mediatoren zu stimulieren. Es wurden Negativ- und Positivkontrollen mitgeführt. Für ers-

tere wurden Zellen in dexamethasonfreiem Zellkulturmedium inkubiert, welches 
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ebenfalls nach 24 h erneuert wurde. Für die Positivkontrolle wurden Zellen mit dexame-

thasonfreiem Zellkulturmedium 24 h vorbehandelt und im Anschluss mit LPS-haltigem 

Medium (10 ng/ml) stimuliert. 

Nach weiteren 24 h wurde der Zellkultur-Überstand vorsichtig abgenommen und 

bei -20°C bis zur Messung der Zytokinkonzentrationen (siehe Abschnitt 3.2.3) gelagert. 

Die Experimente wurden in sechs unabhängigen Versuchen jeweils in Duplikaten durch-

geführt. 

 

3.2.5.2 Untersuchung der entzündungssupprimierenden Wirkung der Partikel 

auf die LPS-getriggerte Entzündungsreaktion von Monozyten 

Es wurden Stammlösungen von 2 mg/ml der DEX-PLGA- und PLGA-Partikelformulie-

rungen in Zellkulturmedium hergestellt. Diese wurden genutzt, um die jeweils ge-

wünschte Konzentrationen an Partikeln herzustellen. Konzentrationen von 1 – 500 µg/ml 

beider Partikelformulierungen wurden in Zellkulturmedium verdünnt. 

Pro Well einer 96 Well-Mikrotiterplatte wurden 4ᵡ105 Monozyten (Abschnitt 3.2.4) ausge-

sät und mit den spezifischen Partikelkonzentrationen inkubiert. In der Negativ- und Po-

sitivkontrolle wurden die Zellen nur mit Zellkulturmedium behandelt. Nach 24 h wurde 

der Überstand vorsichtig entfernt und in jedes Well 200 µl 10 ng/ml LPS in Zellkulturme-

dium pipettiert. Für die Negativkontrolle wurde LPS-freies Zellkulturmedium verwendet. 

Die Zellen wurden im Anschluss für weitere 24 h inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Zellkulturüberstände vorsichtig abgenommen und bei -20°C bis zur Analyse der Zytokin-

konzentration (siehe Abschnitt 3.2.3) gelagert. Der Versuchsablauf erfolgte lichtge-

schützt. Die Versuche wurden in fünf unabhängigen Einzelexperimenten jeweils in Dup-

likaten wiederholt. 

 

3.2.6 Visualisierung der Partikel in der Monozytenzellkultur 

3.2.6.1 Raman-Spektroskopie 

Die Ramanmessungen wurden auf CaF2- Deckgläschen durchgeführt, um die Autofluo-

reszenz regulärer Glasdeckgläschen als Hintergrundsignal zu vermeiden. Damit die Zel-

len auf den speziellen Objektträgern anhafteten, wurden die CaF2- Deckgläschen vorher 

für 30 min mit 15 µl Poly-L-Lysin beschichtet.  
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Sterile CaF2-Deckgläschen wurden in 24-Well Platten eingebracht, mit 4ᵡ105 Monozyten 

(siehe Abschnitt 3.2.4) pro Well überschichtet und für 24 h in Zellkulturmedium inkubiert. 

Im Medium war hierbei jeweils eine Konzentration von 100 µg/ml der Partikelformulie-

rungen (DEX-PLGA-Partikel oder PLGA-Partikel) gelöst. Als Kontrolle dienten Zellen, 

welche mit partikelfreiem Medium behandelt wurden. Anschließend wurden die Deck-

gläschen zweimal vorsichtig mit PBS gewaschen und für 20 min mit 10 %iger Formalin-

lösung fixiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS. Bis zur Messung wurden die 

Objektträger in PBS-Puffer bei +4 °C gelagert. Die Messung selbst erfolgte ebenfalls in 

PBS-Puffer, um die Zellen vor thermischen Schäden durch die hohe Laserenergie wäh-

rend der Messungen zu schützen. 

Es wurden zunächst die Spektren von partikelfreiem Dexamethason und inerten PLGA-

Partikeln in Pulverform aufgenommen. Inerte PLGA-Mikropartikel und fixierte Monozyten 

wurden ebenfalls in PBS bzgl. ihrer jeweiligen Spektren vermessen.  

Zur Bestimmung des Dexamethasons in Partikeln wurden zunächst DEX-PLGA-Partikel 

auf Poly-L-Lysin-beschichteten CaF2-Deckgläschen 24 h in Zellkulturmedium inkubiert. 

Anschließend wurden sie hinsichtlich zwei verschiedener Spektren (Dexamethason und 

PLGA-Mikropartikel) in PBS vermessen. 

Die Aufnahme der Raman-Spektroskopie-Bilder erfolgte nach dem von Tolstik et al. 

(2014) beschriebenen Protokoll und deren Einstellungen mithilfe eines konfokalen Ra-

man-Mikroskops, welches mit einem luftgekühlten Argonionen-Laser ausgestattet war. 

Die Anregungswellenlänge betrug 785 nm. Das System wurde auf die 520,7 cm-1- Spekt-

rallinie von Silicium kalibriert. Die Fokussierung des Lasers auf die jeweilige Probe er-

folgte mit einem 60ᵡ/ NA 1,0 Wasserimmersionsobjektiv. Die Ramanspektralbilder der 

Zellen und der phagozytierten Partikel wurden im Spektralbereich zwischen 

200 – 4100 cm-1 in 1 µm-Schritten und einer Integrationszeit für jedes Spektrum von 1 s 

aufgenommen. Zusätzlich wurde ein Z-Stack durchgeführt. 

Die Analyse der erhobenen Spektraldaten der Proben erfolgte mittels der Software-Pa-

kete CytoSpec (CytoSpec Inc., US) und MatLab (MathWorks Inc., US) nach Tolstik et al. 

(2016).  

Nach dem Daten-Vorverarbeitungsprozess mittels CytoSpec-Software wurde eine un-

überwachte Extraktionsanalyse („vertex component analysis“ (VCA) oder „N-Finder 

Cluster Analysis“) mittels MathLab-Software durchgeführt. 
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3.2.6.2 ELYRA-Hochauflösungs-Mikroskopie (HR-SIM) 

Für diese Methode wurden 12 mm breite, mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckgläschen 

hoher optischer Qualität (VWR International, US) genutzt, um die Monozyten darauf zu 

inkubieren. Die Inkubation der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 3.2.6.1. Als Partikelformu-

lierungen wurden FITC-DEX-PLGA-Partikel verwendet, die das grünfluoreszierenden 

FITC (λex= 490 nm) enthielten. Nach der 24-stündigen Inkubation der Monozyten mit den 

Partikeln wurden die Überstände entfernt und anschließend die Plasmamembran der 

Zellen mit CellMask Deep Red (λex= 649 nm) nach Herstellerangaben gefärbt. Die Fär-

bung wurde mit der Fixierung der Zellen mit 10 %igem Formaldehyd in PBS gestoppt. 

Die Deckgläschen wurden dreimal mit PBS gewaschen, dann in einem Einbettungsme-

dium (ibidi Mounting Medium) mit dem benötigten Brechungsindex eingebettet und zum 

Schutz der Probe vor Austrocknung versiegelt.  

Die hochauflösende Fluoreszenzmikroskopie mit strukturierter Beleuchtung wurde mit 

einem ELYRA-S.1 optical microscopic-System (Carl Zeiss, Jena, DE) durchgeführt. Die 

mehrfarbig-fluoreszierenden Experimente wurden mit einer Anregungswellenlänge von 

488 nm und 642 nm (Gitterperioden von 28 µm bzw. 34 µm) durchgeführt. Es wurde ein 

63ᵡ/ NA 1,40 Öl-Immersionsobjekt (Carl Zeiss, Plan-Apo, Jena, DE) genutzt. Ein Z-Stack 

wurde ebenfalls durchgeführt. Die Bilder wurden mittels EMCCD-Array (iXon 885 from 

Andor, GB) aufgezeichnet und anschließend mit der ZEN 2010 Carl Zeiss-Software re-

konstruiert. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Partikelcharakterisierung 

Es wurden für diese Arbeit drei verschiedene Partikelformulierungen hergestellt: 

1. PLGA-Partikel, 2. DEX-PLGA-Partikel und 3. FITC-DEX-PLGA-Partikel. Diese wur-

den zunächst hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften (Größe, Ladung, 

Oberflächenstruktur, Beladung und Freisetzungsverhalten) charakterisiert. 

 

4.1.1 Partikelgrößenverteilung und Zetapotenzial 

Die Mittelwerte der Partikelgrößen der PCS-Messungen wurden mittels Verteilungsfunk-

tionen in Abbildung 4 dargestellt. Bei allen drei Formulierungen lagen bimodale Größen-

verteilungen vor. Ebenfalls angegeben wurden die Zetapotenziale, der mittlere hydrody-

namische Durchmesser (Z-Average) und die Polydispersitätsindices (PDI) der Partikel-

formulierungen. 

 

Abbildung 4: volumengewichtete Partikelgrößenverteilungen 

A1) FITC-DEX-PLGA-Partikel; A2) DEX-PLGA-Partikel; A3) PLGA-Partikel; Tabelle: Mittelwerte 
und Standardabweichungen (SD) von PDI, Z-Average & Zetapotenzial der Partikel-Formulierun-

gen, Mittelwerte aus n=9, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (SEM)  
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Die FITC-DEX-PLGA-Partikel wiesen den geringsten mittleren hydrodynamischen 

Durchmesser von 1393 nm ± 52 auf. Nur für diese Formulierung wurde zusätzlich eine 

Partikelfraktion von kleineren Nanopartikeln um 120 - 220 nm nachgewiesen. Die DEX-

PLGA-Partikel stellten mit 2044 nm ± 431 die größte Partikelformulierung dar. Bei allen 

Formulierungen handelte es sich um Mikropartikel mit einer mittleren Partikelgröße von 

circa 1,5 - 2 µm.  

Der ähnliche Polydispersitätsindex aller drei Partikelarten korrelierte mit der nicht auto-

matisierten Herstellungsmethode und zeigte, wie auch schon die Partikelgrößenvertei-

lungsfunktionen, eine breitere Distribution der Partikeldurchmesser. Trotzdem bewies die 

Ähnlichkeit der PDI einen reproduzierbaren Herstellungsprozess.  

Die Zetapotenziale aller Partikeltypen zeigten negative Ladungen, wiesen jedoch in den 

Messergebnissen starke Schwankungen der elektrokinetischen Potenziale auf. Für die 

FITC-DEX-PLGA-Partikel wurde das geringste elektrische Potenzial (-10,4 mV ± 4,3) 

gemessen, womit diese Partikelsorte die geringsten interpartikulären Abstoßungskräfte 

besaßen. 

 

4.1.2 Oberflächenstruktur und -beschaffenheit 

Die Morphologie der hergestellten Mikropartikel wurde mittels REM untersucht. 

 

Abbildung 5: repräsentative REM-Aufnahmen verschiedener Partikelformulierungen 

a) FITC-DEX-PLGA-Partikel, b) PLGA-Partikel, c-f) DEX-PLGA-Partikel, Maßstabsbalken im 
Bild angegeben 
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Die morphologischen Untersuchungen der Partikel zeigten unterschiedlich große, sphä-

rische Partikel mit einer leicht strukturierten, homogenen und wenig porösen Oberfläche 

(siehe Abbildung 5). Einzelne Partikel erschienen deformiert. Wie in Abbildung 5 zu se-

hen, lagerten sich die Partikel häufig zu Agglomeraten zusammen. Die in der PCS-Mes-

sung nachgewiesenen heterogenen Partikelgrößen, wie auch die mittlere Partikelgröße 

von 1,5 - 2 µm konnten mittels der REM-Untersuchungen bestätigt werden.  

Die gleichmäßige Partikelmorphologie zeigte, dass der jeweils integrierte Wirkstoff ho-

mogen im Partikel verteilt war und nicht zwei getrennte Phasen vorlagen. 

Die Ähnlichkeit der Partikelstruktur der unterschiedlichen Formulierungen bewies einen 

reproduzierbaren Herstellungsprozess. 

 

4.1.3 Verkapselungseffizienz und Gehaltsbestimmung 

Um die Effektivität der Herstellungsmethode bzgl. der möglichst vollständigen Verkapse-

lung des antiinflammatorischen Wirkstoffes (DEX) zu überprüfen, erfolgte die Untersu-

chung der Verkapselungseffizienz und des DEX-Gehaltes in den FITC-DEX-PLGA-Par-

tikeln mithilfe der Fluorimetrie. Für die nachfolgenden Experimente konnte somit die 

Menge an vorhandenem Dexamethason besser abgeschätzt werden. 

Um von der gemessenen Fluoreszenzintensität in der Probe auf eine spezifische Kon-

zentration rückschließen zu können, wurde eine Kalibrierfunktion (Abbildung 6) für das 

partikelfreie FITC-DEX erstellt.  

 

Abbildung 6: Kalibrierfunktion 

Mittelwerte aus n=3, Fehlerbalken zeigen SEM 

Anhand der linearen Kalibrierfunktion konnte für die nachfolgenden photometrischen Un-

tersuchungen der Gehalt an FITC-DEX in der Probe berechnet werden. Die Ergebnisse 



 

40 

 Ergebnisse 

der Gehaltsbestimmung von drei FITC-DEX-Partikelchargen sind in Tabelle 1 dargestellt. 

Die mittels des DEX-Gehaltes errechnete Verkapselungseffizienz ist dort ebenfalls an-

gegeben. 

Tabelle 1: Ergebnisse der Gehaltbestimmung von FITC-DEX in FITC-DEX-PLGA-Partikeln, n=3, 

DEX-Gehalt entspricht dem prozentualen Anteil an der Gesamtpartikelmasse  

Partikelcharge DEX-Gehalt (%) Verkapselungseffizienz (%) 

071116_2 6,46 71,1 

201016_1 4,24 46,6 

121016_2 5,96 65,6 

Mittelwert ± SD 5,56 ± 1,17 61,1 ± 12,8 

 

Ein mittlerer Dexamethasongehalt von 5,56 ± 1,17 % in den FITC-DEX-PLGA-Partikeln 

konnte mit dieser Herstellungsmethode erreicht werden. Bei einem theoretisch mögli-

chen DEX-Gehalt von 9,09 % entsprach dies einer mittleren Verkapselungsrate von 61,1 

± 12,8 %. Die einzelnen Partikelchargen wiesen deutliche Unterschiede bzgl. des DEX-

Gehaltes und der Verkapselungseffizienz auf.  

 

4.1.4 Freisetzungskinetik 

Die in vitro-Freisetzungskinetik wurde im Rahmen dieser Arbeit als pharmakokinetische 

Qualitätskontrolle verwendet. Sie gab unter anderem für die folgenden Versuchsreihen 

(siehe Abschnitt 3.2.5) Aufschluss, wie viel Dexamethason voraussichtlich in das Nähr-

medium freigesetzt werden kann ohne Berücksichtigung des Einflusses von zellulären 

Degradationsprozessen.  

Zunächst wurde die Fluoreszenzstabilität des partikelfreien Farbstoffs untersucht. Hier-

bei konnte über den Zeitraum der in vitro-Freisetzung von 15 Tagen eine Abnahme der 

Fluoreszenzintensität festgestellt werden. Diese wurde mittels der in Abbildung 7 ange-

gebenen logarithmischen Funktion beschrieben. Über diese Funktion konnte die Fluo-

reszenzintensitätsreduktion in Prozent ermittelt werden, wobei 100 % dem gemessenen 

Fluoreszenzwert von 5 min entsprachen. Diese Prozentangaben dienten wiederum der 

Berechnung der freigesetzten Dexamethasonkonzentration aus den Partikeln ohne die 

zeitbedingte Fluoreszenzminderung. 
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Abbildung 7: Fluoreszenzstabilitätsbestimmungen von partikelfreiem FITC-DEX 

Mittelwerte aus n=3; Fehlerbalken zeigen den SEM 

Nach Bereinigung der Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchung vom Verdünnungsef-

fekt (durch die Zugabe von frischem PBS) und von der zeitabhängigen Abnahme der 

Fluoreszenzemissionsintensität von FITC konnte für die FITC-DEX-PLGA-Partikel die in 

Abbildung 8 dargestellte Freisetzungskinetik ermittelt werden.  

 

Abbildung 8: in vitro-Freisetzungkinetik von FITC-DEX-PLGA-Partikeln in PBS (pH 7,4) 

Mittelwerte aus n=3; Fehlerbalken zeigen den SEM 

Die hergestellten Partikel wiesen einen starken Burst-Effect auf, sodass bereits nach 1 h 

im Mittel 31 % des FITC-DEX aus den Partikeln freigesetzt war.  

Innerhalb des darauffolgenden Zeitraums zwischen 1 h und 12 h zeigte sich eine verzö-

gerte Abgabe, die als Plateau beschrieben werden konnte. In dieser Phase wurden le-

diglich weitere 4,7 % des FITC-DEX freigesetzt. Danach war ein kontinuierlicher Wirk-

stoffanstieg messbar (12 h – 173 h), innerhalb dessen weitere 40 % des Wirkstoffes 
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freigesetzt wurden. Am 3. und 4. Tag der Freisetzung konnte ein Absinken der FITC-

DEX-Konzentration vermerkt werden. Nach 7 Tagen stellte sich erneut ein Plateau in der 

Wirkstofffreigabe ein. Nach 15 Tagen war eine mittlere Freisetzung von 77 % des ent-

haltenen Wirkstoffes erreicht.  

Die Bestimmung der pH-Werte der tagesaktuellen Proben zeigten keinen Farbumschlag 

des Lackmuspapiers und damit keine Veränderungen, sodass keine Korrektur erfolgen 

musste. 

 

4.2  Biokompatibilität nach ISO-Norm 

4.2.1 Hämokompatibilität 

Das Auftreten von Wechselwirkungen zwischen humanen Erythrozyten und Partikeln 

wurde anhand der Hämolyseaktivität (Hämolyse-Assay) und der Agglomerationspotenz 

(Erythrozytenaggregationsassay) der Partikel untersucht. 

Hämolyseaktivität 

Eine Hämoglobinfreisetzung von < 2 % wurde als nicht hämolysierend klassifiziert. 

2 - 5 % gelten als schwach hämolytisch. Von einer hämolysierenden Wirkung spricht 

man ab 5 % gemäß des ASTM F756‐08 Standards (ASTM-F756 2008). Diese Grenzen 

wurden in Abbildung 9 dargestellt.  
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Abbildung 9: Darstellung der konzentrationsabhängigen Hämolysewirkung der Partikel 
(DEX-PLGA- & PLGA-Partikel im Vergleich) auf Erythrozyten; 0 µg/ml = Negativkontrolle (Be-
handlung mit PBS pH 7,4)≙ 0 % Hämolyse; nicht dargestellt wurde die Positivkontrolle (Behand-

lung mit 1 % Triton X-100)≙ 100 % Hämolyse; Markierungslinien zeigen die Grenzeneinteilung 
für Hämolyse; Mittelwerte aus n=3; Fehlerbalken zeigen den SEM 

Alle getesteten Konzentrationen von 1 µg/ml – 1 mg/ml verursachten keine Schäden an 

der Erythrozytenmembran, sodass kein unphysiologisch freigesetztes Hämoglobin nach-

zuweisen war und die in der Literatur als „nicht hämolysierend“-angegebene Grenze von 

< 2 % Gesamthämolyse nicht überschritten wurde. Die Hämoglobinfreisetzung der Ein-

zelmessungen lag zwischen -0,9 % bis 2,1 % der vollständigen Freisetzung der Positiv-

kontrolle bei Zelllyse.  

Die DEX-PLGA-Partikel zeigten dabei eine minimal höhere Hämolyserate als die inerten 

PLGA-Partikel. Die DEX-PLGA-Partikel erzielten dennoch keine unphysiologischen Wir-

kungen auf Erythrozyten, sodass dieser Effekt bei einer pharmakologischen Partikel-

Therapie zu vernachlässigen wäre.  

Mithilfe des Hämolyse-Assays konnte nachgewiesen werden, dass die Partikelformulie-

rungen in allen getesteten Konzentrationen keine hämolytische Potenz aufwiesen. 

 

Erythrozytenaggregation 

Die konzentrationsabhängigen Einflüsse der DEX-PLGA- und PLGA-Partikel auf die 

Erythrozytenagglomeration gesunder Spender wurden in Abbildung 10 repräsentativ vi-

sualisiert. 
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Abbildung 10: repräsentative Aufnahmen aus der Versuchsreihe der Erythrozytenaggre-
gationsassays; oben links: Negativkontrolle (Behandlung mit PBS pH 7,4); oben rechts: Posi-
tivkontrolle (Behandlung mit 30 µg/ml 25 kDa bPEI); Darstellung der Erythrozytenaggregation 
unter Behandlung mit den DEX-PLGA- und PLGA-Partikelformulierungen in verschiedenen Kon-
zentrationen (1 µg/ml – 1mg/ml) 

Unter Behandlung der Erythrozyten mit PBS (Negativkontrolle) konnte keine Zellaggre-

gation beobachtet werden. Die Behandlung mit bPEI (Positivkontrolle) führte hingegen 

zur Ausbildung von Erythrozytenaggregationen (Geldrollenphänomen/Rouleau-Forma-

tion siehe Abbildung 10 oben rechts). Für alle getesteten Partikelkonzentrationen konnte 
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keine Erythozytenagglomeration nachgewiesen werden. Die Erythrozyten blieben allein-

stehend und behielten ihre bikonkave Form. Trotz der in Abbildung 10 sichtbaren Über-

ladung des Zellkulturgefäßes mit Partikeln bei der Behandlung mit hohen Partikelkon-

zentrationen (250 µg/ml – 1 mg/ml) trat keine Rouleau-Formation der Hämozyten auf. 

Die Partikel zeigten keine Tendenz einen Agglomerationseffekt auf Erythrozyten auszu-

lösen. 

Die Partikel können im Rahmen dieser Reaktionstests als hämokompatibel eingestuft 

werden. 

 

4.2.2 In vitro-Zytotoxizität 

Um potentielle Zellschädigung und eine damit verbundene Gefährdung von Geweben 

durch die in dieser Arbeit synthetisierten Mikropartikel einzuschätzen, wurden Zytotoxi-

zitätsuntersuchungen durchgeführt. Zellkulturen reagieren sehr empfindlich auf toxische 

Substanzen. Dennoch können diese bisher nicht vollständig in vivo-Versuche ersetzen. 

Sie liefern jedoch erste Erkenntnisse bzgl. der biologischen Kompatibilität der hergestell-

ten Formulierungen. Die Zellkultur wird hierbei mit den zu testenden Partikelformulierun-

gen konfrontiert.  

Für das in vitro-Screening der Zytotoxizität wurden isolierte humane Monozyten verwen-

det, da es sich bei diesen Zellen um die physiologischen Vorgängerzellen von Makro-

phagen handelt, die in zukünftigen Anwendungsmodalitäten die Zielzellen für diese Par-

tikeltherapie darstellen sollen. 

 

Zellviabilität (MTT-Test) 

Der MTT-Assay misst die Zelllebensfähigkeit der Zellkultur anhand der Zellaktivität. Nur 

lebensfähige Zellen, die keiner Schädigung durch die zweitägige Partikelbehandlung un-

terlagen, können diese Aktivität ausüben. Eine erhaltene metabolische Aktivität von 

> 70 % wurde gemäß ISO 10993-5 als nicht zytotoxisch angenommen. In Abbildung 11 

wurde die metabolische Aktivität der Monozyten bei Behandlung mit den jeweiligen Par-

tikelformulierungen in verschiedenen Konzentrationen dargestellt. In der Negativkon-

trolle wurde die basale Stoffwechselaktivität der Mitochondrien von unbehandelten Mo-

nozyten untersucht und als 100 % Zellviabilität festgesetzt. 



 

46 

 Ergebnisse 

 

Abbildung 11: metabolische Aktivität nach Inkubation der humanen Monozyten mit 
verschiedenen Konzentrationen beider Partikelformulierungen (DEX-PLGA- & PLGA- 
Partikel im Vergleich); NC= Negativkontrolle (keine Partikelbehandlung)≙ 100 % Zellviabilität; 
Markierungslinie gilt als Zytotoxizitätsgrenze; Mittelwerte aus n=3; Fehlerbalken geben den SEM 

an 

Für beide Partikelformulierungen (DEX-PLGA- & PLGA-Partikel) konnte in keiner Kon-

zentration eine Unterschreitung der metabolischen Aktivität unterhalb von 70 % der Ne-

gativkontrolle festgestellt werden. Die Zellviabilität wurde durch die zweitägige Konfron-

tation mit den Partikeln nicht negativ beeinflusst.  

Stattdessen zeigte sich mit steigender Partikelkonzentration ein Anstieg der metaboli-

schen Aktivität der Monozyten, welcher nochmals verstärkt bei den inerten PLGA-Parti-

keln auftrat. Dieser Anstieg war für die PLGA-Partikel ab einer Konzentration von 

10 µg/ml nachweisbar (107 %). Für die DEX-PLGA-Partikel erhöhte sich die metaboli-

sche Aktivität im Vergleich zur Negativkontrolle erst ab einer Konzentration von 50 µg/ml 

(105 %). 

Die höchste getestete Partikelkonzentration von 500 µg/ml verursachte einen Anstieg 

des Zellmetabolismus auf 151 % (DEX-PLGA-Partikel) und 175 % (PLGA-Partikel) des 

Wertes der Negativkontrolle. 

 

Zytotoxizität (LDH-Assay) 

Die durch einen Membrandefekt bedingte, quantitative Freisetzung der LDH aus den pri-

mären Monozyten wurde mittels LDH-Zytotoxizitäts-Assay bestimmt. Dieses stabile, lös-

liche, intrazelluläre Enzym wird in den Extrazellularraum freigegeben, wenn die 
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Zellmembranintegrität auf irgendeine Weise beeinträchtigt oder geschädigt wird. Dies gilt 

als früher Marker für Zelltod. Untersucht wurde hierbei, ob die hergestellten Partikelfor-

mulierungen (DEX-PLGA- und PLGA-Partikel) einen zytotoxischen Effekt auf die huma-

nen Primärzellmembranen vorweisen. Ob dieser konzentrationsabhängig ist, wurde mit-

tels jeweils unterschiedlichen Partikelmengen im Zellkulturmedium untersucht. Die ba-

sale LDH-Freisetzung von Monozyten unter diesen zweitägigen Kulturbedingungen in 

Zellkulturmedium mit 1 % FCS wurde in der Negativkontrolle bestimmt. Sie wurde für die 

Kalkulation als vollständige Membranintegrität mit 0 % LDH-Freigabe festgesetzt. Zur 

Messung der maximalen LDH-Freisetzung bei vollständiger Plasmamembranzerstörung 

und Zelllyse wurden die Monozyten wie in der Negativkontrolle behandelt, nach diesen 

zwei Tagen jedoch vollständig lysiert und vermessen. Dies entsprach einer 100 %igen 

LDH-Freisetzung. Eine LDH-Freisetzung von mehr als 10 % der maximalen LDH-Frei-

setzung wurde gemäß ISO 10993-5 als Grenze zur Zelltoxizität angesehen. Die Mittel-

werte der jeweiligen Messbedingung wurden in Abbildung 12 dargestellt. 

 

Abbildung 12: LDH-Freisetzung aus Monozyten durch die Behandlung mit unterschiedli-
chen Konzentrationen beider Partikelformulierungen (DEX-PLGA- & PLGA -Partikel im 
Vergleich); NC= Negativkontrolle (keine Partikelbehandlung)≙ 0 % LDH-Freisetzung; nicht dar-
gestellt wurde die Positivkontrolle (Zelllyse)≙ 100 % LDH-Freisetzung; Markierungslinie gilt als 
Zytotoxizitätsgrenze; LoD (Limit of Detection)= Nachweisgrenze; Mittelwerte aus n=3; Fehlerbal-
ken geben den SEM an 

Die LDH-Freisetzung beider Partikelformulierungen befand sich nach der Behandlung 

mit den Partikelkonzentrationen von 1 – 250 µg/ml unterhalb der festgesetzten Grenze 

von 10 %. Es wurden für beide Partikelsorten mittels Berechnung negative LDH-Mengen 
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im Überstand bestimmt. Da dies physiologisch unrealistisch ist und auf eine rechenkal-

kulatorische Ursache zurückzuführen ist, wurden diese Werte einer 0 %igen Freisetzung 

gleichgesetzt und in der graphischen Darstellung (Abbildung 12) als „unterhalb der De-

tektionsgrenze“ vermerkt.  

Für die Partikelkonzentration von 500 µg/ml wurde für beide Formulierungen ein Anstieg 

der LDH-Freisetzung festgestellt. Die Messwerte der inerten PLGA-Partikel-Formulie-

rung blieben unterhalb der Zytotoxizitätsgrenze und gelten daher als nicht zellmembran-

zerstörend. Auch der Mittelwert der LDH-Freisetzung nach der Behandlung mit 

500 µg/ml DEX-PLGA-Partikel lag mit 9,9 % unterhalb dieser Grenze und würde als nicht 

zytotoxisch gelten. Eine einzelne Messung der drei unabhängigen Einzelbestimmungen 

für die DEX-PLGA-Partikel-Formulierung erreichte jedoch einen Wert von 14,5 % und gilt 

damit als zytotoxisch. Eine beginnende Zytotoxizität für Konzentrationen ab 500 µg/ml 

der DEX-PLGA-Partikel-Formulierung bliebe zu diskutieren. 

Die Untersuchungen der Interaktion der Partikelkonzentrationen mit dem Reagenz des 

LDH-Assays ergaben Absorptionswerte der Proben, die in etwa den Leerwerten entspra-

chen. Eine Beeinflussung der Messungen durch die Anwesenheit der Partikel an sich 

konnte somit ausgeschlossen werden. Diese Daten wurden hier nicht aufgeführt. 

 

4.3  Nachweis der pharmakologischen Aktivität 

4.3.1 Dexamethason-Dosis-Wirkungs-Kurve 

Der konzentrationsabhängige, entzündungssupprimierende Effekt von Dexamethason 

auf die LPS-getriggerte Zytokinfreisetzung (TNF-α) von Monozyten sollte getestet wer-

den, um die halbmaximale inhibitorische Konzentration von Dexamethason zu bestim-

men. Die Ergebnisse dieser Dexamethason-Dosis-Wirkungs-Kurve wurden in Abbildung 

13 dargestellt. 
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Abbildung 13: (a) dosisabhängiger Effekt von Dexamethason auf die LPS-induzierte TNF-α-
Sekretion von humanen Monozyten; (b) Dosis-Wirkungs-Kurve der in (a) dargestellten Ergeb-
nisse mit der mittleren Hemmkonzentration (IC50) in mM; Mittelwerte aus n=6; Fehlerbalken ge-
ben den SEM an; NC= Negativkontrolle (Zellen kultiviert in Abwesenheit von LPS und DEX); PC= 
Positivkontrolle (Zellen mit 10 ng/ml LPS stimuliert ohne DEX) 

Die basale TNF-α-Sekretion der Monozyten, die keine Stimulation durch LPS erhielten, 

war mit dem durchgeführten ELISA nicht detektierbar.  

Eine inflammatorische Antwort von Monozyten konnte durch LPS hervorgerufen werden. 

Durch die 24-stündige Stimulation der Monozyten verschiedener Spender mit 10 ng/ml 

LPS konnte eine Freisetzung von Zytokinen induziert werden, die im Mittel 4499,97 ± 

1185,37 pg/ml betrug.  

Ebenfalls nachweisbar war die konzentrationsabhängige Induktionshemmung dieser 

Freisetzung durch die prophylaktische Dexamethasongabe vor dem gesetzten LPS-

Reiz. Mit den höheren Dexamethasonkonzentrationen von 10-6 - 10-4 mM konnte eine 

Senkung der TNF-α-Sekretion um bis zu 64 % im Vergleich zur Positivkontrolle erreicht 

werden. Eine Reduktion auf das basale Level der Negativkontrolle konnte mit den getes-

teten Konzentrationen nicht erreicht werden. Mit abnehmender Dexamethasonkonzent-

ration war ein Anstieg der TNF-α-Freisetzung der Monozyten festzustellen. Bei der nied-

rigsten getesteten Dexamethasonkonzentration von 10-8 mM wurde nur noch eine Re-

duktion um ca. 18 % erreicht. Mithilfe der logarithmischen Dosis-Wirkungs-Kurve (Abbil-

dung 13b) konnte die mittlere inhibitorische Konzentration von Dexamethason auf Mo-

nozyten, die 24 h mit LPS stimuliert wurden, ermittelt werden. Die IC50 lag bei 10-7,416 mM 

Dexamethason. Unter Einbezug der molaren Masse von DEX ergibt sich rechnerisch 

eine Konzentration von circa 15,1 ng/ml. 
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4.3.2 Untersuchung der pharmakologischen Aktivität der Partikel auf die 

LPS-induzierte Entzündungsreaktion von Monozyten 

Der inflammationssupprimierende Effekt, der bei der Behandlung mit unverkapseltem 

Dexamethason in Lösung nachgewiesen werden konnte, sollte in dieser Versuchsreihe 

für die mit Dexamethason beladenen Mikropartikel untersucht werden. Diese biologische 

Wirkung der antiinflammatorischen DEX-PLGA-Partikel wurde im Vergleich zu den iner-

ten PLGA-Partikeln getestet. Hierbei wurde nicht unterschieden, ob die Substanz vom 

Partikel freigesetzt wurde und in Lösung auf die Zellen wirkte oder ob der ganze Partikel 

samt eingeschlossenem Dexamethason von den Monozyten phagozytiert wurde und 

dadurch seine intrazelluläre Wirkung erzielte. Für diese Experimente könnte beides der 

Fall sein. 

Die isolierten Monozyten wurden anstelle des gelösten Dexamethason nun mit den bei-

den Partikelformulierungen unter denselben Versuchsbedingungen wie in Abschnitt 

3.2.5.1 kultiviert: zuerst erfolgte eine 24-stündige prophylaktische Behandlung mit den 

zwei verschiedenen Mikropartikelsorten (DEX-PLGA- und PLGA-Partikel) in unter-

schiedlichen Konzentrationen, anschließend folgte die Entzündungsinduktion durch 

10 ng/ml LPS für weitere 24 h. Da die Partikel mit der ersten Überstandsentfernung nicht 

von den Zellen abgewaschen wurden, verblieben sie während der LPS-Behandlung in 

unbekannter Konzentration auf den Zellen. Die im Überstand mittels ELISA quantitativ 

bestimmte Konzentration der Zytokine TNF-α und IL-6 sind in Abbildung 14 dargestellt. 
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Abbildung 14: Darstellung der Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen von PLGA-Partikel 
(rot) und DEX-PLGA-Partikel (blau) in µg/ml auf die Sekretion der Zytokine (a) TNF-α und (b) 
IL-6 von LPS-getriggerten Monozyten; Mittelwerte aus n=5 ± SEM; NC= Negativkontrolle (Zellen 
kultiviert in Abwesenheit von LPS und Partikel); PC= Positivkontrolle (Zellen mit 10 ng/ml LPS 
stimuliert ohne Partikel) 

In der Negativkontrolle zeigten die Zellen keine (TNF-α) oder eine nur minimale (IL-6) 

basale Zytokinfreisetzung, wenn sie keine Stimulation durch LPS oder Partikel erhielten. 

In der Positivkontrolle konnten im Mittel Zytokinfreisetzungen von 3037 pg/ml (TNF-α) 

und 6767 pg/ml (IL-6) durch die LPS-Stimulation induziert werden.  

Bei der Behandlung der Monozyten mit unterschiedlichen DEX-PLGA-Partikelkonzent-

rationen (1 – 500 µg/ml) konnte für alle getesteten Konzentrationen eine Reduktion der 

Zytokinfreisetzungen im Vergleich zur Positivkontrolle festgestellt werden. Dies galt für 

beide getesteten Zytokine (TNF-α und IL-6). Die Unterdrückung der freisetzungsinduzie-

renden Reaktionen in der Zelle gelang hierbei für TNF-α stärker als für IL-6. So konnte 

für TNF-α eine Freisetzungsreduktion um bis zu 91 % bereits ab einer Partikelkonzent-

ration von 5 µg/ml erreicht werden. Bei IL-6 gelang eine maximale Senkung von ca. 

61 %, die erst mit einer höheren Partikelkonzentration von 100 µg/ml erreicht wurde. 

Eine Entzündungsinhibition, die auf den Ausgangswert der monozytären Zytokinproduk-

tion zurückführte, konnte durch die antiinflammatorischen Partikel nicht erlangt werden. 

Die inerten PLGA-Partikel, die keinen antiinflammatorischen Wirkstoff enthielten, zeigten 

diesen entzündungshemmenden Effekt nicht. Anders als erwartet konnte sogar eine ver-

stärkte Zytokinabgabe der Monozyten nachgewiesen werden, die mit steigender Parti-

kelkonzentration zunahm. Dies stellte sich für beide getesteten Zytokine heraus. Bei der 

höchsten Partikelkonzentration von 500 µg/ml stieg die TNF-α-Freisetzung auf 178 % 
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des Wertes der Positivkontrolle an. Die IL-6-Freisetzung belief sich sogar auf 208 % des 

Referenzwertes.  

Dieser Trend der ansteigenden Zytokinabgabe konnte in stark verminderter Form auch 

für die DEX-PLGA-Partikel dargestellt werden. Trotz der vordergründigen Freisetzungs-

reduktion konnte mit steigender Partikelkonzentration ein erneuter geringer Zytokinan-

stieg im Überstand detektiert werden. Obwohl mit zunehmender Partikelkonzentration 

auch eine erhöhte Dexamethasonkonzentration einherging, schien eine stärkere Stimu-

lation der Monozyten aufzutreten. 

 

4.4  Visualisierung der Mikropartikel in der Monozytenkultur  

4.4.1 Raman-Spektroskopie 

Um eine Internalisierung der hergestellten Partikel in die Monozyten nachzuweisen, 

wurde als eine Methode die Raman-Spektroskopie gewählt.  

Zur Erzeugung von Referenzspektren für die spätere bildaufarbeitende Cluster-Analyse 

wurden zuerst die zu differenzierenden Substanzen ramanspektroskopisch vermessen. 

In Abbildung 15 wurden die Referenzspektren für inerte PLGA-Mikropartikel und Dexa-

methason (jeweils in Pulverform), welche sich nach wiederholten Messung abzeichne-

ten, dargestellt.  

 

Abbildung 15: Raman-Referenzspektren der Partikelmaterialien (PLGA-Partikel & Dexame-
thason) in Pulverform in der Spektralregion 200 – 3100 cm-1; Pfeile zeigen typische Spektralban-
den für Dexamethason 

Die blauen Pfeile in Abbildung 15 zeigen die sich als charakteristisch für Dexamethason 

darstellenden Spektralbanden. Die Konzentration des gelösten Dexamethasons lag un-

terhalb der Nachweisgrenze des Raman-Spektrometers, sodass Dexamethason nicht in 
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Lösung vermessen werden konnte. Daher wurden diese markierten Spektralbanden ge-

nutzt, um Dexamethason im Partikel bei der Untersuchung der DEX-PLGA-Partikel in 

PBS ausfindig zu machen. 

Auf die spezifischen Spektralbanden des PLGA-Partikels wurde in Abbildung 17e einge-

gangen. 

Es wurde zudem untersucht, ob das im Partikel verkapselte Dexamethason ebenfalls 

mittels Raman-Spektroskopie darstellbar wäre. In Abbildung 16c wurden die dafür benö-

tigten Referenzspektren der Clusteranalyse von DEX-PLGA-Partikeln nach 24-stündiger 

Inkubation in Lösung dargestellt. Die erfassten Spektren der gelösten Substanzen wi-

chen von denen der Pulverform (Abbildung 15) ab. Allerdings konnten im Partikelzentrum 

mithilfe der Clusteranalyse eine vom restlichen PLGA-Partikel-Spektrum abweichende 

Substanz ausfindig gemacht werden, die in zwei spezifischen Spektralbändern mit pulv-

rigem Dexamethason übereinstimmte (Pfeile in Abbildung 15 und 16c vergleichen) und 

damit als solches definiert wurde. 

 

Abbildung 16: DEX-PLGA-Mikropartikel nach 24 h Inkubation in RPMI-Medium; (a) Lichtmikro-
skopbild; (b) N-Finder Cluster- Analyse des vermessenen DEX-PLGA-Partikels mit unterschied-
licher Farbkodierung von PLGA (hellblau) & Dexamethason (blau); (c) Ramanreferenzspektrum 
des Mikropartikel- und Dexamethason-Clusters, farbliche Markierung entsprechend Bild (b), 
Pfeile zeigen wiedergefundene Spektralbanden von Dexamethason aus Abbildung 15 

Anhand der Clusteranalyse und der verschiedenfarbigen Kodierung konnte die in Abbil-

dung 16b gezeigte Verteilung von Dexamethason im DEX-PLGA-Partikel detektiert wer-

den. Dexamethason konnte nach 24-stündiger Inkubation in Zellkulturmedium nur im 

Zentrum des Partikels in detektierbarer Konzentration nachgewiesen werden.  

Im zweiten Teil des Versuchs wurde die Penetration der Partikel in Monozyten unter-

sucht. Es galt nachzuweisen, dass die hergestellten Mikropartikel von den isolierten Mo-

nozyten internalisiert werden. Der Ablauf dieser Datengewinnung wurde bildlich in Abbil-

dung 17 dargestellt. 
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Abbildung 17: (a) durchlichtmikroskopische Aufnahme von Monozyten mit DEX-PLGA-Mikro-
partikel, (b) Vergrößerung einer vermessenen Zelle, Partikel sichtbar; (c) Raman-Spektroskop-
Bild der CH-Stretching-Region eines Monozyten mit Partikel in 2D (oben) und Z-Stack (unten); 
(d) N-Finder Cluster-Analyse des selben Ausschnittes wie (c) mit Farbkodierung von PLGA-Par-
tikel (blau) und Zelle (rot) in 2D und Z-Stack; (e) korrespondierende Raman-Referenzspektren 
der Cluster aus (d) für DEX-PLGA-Partikel (blau, oben) und Monozyten (rot, unten) in der Spekt-
ralregion 200-3100 cm-1, Pfeile zeigen typische Spektralbanden für PLGA-Partikel (blau) und bi-
ologische Zellen (rot) 

Mithilfe der durchlichtmikroskopischen Ansicht (Abbildung 17a & b) wurden einzelne Zel-

len fokussiert und hinsichtlich ihrer Raman-Streuung vermessen. Dies ergab ein Bild mit 

der Darstellung der CH-Stretching-Region (Abbildung 17c). Daraus konnten mittels VCA-

Datenanalyse im Durchschnitt zwei Cluster differenziert werden. Dabei wurde zwischen 

zwei Referenzspektren (Abbildung 17e) unterschieden, die sicher von den umgebenden 

Signalen abzugrenzen waren. In der Rekonstruktion konnten diese Cluster unterschied-

lich farblich kodiert werden, sodass sich Bilder, wie z.B. das in Abbildung 17d gezeigte, 

ergaben.  

Das eine Cluster (rot) war repräsentativ für einen Zellkörper und reflektierte die Protein-

zusammensetzung von Zellen. Die entsprechenden Ramanbanden (in Abbildung 17e mit 

roten Pfeilen markiert) konnten den Schwingungen von Protein und ihren chemischen 
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Bindungen zugeordnet werden. Beispielsweise entspricht das Ramanband um 

1662 cm-1 den C=O-Teil der Amidbindungen und das um 1440 cm-1 den Deformations-

schwingungen von CH2- Gruppen.     

Das Signal der Mikropartikel konnte als PLGA-typisch identifiziert werden. Als starke 

spezifischen Ramanbanden konnten hier die Bereiche um 872 cm-1 als Vibration der 

C-COO-Verbindung der Milchsäure, um 1768 cm-1 als Carbonylgruppe der PLGA-Ester-

Bindung, sowie zusätzlich 1046 cm-1, 1129 cm-1 und 1453 cm-1 (mit blauen Pfeilen in 

Abbildung 17e markiert) gefunden werden (Schrader 1995). 

In diesen Messungen nicht detektierbar war das Referenzspektrum von Dexamethason. 

Dexamethason konnte damit kein Cluster bilden und in den Partikeln oder in den Zellen 

bildlich nicht dargestellt werden. 

Anhand dieser Datenverarbeitung wurde nun ein Bild generiert, welches die Partikello-

kalisation in der Zelle zeigte. Die Partikel lagerten der Zellen dabei nicht nur auf oder 

hafteten an der Plasmamembran. Durch die zusätzliche Darstellung der Tiefe im Z-Stack 

konnten die Partikel als in die Zelle integriert nachgewiesen werden. Wie beispielhaft in 

Abbildung 17d gezeigt, konnten meist drei oder mehr Partikel in den Monozyten nach-

gewiesen werden.  

In Tabelle 2 wurden weitere Raman-Messungen dargestellt, die das Ergebnis untermau-

ern.   

Tabelle 2: repräsentative Darstellung von Raman-Referenzspektren und farblich kodierter N-
Finder Cluster Analyse (blau= DEX-PLGA-Mikropartikel; rot= Zelle) fünf vermessener Zellen in 
X*Y (2D)-Darstellung und Z-Stack 

 X*Y Map X*Y Spektrum Z-Stack-Map Z-Stack Spektrum 

Z
e
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4.4.2 ELYRA-Hochauflösungsmikroskopie (HR-SIM) 

Als zweite Methode zur Visualisierung der Partikellokalisation in Monozyten wurde die 

hochauflösende, strukturiert beleuchtete Fluoreszenzmikroskopie gewählt. Hierfür wur-

den zwei Fluoreszenzfarbstoffe ausgewählt, deren Absorption- und Emissionsspektren 

sich wenig überschneiden, damit eine sichere und valide Trennung der verschiedenen 

Organellen im Kontext der Bildverarbeitung erfolgen kann. Im Versuch wurden fluores-

zierende FITC-DEX-Partikel mit Monozyten über 24 h inkubiert. Die Plasmazellmembran 

wurde ebenfalls mit einem fluoreszierenden Farbstoff (CellMaskTM Deep Red Plasma 

membrane stain) gefärbt, um die Zellgrenzen sichtbar zu machen.  

Repräsentative Aufnahmen in drei Ebenen (Abbildung 18) konnten die Lokalisation der 

Partikel im Zytoplasma nachweisen. Wie schon in Abschnitt 4.4.1 beschrieben, wurden 
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hier ebenfalls mehrere Partikel pro Zelle detektiert. Eine Übereinstimmung mit den er-

zeugten Raman-Bildern lag demnach vor. 

Die Partikelmatrix (PLGA) war dabei nicht sicher zu differenzieren, da sie keine spezielle 

Fluoreszenz aufweist. Fluoreszierend war nur der im Partikel enthaltene Wirkstoff Dexa-

methason, der in Abbildung 18 grün dargestellt wurde. Die runde Form und der entspre-

chende Durchmesser von ca. 2 µm erlaubte die Annahme, dass es sich um Partikel han-

delte. Ein grünlicher Schimmer, der sonst rot dargestellten Plasmamembran zeigte das 

Vorhandensein von freiem, nicht partikelgebundenem Dexamethason ubiquitär auf der 

Zelloberfläche verteilt an. 

 

Abbildung 18: repräsentative Fluoreszenz-HR-SIM-Mikroskopbilder von Monozyten, welche 
24 h mit FITC-DEX-PLGA-Partikeln inkubiert wurden; Zytoplasmamembran, gefärbt mit Cell-
Mask Deep Red, wird rot dargestellt; Fluorescein-Dexamethason in den Partikeln ist grün ge-
kennzeichnet, Z-Stack zusätzlich dargestellt; Maßstabsbalken entspricht 2 µm 
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5. Diskussion 

Zentrales Ergebnis der Studien ist, dass DEX-haltige Mikropartikel von humanen Mo-

nozyten, die aus peripherem Blut isoliert wurden, aufgenommen werden. Eine LPS-in-

duzierte Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 kann durch die 

wirkstoffhaltigen Partikel effektiv supprimiert werden. Die Partikel zeigen sich in den bio-

logischen Experimenten jedoch nicht inert, denn in hohen Konzentrationen veranlassen 

sie eine Aktivierung der Monozyten. 

 

Für diese Arbeit wurden drei unterschiedliche Mikropartikeltypen hergestellt: 1. PLGA-

Partikel, 2. DEX-PLGA-Partikel und 3. FITC-DEX-PLGA-Partikel.  

Die PLGA-Partikel, die nur aus dem Polymer PLGA bestanden und keinen Wirkstoff ent-

hielten, dienten dem biologischen und morphologischen Vergleich zu den in dieser Arbeit 

untersuchten Partikeln. Diese wurden genutzt, um die Wirkung der verwendeten Träger-

materialen (PLGA, Lösungsmittel) auf biologische Systeme zu testen, um einen Ver-

gleich für die Wirksamkeit der wirkstoffbeladenen Partikel zu haben und um zu testen, 

welche Einflüsse das Dexamethason auf die Morphologie und die Eigenschaften der 

Partikel hat. Die in dieser Studie zu untersuchenden Partikel waren die wirkstoffhaltigen 

FITC-DEX-PLGA- und DEX-PLGA-Partikel. Diese enthielten als biologisch aktive Sub-

stanz Dexamethason. Um dieses sensitiv quantifizierbar (fluorimetrische Quantifizie-

rung) und sichtbar (HR-SIM) zu machen, wurde für die FITC-DEX-PLGA-Partikel Dexa-

methason verwendet, an welches FITC kovalent gebunden war. Hierbei handelt es sich 

um einen etablierten, standardisierten Fluorophor, welcher mit üblichen Fluoreszenzmik-

roskopen und Fluorimetern detektierbar ist.  

 

5.1 Physikochemische Partikelcharakterisierung 

Die physikochemischen Eigenschaften der Partikel bedingen stark die pharmakokineti-

sche Biodistribution, die Pharmakodynamik, die Biokompatibilität und die therapeutische 

Effizienz. Dazu gehören Partikeleigenschaften wie Größe, Form, Oberflächenladung 

(Zetapotential), Oberflächenstruktur und -chemie (z.B. reaktive Gruppen, Liganden für 

Rezeptoren) und der Applikationsweg (Aggarwal et al. 2009). Ebenfalls bewirken sie die 

Adsorption von Proteinen an der Partikeloberfläche (Protein-Corona) (Cedervall et al. 
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2007), wobei sich diese beide Komponenten wechselseitig stark beeinflussen und weit-

reichende pharmakotherapeutische Bedeutung haben (Mahmoudi et al. 2011).  

Es handelt sich bei den physikochemischen Eigenschaften um variierbare Kernfunktio-

nen des Disease-Targetings. Eine genaue Kenntnis und eine angepasste Modifikation 

dieser zur Erschaffung eines optimierten, intelligenten DDS ist essentiell, um ihre Wir-

kungen und ihr Verhalten in vivo nutzbar und kontrollierbar zu machen. Dabei bleibt die 

Kombination der verschiedenen partikulären Merkmale als pharmazeutische Ansatzstra-

tegien notwendig, um den Erfolg des Disease-Targetings mittels Dexamethason-belade-

ner Mikropartikel im komplexen System des Magen-Darm-Traktes entscheidend zu be-

einflussen und zu potenzieren.  

Dafür wäre zukünftig eine präzise Partikelherstellung im großen Maßstab, wie beispiels-

weise die „Particle replication in nonwetting templates“ (PRINT)-Technologie, benötigt. 

Mittels dieser neuen Technik können definierte Partikelmerkmale (z.B. Größe, Form, 

chemische Zusammensetzung, Ladung und spezielle Oberflächenmodifikationen) für ein 

spezifisches Disease-Targeting exakt umgesetzt werden (Xu et al. 2013).  

 

5.1.1 Partikelgrößenverteilung und Zetapotenzial 

Innerhalb der Disease-Targeting-Strategien stellen die Partikelgröße und die Oberflä-

cheneigenschaften, wie z.B. das Zetapotenzial, ein wichtiges Charakteristikum zur Kon-

trolle und Beeinflussung der Partikeltranslokation sowie der Ablagerung im Gewebe dar. 

In der PCS-Messung und mithilfe der REM-Bilder konnte eine mittlere Partikelgröße 

(Z-Average) von ca. 1,5-2 µm in allen drei Partikelformulierungen nachgewiesen werden. 

Die hergestellten Mikropartikel können somit von Zellen des angeborenen intestinalen 

Immunsystems (Makrophagen, Dendritische Zellen) aktiv aufgenommen werden, welche 

Bakterien und Partikel ≤ 4 µm phagozytieren (Collnot et al. 2012). Die Partikel wiesen 

damit eine geeignete Größe für die Überprüfung der Internalisierungspotenz anhand von 

humanen Monozyten auf (Champion et al. 2008). Die ermittelten Z-Averages wichen 

trotz identischer Herstellungsmethode zwischen den unterschiedlichen Partikelformulie-

rungen leicht ab. Aber auch innerhalb einer Partikelformulierung zeigte sich eine poly-

disperse Verteilung der Partikelgrößen durch den mittleren PDI von ca. 0,27. Zurückzu-

führen ist dies auf den manuellen Herstellungsprozess, bei dem trotz genauester Proto-

kolleinhaltung minimale Abweichungen z.B. bei der Einwaage der Chemikalien, Wasch-

vorgängen, der Probenaufbereitung usw. unvermeidbar sind und daher Partikelchargen 
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mit variierendem Z-Average produziert werden. Auch die PCS-Größenanalytik weist po-

tentielle Fehlerquellen auf, die zu einer Aggravation der Größenschwankung beitragen 

könnten (Müller und Schuhmann 1996). Genannt seien hier z.B. interpartikulare Wech-

selwirkungen oder auch eine Probeninstabilität während der Messung. Allerdings konnte 

mithilfe der REM-Aufnahmen die Polydispersität der Partikelformulierungen visualisiert 

und damit bestätigt werden. Um aber die Vergleichbarkeit der Partikeleigenschaften bei-

zubehalten, wurden keine formulierungsindividuellen Veränderung am Herstellungspro-

zess vorgenommen. Perspektivisch könnte mithilfe eines automatisierten Herstellungs- 

und Messprozesses die Partikelgröße angeglichen und gegebenenfalls Monodispersität 

erreicht werden. 

 

Das negative Zetapotenzial, welches in allen drei Partikelformulierungen gemessen 

wurde, könnte eine positive Eigenschaft für die selektive Anlagerung an inflammatori-

sche Darmbereiche darstellen. Jubeh et al. (2004) zeigte ein stärkeres Anhaften von 

negativ geladenen Medikamententrägern an entzündetem Gewebe, in welchem inflam-

mationsbedingt verstärkt positiv geladene Proteine wie z.B. Transferrin exprimiert wer-

den (Tirosh et al. 2009) und vor allem eingewanderte Eosinophile vermehrt kationische 

Proteine freisetzen (Carlson et al. 1999, Winterkamp et al. 2000). Zudem phagozytieren 

Makrophagen bevorzugt negativ geladene Partikel (Sarmento et al. 2011).  

Konträr hierzu wird in der Literatur ebenso für eine positive Oberflächenladung der Wirk-

stoffträger (z.B. mit Chitosan) plädiert. So sollen diese vor allem mukoadhäsiv sein, was 

insbesondere bei der für M. Crohn typischen gesteigerten Mukusproduktion von Vorteil 

sein könnte (Collnot et al. 2012). Zudem kann durch die starke Adhäsion an die Mukosa 

eine vorzeitige Entfernung der Partikel durch die für CED typische gesteigerte Darmmo-

tilität verhindert werden (Urayama und Chang 1997). Jedoch induzieren positiv gelade-

nen Partikel eher Entzündungsreaktionen als negativ oder neutral geladene 

(Dobrovolskaia und McNeil 2007), was bezogen auf die CED-Therapiestrategie kontra-

produktiv wäre.  

Die Oberflächenladung der Partikel ist ein interessanter, aber noch intensiv zu erfor-

schender Ansatzpunkt für das selektive Targeting von spezifischen Bereichen im Darm. 

Abschließend ist diesbezüglich noch nicht geklärt, welche elektrostatischen Interaktio-

nen mit ladungstragenden Substanzen des GI-Traktes zu erwarten sind und welche Bin-

dungen während des GI-Transits eingegangen werden (z.B. mit Gallensäuren, 
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Proteinen, Bakterien, Muzinen) (Lundqvist et al. 2008, Aggarwal et al. 2009). Zumal bzgl. 

der Substanzzusammensetzung des GI-Traktes gravierende inter-, aber auch intraindi-

viduelle Unterschiede bestehen (Gilbert et al. 2016).  

 

5.1.2 Oberflächenstruktur und - beschaffenheit 

Ebenfalls bestimmt die Oberflächenmorphologie der Partikel unter anderem die biologi-

schen Interaktionen der Partikel im Körper und den Internalisierungsmodus der Zellen. 

Zudem hat sie einen Einfluss auf die Thrombogenität und die Komplement-Aktivierungs-

potenz der Partikel (Dobrovolskaia et al. 2008). Zusätzlich wird das Freisetzungsverhal-

ten von der Partikelstruktur bestimmt.  

Mithilfe der REM-Aufnahmen konnte die Oberflächenbeschaffenheit der Partikel visuali-

siert werden. Ähnliche Partikelmorphologien sind für Dexamethason- oder FITC-Dextran 

beladene PLGA-Mikropartikel der gleichen Polymerzusammensetzung in der Literatur 

beschrieben und dargestellt (Hickey et al. 2002, Cai et al. 2009). Zudem ähnelten sich 

die drei unterschiedlichen Partikelformulierungen in ihrer Oberflächenstruktur und Form, 

sodass anzunehmen ist, dass Dexamethason oder FITC-DEX keinen großen Einfluss 

auf die Partikelmorphologie ausüben. Das Verhalten der verschieden beladenen Partikel 

blieb somit in den nachfolgenden Experimenten bzgl. dieser Eigenschaft vergleichbar.  

Die dargestellte Partikelagglomeration kann auf die hohe Oberflächenenergie des amor-

phen Materials zurückgeführt werden. Ebenfalls zeigte sich bei einigen Partikeln eine 

Deformation. Ursächlich dafür könnte eine zeitlich versetzte Verdampfung des Lösungs-

mittels in den verschiedenen Partikelschichten gewesen sein. Die äußere Schicht ver-

dampfte schneller und wurde damit für die Dampfblase im Inneren undurchlässig. Bei 

der rapiden Abkühlung im Stickstoff und der Vakuumtrocknung am Ende des Herstel-

lungsprozesses reduzierte sich der Dampfdruck und damit das Volumen im Inneren und 

der Partikel kollabierte. Die äußere Hülle schien hierbei flexibel zu bleiben, sodass keine 

Risse entstanden. Der Kollaps könnte auch erst während der Präparation für die Raster-

elektronenmikroskopie stattgefunden haben, wie Bodmeier und McGinity (1988) vermu-

teten. Welchen Einfluss diese Morphologieatypien auf die Internalisierung oder Biodistri-

bution der Partikel ausüben sollte weiterführend untersucht werden. 
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5.1.3 Verkapselungseffizienz und Gehaltsbestimmung 

Der partikuläre Arzneistoffeinschluss und somit die Verkapselungseffizienz ist sowohl 

von den physikochemischen Eigenschaften des Wirkstoffs (z.B. Hydrophilie, Zetapoten-

zial, Löslichkeit), als auch von den Eigenschaften des Polymers (z.B. Polymerzusam-

mensetzung, Mikropartikelgröße), aber auch von der Art der Herstellung abhängig (Li et 

al. 2008). Um den Erfolg des FITC-DEX-Einschlusses in die PLGA-Mikropartikel zu über-

prüfen, wurde zunächst eine lineare Kalibrierfunktion erstellt, die mit einem Be-

stimmtheitsmaß von R2=0,99 geeignet erscheint, anhand dieser von einem Fluoreszenz-

wert auf die FITC-DEX-Konzentration zu schließen. Mithilfe der verwendeten Präparati-

onsmethode konnte ein mittlerer, aber stark variierender Dexamethasongehalt von 5,56 

± 1,17 % erzielt werden. Dies entsprach einer Verkapselungsrate von 61,1 ± 12,8 % des 

eingesetzten FITC-DEX. Diese starke Variabilität könnte u.a. durch Ungenauigkeiten bei 

der Einwaage bedingt gewesen sein, da eine elektrostatische Aufladung der Partikel 

diese erschwerte. Zudem trat, wie in Abbildung 8 gezeigt, bei Kontakt mit Wasser sofort 

ein Burst-Release-Effekt des Dexamethasons auf. Ein Wirkstoff lässt sich nicht in belie-

big hoher Einschlussrate verkapseln – der Rest bleibt lose an der Partikeloberfläche ad-

häriert und wird umgehend als Burst freigesetzt. Eine unquantifizierte DEX-Menge wird 

auf diesem Weg bei den Herstellungs- und Waschvorgängen verloren gegangen sein, 

da sich bei den Waschschritten ebenfalls eine Gelbfärbung des bidestilliertem Wassers 

zeigte. Beides erklärt ebenfalls die Abweichungen der tatsächlichen Dexamethasonge-

hälter von dem theoretisch errechneten Werten.  

Die Eignung der Herstellungsmethode zeigt sich u.a. ebenfalls an der erzielten Verkap-

selungsrate (Wischke und Schwendeman 2008). So wurde bereits mehrfach in vorheri-

gen Untersuchungen gezeigt, dass sich die Solvent-Evaporation-Methode grundsätzlich 

zum Einschluss von Dexamethason in PLGA-Mikropartikel eignet (Thote et al. 2005). Die 

manuelle Herstellung erscheint jedoch aufgrund der Abweichungen des Wirkstoffgehal-

tes nur bedingt geeignet die Partikelproduktion im pharmazeutischen Maßstab durchzu-

führen, da es hierfür auf eine genaue Dosierung des Wirkstoffes ankommt.  

Vom FITC-DEX-Gehalt kann aufgrund von physikochemischen Unterschieden der Sub-

stanzen (z.B. Molekulargewicht, Isoelektrischer Punkt) nicht direkt auf den Gehalt an 

Dexamethason in den DEX-PLGA-Partikeln geschlossen werden. Allerdings kann es als 

Anhaltspunkt dienen, da funktionelle Eigenschaften von DEX bei der Verkapselung nicht 

direkt benötigt waren. Um die genaue DEX-Konzentration zu bestimmen, sollte jedoch 
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beispielsweise eine Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) durchgeführt 

werden. 

 

5.1.4 Freisetzungskinetik 

Die in vitro-Freisetzungskinetik des Dexamethasons stellt einen wichtigen pharmakoki-

netischen Parameter für die erfolgreiche antiinflammatorische Therapie dar. 

Zuerst erfolgte die Kontrolle der Fluoreszenzstabilität des FITC-DEX über den gleichen 

Zeitraum und unter den gleichen Bedingungen wie in den Freisetzungsversuchen. Inner-

halb von 15 Tagen konnte eine Abnahme der Fluoreszenzintensität festgestellt werden, 

die mithilfe einer logarithmischen Funktion beschrieben werden konnte. Ursächlich dafür 

könnten eine Reihe von Effekten sein, die mit einer Zersetzung des Farbstoffes einher-

gehen. Erstens kommt es zu einem Ausbleichen von Fluorophoren durch Bestrahlung 

oder Lichteinwirkung. Im gesamten Herstellungs- und Verwendungsprozess wurde strikt 

auf die Einhaltung des Lichtschutzes geachtet, sodass dieser Effekt in diesem Fall als 

gering zu werten ist, jedoch nicht ausgeschlossen werden kann. Auch chemische Ver-

änderungen des FITC-DEX sind nicht auszuschließen, wie z.B. eine Oxidation des Farb-

stoffes aufgrund der aeroben Umgebung. Ein weiterer Grund der Fluoreszenzabnahme 

könnte auch auf Phänomene der Fluoreszenzlöschung (Quenching) zurückgeführt wer-

den, bei der sich der Fluorophor aber nicht zersetzt (Lakowicz 1999, Chen und Knutson 

1988). Es stellt sich aufgrund dieser Effekte die Frage der Genauigkeit des ermittelten 

Graphen der Fluoreszenzintensitätsabnahme. Es ist nicht sicher, ob er als exakte Grund-

lage für die Berechnung des FITC-DEX-Gehaltes und damit der Freisetzungskinetik die-

nen kann. 

 

Wie bereits in der Einleitung (Abschnitt 1.2.2) beschrieben, erfolgt die Wirkstofffreiset-

zung aus bioabbaubaren Polymermatrices wie PLGA durch langsame Degradation und 

Erosion der Mikropartikel und durch Diffusion. Häufig tritt dabei eine Freisetzung in meh-

reren Phasen aufgrund der heterogenen Degradation im Partikel auf. Sie wird für DEX-

PLGA-Mikropartikel in drei Phasen beschrieben: 1. Burst Effect – eine hohe initiale Frei-

gabe, 2. Lag-Phase – verringerte Freisetzungsgeschwindigkeit, 3. Rapide degradations- 

und erosionsbedingte Freisetzung (Gasmi et al. 2016). Der erzielte Graph der in vitro-

Freisetzungskinetik kann hinsichtlich dieses triphasischen Verlaufes mit in der Literatur 

gezeigten Kinetiken für ähnliche Partikelformulierungen (gleiche Substanzen, 
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Partikelgröße im Mikrometerbereich) verglichen werden (Hickey et al. 2002, Gasmi et al. 

2016, Dawes et al. 2009). Allerdings unterscheiden sie sich hinsichtlich der Zeitangaben 

für die erzielte Dexamethasonfreisetzung, was unter anderem auf die dort verwendeten, 

größeren Mikropartikel (11-61 µm) zurückzuführen sein kann.  

Wie auch in den oben genannten Veröffentlichungen beschrieben, wurde ein initialer 

Burst Effect in der Dexamethasonfreisetzung verzeichnet. Hierbei wurde vermutlich das 

oberflächennah gebundene, nicht verkapselte FITC-DEX gelöst. Aus biopharmazeuti-

scher Sicht ist es notwendig, den Burst-Release so weit wie möglich zu reduzieren, um 

eine Wirkstoffabgabe vor dem Erreichen des Ziels im inflammatorischen GI-Trakt zu ver-

hindern. Andernfalls würde ein erheblicher Teil der Substanz vorher vom Körper abge-

baut oder aufgenommen werden und damit verloren gehen oder systemisch wirken. Die 

gewünschte Reduktion der Nebenwirkungen oder Wechselwirkungen wäre damit nicht 

erreicht. Zudem würde eine geringere Konzentration des Wirkstoffes bis zur Zielstelle im 

distaleren GI-Abschnitt vordringen, was eine genaue Kalkulation der Dosis erschwert o-

der gar unmöglich macht. Es gibt diesbezüglich zahlreiche Studien und Lösungsansätze 

der Freisetzungskonfiguration, die jedoch noch keine vollständige Verhinderung der un-

gerichteten Freisetzung erzielen konnten (Huang und Brazel 2001). Dazu zählen bei-

spielsweise die Variation der Wirkstoffverteilung im Partikel (Lee 1984), eine Verände-

rung der Polymerzusammensetzung und -morphologie (Cohen et al. 1991) oder eine 

Beschichtung der Partikeloberfläche (Lu et al. 1998).  

 

Auf diese 1. Phase folgte die plateauartige Freisetzungsverzögerung, die den Beginn der 

matrixkontrollierten Freisetzung darstellt. Nach ca. 12 Stunden setzte die dritte Phase 

der erneut gesteigerten Freisetzung ein, die jedoch nach 7 Tagen abermals stagnierte.  

Das Absinken der FITC-DEX-Konzentration zwischen dem 3. und 4. Tag des Experi-

ments erschien im Kurvenverlauf suspekt. Zu diskutieren bleiben hier erfolgte Messfeh-

ler, die zu hohe (Tag 3) oder zu niedrige (Tag 4) Werte ergaben. Auch in den beschrie-

benen Studien zeigen sich im Kurvenverlauf der Freisetzungskinetik abweichende Mit-

telwerte, die eine geringere prozentuale Wirkstofffreigabe als noch am vorherigen Mess-

zeitpunkt darstellen. Diese Schwankungen der Messwerte werden von den Autoren je-

doch nicht kritisch hinterfragt.  

Nach 15 Tagen wurde das Experiment abgebrochen, da es für die nachfolgenden Expe-

rimente unerheblich war. Dabei wurde eine Freisetzung von nur 77 % des verkapseltem 
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Dexamethasons erzielt. Interessanterweise wird in der beschriebenen Literatur ebenfalls 

keine Freisetzung von 100 % des Dexamethasons in der Kinetik dargestellt, auch wenn 

die Versuche über einen noch längeren Zeitraum (bis zu einem Monat) durchgeführt 

wurden und zudem andere Methoden zur Dexamethasonquantifizierung verwendet wur-

den (Hickey et al. 2002, Zolnik und Burgess 2008, Dawes et al. 2009). 

Es bleibt auch zu diskutieren, ob eine vollständige Freisetzung des Dexamethasons mit 

dieser Methode der Wirkstoffquantifizierung überhaupt detektierbar wäre. Auch wenn die 

Fluorimetrie als hochempfindliche Messmethode eingestuft wird, unterliegt sie für die 

exakte Gehalts- und Freisetzungsbestimmung zu vielen, schon zuvor beschriebenen 

Einflüssen. So ist die Fluoreszenzintensität des FITC zusätzlich stark pH-abhängig 

(Smith und Pretorius 2002). Es kommt bei sinkendem pH-Wert zu einer Reduzierung der 

Intensität. Dies ist vor allem für die fluorimetrische Quantifizierung im Verlauf der Frei-

setzungstests aus den PLGA-Partikeln kritisch, da durch den Degradationsprozess des 

PLGA Säuren entstehen. Die Freisetzungsuntersuchungen wurden zwar in isotoner, 

phosphatgepufferter Salzlösung durchgeführt und der pH-Wert der entnommenen Probe 

auf eine etwaige Veränderung kontrolliert, dennoch kann damit nicht ausgeschlossen 

werden, dass es zu pH-Wert-Veränderung im Partikelinneren während des Freisetzungs-

prozesses kam (Ding und Schwendeman 2008, Li und Schwendeman 2005). Es könnten 

daher Messfehler in der fluorimetrischen FITC-Intensitätsmessung stattgefunden haben, 

die nicht den korrekten Wert des freigesetzten FITC-DEX darstellen. Folglich müssen für 

weitere Untersuchungen geeignete Puffersysteme verwendet werden. Ebenfalls könnte 

das pH-Milieu im Partikel während der Freisetzung beobachtet werden, wie Li und 

Schwendeman (2005) es mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop durchgeführt 

haben. 

Weiterhin konnte von Hickey et al. (2002) eine Konzentrationsabnahme des Dexame-

thasons durch Zersetzungsprozesse beschrieben werden, die in den hier durchgeführten 

Freisetzungsuntersuchungen zusätzlich nicht berücksichtigt wurden.  

Beispielsweise könnte unter Verwendung der HPLC oder der UV-Spektroskopie die Frei-

setzung von Dexamethason aus den DEX-PLGA-Partikeln erneut untersucht werden. 

 

In dieser Arbeit wurden die in vitro- Experimente bei 37°C in isotoner PBS-Lösung bei 

einem pH von 7,4 durchgeführt. Sie stellen damit jedoch nur ein experimentelles Setting 

der Partikelfreisetzung dar, das nicht auf die sich ständig ändernden 
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Milieuveränderungen in vivo übertragen werden kann (Faisant et al. 2006). So variieren 

z.B. der pH-Wert, die Viskosität, die Osmolarität oder die Zusammensetzung des Dar-

minhaltes während des GI-Transits enorm. Essentiell für die pharmakologische Anwen-

dung der DEX-PLGA-Partikel wäre indessen die genaue Kenntnis der in vivo-Kinetikfor-

mation, die zukünftig untersucht werden sollte. Die Simulation der in vivo-Situation ist 

experimentell jedoch schwierig umzusetzen. So interagieren die Partikel im Darm mit 

den verschiedensten Substanzen (z.B. Enzyme, Proteine, natürliche Tenside, Mikroor-

ganismen, Fette, Kohlenhydrate, Zellen), deren Zusammensetzung zum Teil nahrungs-

abhängig ist. Größtenteils handelt es sich jedoch um Bestandteile des individuellen, orts-

abhängigen, intestinalen Mikromilieus, die ihrerseits ebenfalls einen Einfluss auf die 

Wirkstofffreisetzung aus den Partikeln ausüben. Genannt seien hier beispielsweise der 

enzymatische Abbau der Partikel sowie die Phagozytose oder auch die Proteinadsorp-

tion. Zolnik und Burgess (2008) konnten in ihren in vivo-Experimenten z.B. eine schnel-

lere Dexamethasonfreisetzung feststellen, die zudem keine Lag-Phase zeigte.  

 

5.2 Humane CD14+-Monozyten 

Die Entzündung des Darmes bei CED ist u.a. durch die Infiltration mit mononukleären 

Phagozyten gekennzeichnet, wie die aktuelle Forschung derzeit eruiert (Podolsky 2002, 

Zhou et al. 2009, Wynn et al. 2013). Im Blut zirkulierende CD14+-Monozyten repräsen-

tieren dabei die „klassischen Monozyten“, welche in vivo durch unterschiedliche 

chemotaktische Faktoren zu Entzündungsherden rekrutiert werden und als Vorläufer der 

peripheren, mononukleären Phagozyten fungieren (Ginhoux und Jung 2014). Normaler-

weise fehlt den geweberesidenten Phagozyten des intestinalen Kompartiments die Ex-

pression dieses CD14-Immunrezeptors, sodass sie die kommensale Flora nicht angrei-

fen. Die erhöhte Anzahl der CD14+-Monozyten und von ihnen abstammende, rekrutierte 

Zellen scheinen demnach einen pathophysiologischen Effekt in der CED-Ätiologie inne-

zuhaben, u.a. indem sie große Mengen an proinflammatorischem TNF-α, IL-12 und IL-23 

produzierten (Kamada et al. 2008). Diesen proinflammatorischen Einfluss der Monozy-

ten auf eine Perpetuierung der TH1-Zell-vermittelte Kolitis bestätigten Tamoutounour et 

al. (2012). Damit stellt diese Zellpopulation einen interessanten innovativen Ansatzpunkt 

für die antiinflammatorische Therapie dar. 
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Für die in dieser Arbeit beschriebenen biologischen Experimente wurden humane pha-

gozytäre Primärzellen verwendet. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, sollten für die 

in vitro-Untersuchungen Zellen ausgewählt werden, die in der späteren in vivo-Anwen-

dung mit den hergestellten Partikeln interagieren. Die hergestellten Partikel sollen per-

spektivisch antiinflammatorisch auf immunmodulatorische, mononukleäre Phagozyten 

wirken, um so die diffuse Entzündungsaktivität der Darmmukosa bei CED spezifisch zu 

reduzieren. Um diesen „proof of concept“-Ansatz zu erfüllen, erfolgte die Isolation von 

CD14+-Monozyten aus dem Vollblut gesunder Spender. 

Unveränderte Primärzellen wurden verwendet, da sie dem physiologischen Original am 

ehesten entsprechen und nicht wie kontinuierliche Zelllinien die geno- und phänotypva-

riierende Tumornatur aufweisen. Ebenfalls besteht keine Gefahr der Kreuzkontamination 

mit Mykoplasmen oder anderen Zelllinien. Allerdings haben Primärzellen eine begrenz-

tere Lebensdauer, sodass Langzeituntersuchungen nicht durchführbar sind (Pizzoferrato 

et al. 1994), was jedoch für nachfolgende Experimente (Biokompatibilität, Nachweis der 

pharmakologischen Aktivität, Überprüfung der Internalisierungspotenz) dieser Arbeit ir-

relevant war.  

In der Darmmukosa, als spätere Zielstruktur der Partikel, befinden sich jedoch nicht diese 

zirkulierenden Blut-Monozyten. Die dort verweilenden phagozytären Zellen, die die ei-

gentliche Zielstruktur der partikulären DDS darstellen, durchlaufen verschiedene phäno-

typische Veränderungen und Differenzierungsmechanismen (Ginhoux und Jung 2014). 

Eine direkte Übertragbarkeit der erwarteten Wirksamkeit der Partikeltherapie von den 

getesteten Zellen dieser Arbeit auf die angestrebten Zielzellen besteht damit nicht. Eben-

falls wird der komplexe in vivo-Mechanismus der Mukosa nicht dargestellt. Weiterfüh-

rend könnten daher Experimente zunächst an kultivierten ex vivo- Gewebeproben vor-

genommen werden, bevor eine Testung an Menschen erfolgt. Gegebenenfalls eignen 

sich Ussing-Kammern, in die Darmmukosabiopsien in simulierten physiologischen Nähr-

lösungen eingespannt und mit Sauerstoff begast werden, für diese Studien wie es z.B. 

Sannino et al. (2006), Rozehnal et al. (2012) und Schmidt et al. (2013) beschrieben. 
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5.3 Untersuchung der Biokompatibilität nach ISO-Norm 

5.3.1 Hämokompatibilität 

Zunächst erfolgte die Untersuchung der Hämokompatibilität der Partikel, um Wechsel-

wirkungen dieser mit Erythrozyten zu analysieren. Der Hämolyseassay zeigte in allen 

getesteten Konzentrationen keinen erythrozytenmembranzerstörenden Effekt der Parti-

kel, sodass diese als nicht hämolysierend einzustufen sind, wie andere Studien ebenfalls 

demonstrierten (Fornaguera et al. 2015). Dabei zeigten die DEX-PLGA-Partikel im Ver-

gleich zu den inerten PLGA-Partikeln eine geringfügig gesteigerte Hämolyserate. Dies 

könnte durch die Diffusion des freigesetzten Dexamethasons über die Zellmembran ins 

Zytoplasma und zurück bedingt sein, was kurzzeitige destabilisierende Membranverän-

derungen und Porenöffnungen hervorrufen könnte (Biagiotti et al. 2011). Glukokortikoide 

können Elektrolytverschiebungen verursachen und damit osmotische Drücke verändern 

(Kaji et al. 1981). Dies könnte auch auf erythrozytärer Ebene möglich sein und die gering 

erhöhte Hämolyse im Vergleich zu den nicht-wirkstoff-beladenen Partikeln erklären, was 

jedoch zu beweisen wäre. Eine gravierende Hämolyse, wie sie in der Positivkontrolle mit 

der bekannten hämolytischen Substanz Triton X-100 (Deibler et al. 1959) ausgelöst 

wurde, ist bei der Verwendung beider Partikelformulierungen nicht zu sehen.  

Der Erythrozytenaggregationsassay zeigte keinen Agglomerationseffekt der roten Blut-

zellen, der durch die Partikelbehandlung ausgelöst wurde. Beide Partikelformulierungen 

beeinflussen damit die elektrostatischen Anziehungskräfte zwischen den Erythrozyten 

nicht negativ.  

Die hergestellten Partikelformulierungen können somit als hämokompatibel angesehen 

werden. Von hämozirkulatorischen Nebenwirkungen, wie sie in der Einleitung beschrie-

ben wurden, ist im Falle einer systemischen Resorption der Partikel nicht auszugehen.  

 

5.3.2 Zytotoxizität 

Zur Evaluation der Zytotoxizität gegenüber isolierten Monozyten wurde der MTT-Assay 

als Test mit akzeptabler Sensitivität und Spezifität beschrieben, der schnell und repro-

duzierbar umzusetzen sei (Malich et al. 1997, Ciapetti et al. 1993). Im Rahmen dieser 

Zellviabilitätsprüfung konnte durch die Partikeltherapie keine Unterschreitung des Grenz-

wertes der metabolischen Aktivität ermittelt werden. Jedoch zeigte sich mit steigender 

Partikelkonzentration eine Steigerung der Monozytenstoffwechselaktivität bezogen auf 
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den Vergleichswert der metabolischen Aktivität der Negativkontrolle. In anderen Arbei-

ten, wie beispielsweise von Reinbold et al. (2016), konnte ebenfalls ein steigendes MTT-

Assay-Signal bei der Behandlung von anderen Zelltypen mit zunehmender inerter PLGA-

Partikelkonzentration verzeichnet werden.  

Die Gründe hierfür sind wahrscheinlich unterschiedlichster Natur. So wird beschrieben, 

dass der MTT-Assay, wie auch der LDH-Assay, von intrazellulären enzymatischen Re-

aktionen abhängig ist, die von den Testsubstanzen auf unterschiedlichste Art und Weise 

beeinflusst werden können. So könnten Bestandteile der Partikel (z.B. PLGA) die En-

zymaktivität steigern und den Zellstoffwechsel erhöhen. Schon durch die Phagozytose 

der Partikel kann die Enzymaktivität in den entsprechenden Zellkompartimenten gestei-

gert sein, welche zum Abbau des phagozytierten Materials führt und folglich den Gesam-

tenergiemetabolimus der Zelle potenziert (Porporato et al. 2012). Ebenfalls werden im 

Rahmen der intrazellulären Hydrolyse (Respiratory Burst) von phagozytiertem Material 

reaktive Sauerstoffspezies (ROS) durch die Monozyten gebildet und auch extrazellulär 

freigesetzt. Diese könnten ebenfalls mit dem MTT reagieren und so zusätzliche Artefakte 

in der Zellviabilitätsmessung verursachen. 

Das Auftreten von geringen inflammatorischen Reaktionen beim Kontakt von PLGA mit 

Leukozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und Monozyten wurde in der Literatur beschrie-

ben (Shive und Anderson 1997, Avgoustakis 2005). Die Phagozytose von PLGA-Mikro-

partikeln durch Makrophagen verursacht in vitro ebenfalls eine inflammatorische Antwort, 

wie Nicolete et al. (2011) analysierte. Diese Inflammation würde ebenfalls den Zellstoff-

wechsel erhöhen und zusätzlich Reduktionäquivalente freisetzen können, die zur Re-

duktion der MTT-Substanz beitragen würden. Da Dexamethason entzündungshemmend 

wirkt, wäre somit additional die niedrigere metabolische Aktivität der Monozyten mit DEX-

PLGA-Partikelbehandlung im Vergleich zur inerten PLGA-Partikelbehandlung in den 

durchgeführten Experimenten erklärbar. 

In der Literatur sind außerdem Interaktionen zwischen anderen Partikelmaterialen und 

Assay-Chemikalien beschrieben, die in modellierter Form ebenfalls für die in dieser Ar-

beit verwendeten Materialen zutreffen könnten (Wahl et al. 2008, Laaksonen et al. 2007). 

Wenn sie beispielsweise Reduktionsmittel darstellen, die das MTT zu Formazan redu-

zieren, könnte dies das steigende Signal mit zunehmender Materialmenge erklären. 

Der gemessene Absorptionswert - als Marker für den Umsatz von Tetrazoliumsalz - 

nimmt mit steigender Partikelkonzentration zu. Dieser Zusammenhang könnte auch auf 
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eine physikalische Ursache der Spektrophotometrie zurückzuführen sein. Hohe Partikel-

konzentrationen erhöhen den Hintergrundwert der optischen Dichte und verursachen da-

mit größere Abweichungen im Messwert. Die registrierte Lichtabsorption übersteigt dann 

den Wert der Negativkontrolle (Malich et al. 1997), sodass ein fälschlicherweise erhöhter 

Wert gemessen wird, wie es Davis et al. (2007) bereits für Natriumtitanat-Nanopartikel 

zeigte.  

 

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, sollte ein zweiter Zytotoxizitätstest veranschlagt 

werden, der eine andere Zellfunktion prüft, um verschiedene Mechanismen der Zellschä-

digung zu untersuchen. Hierfür wurde der LDH-Test erwählt, der die Membranpermea-

bilität und -funktion der Monozyten im Zuge der Partikelbehandlung detektiert.  

Es konnten für beide Partikelformulierungen in den Konzentrationen von 1 – 250 µg/ml 

keine relevante Zellmembranschädigung und damit keine signifikante LDH-Freisetzung 

identifiziert werden. Jedoch zeigte sich mit der steigenden Partikelkonzentration eine Zu-

nahme der LDH-Freigabe, die bei 500 µg/ml als kritisch zytotoxisch zu verzeichnen war. 

Als Ursache käme unter anderem eine Membranschädigung durch die gesteigerte Ge-

wichtsbelastung bei zunehmender Partikelanzahl in Frage, die eine unphysiologische 

Zellquetschung mit einer Zellmembranbeeinträchtigung hervorrufen könnte. Wie in der 

mikroskopischen Aufnahme von Abbildung 10 erkennbar, kommt es mit ansteigender 

Partikelkonzentration zu einer sichtbaren Partikelüberladung im Well der Zellkulturplatte. 

Ebenfalls erschwert diese verdichtete Teilchendecke den Sauerstoffaustausch zwischen 

den Zellen und der Umgebung, sodass für den Zellstoffwechsel ein Mangel an diesem 

essentiellen Gas vorläge. Eine Hypoxie stört die Atmungskette und begünstigt bekannt-

lich eine Zellschädigung mit nachfolgender, detektierbarer LDH-Freisetzung. Andersar-

tige Interferenzen der Partikel mit der Monozytenzellmembran könnten ebenfalls für den 

leicht erhöhten LDH-Anstieg verantwortlich sein.  

Im Kontext der vorangehenden zweitägigen Inkubation der Monozyten mit den Wirkstoff-

teilchen erfolgt eine Freisetzung des DEX‘ und eine beginnende PLGA-Auflösung. Diese 

Substanzen befinden sich folglich ebenfalls gelöst im Überstand. Bei der Durchführung 

des LDH-Assays wurde zell- und partikelfreier Überstand verwendet. Da sich jedoch 

ebendiese gelösten Materialien in der Mediumflüssigkeit befinden könnten, wären inter-

materielle Wechselwirkungen mit den LDH-Assay-Reagenzien in unbekannter Art und 

Weise möglich. Eine derartige Messwertbeeinflussung durch diese Interaktionen konnte 
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jedoch durch vorangehende Experimente ausgeschlossen werden, bei denen die Ab-

sorptionswerte der Leerwerte mit denen der Proben nach zweitägiger, zellfreier Partike-

linkubation verglichen wurden. 

 

Weiterführend sollte die Proliferationsrate der Zellen, die mit den Partikeln in Kontakt 

treten werden, (z.B. Cell-Proliferation-ELISA BrdU) und eine Änderung dieser durch die 

Partikeltherapie eruiert werden. Da, wie die Ergebnisse des LDH-Assays nahelegen, 

keine Zytolyse durch die Partikeltherapie stattfand, jedoch aber eine Stoffwechselaktivi-

tätsstimulation im MTT-Assay nachweisbar war, sollte ein etwaiger Einfluss auf das Zell-

wachstum kontrolliert werden. Sollte eine Stimulation dessen verifizierbar sein, müsste 

eine mögliche Kanzerogenität der Partikel überprüft werden. 

 

Im Zusammenspiel aller Faktoren können die hergestellten Partikelchargen, hinsichtlich 

ihrer Biokompatibilität, im Kontext der für diese Arbeit durchgeführten Experimente als 

hämokompatibel und nicht zytotoxisch eingestuft werden. Partikel dieser verwendeten 

Herstellungsmethode gelten als gut erforschtes Biomaterial und werden bzgl. der Zellvi-

abilität als unbedenklich eingestuft (Siegel 2011, Avgoustakis 2005). PLGA ist zudem 

bereits seit Jahren in der Herstellung pharmakologischer Substanzen und medizinischer 

Materialien für die Therapie am Menschen etabliert und hier kaum noch wegzudenken. 

Auch Dexamethason hat in medizinischen und wissenschaftlichen Strategien seinen fes-

ten Platz. Diese Stoffe werden in entsprechender Dosis als nicht toxisch auf Organismen 

angesehen. Dennoch bleibt anzumerken, dass die gewählten Untersuchungsmethoden 

einer dringenden Reevaluation hinsichtlich ihrer Validität und Anwendbarkeit im Rahmen 

der Risikobewertung von Partikeln (sowohl Nano-, als auch Mikropartikel) bedürfen. Die 

Verwendung von Partikeln als biomedizinische Produkte ist derzeit relativ neu, sodass 

noch keine allgemeingültigen, formalen Bewertungsrichtlinien zum Toxizitätsscreening 

festgelegt wurden. Die weiter oben beschriebenen Effekte wurden in all der Zeit der Er-

forschung und Nutzung von PLGA-Partikel bisher kaum betrachtet. So interferieren die 

Partikel durch ihre spezifischen Eigenschaften mit den Testsubstanzen in nicht exakt zu 

taxierendem Maße und beeinflussen so die Ergebnisse dieser herkömmlichen in vitro-

Testmethoden, sodass die Aussagekraft ebendieser Toxizitätsscreeningmethoden be-

grenzt ist (Kroll et al. 2009). Eine genaue Ursachen-Wirkungsanalyse zur Erklärung der 

detektierten Abweichungen ist hier grundsätzlich begrenzt. Sensitivere und spezifischere 
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Methoden müssen zukünftig entwickelt werden, um die Sicherheit einer etwaigen Parti-

keltherapie am Menschen in in vitro-Testungen prädiktiver abschätzen zu können, bevor 

überhaupt Untersuchungen an Tieren oder Menschen in Erwägung gezogen werden 

(Kroll et al. 2009, Dobrovolskaia und McNeil 2007). 

Hierbei sollten vor allem umfassendere Analysen, die die deutlich komplexeren in vivo-

Bedingungen berücksichtigen, entwickelt werden. Eine partikuläre Beeinflussung von für 

die Pharmakotherapie wichtigen biologischen Vorgängen ist mit derzeitigen in vitro-Ver-

fahren nicht valide abschätzbar. Beispielsweise werden die meisten Testverfahren in 

PBS durchgeführt. Im physiologischen Plasma - welches z.B. für diese Experimente ab-

getrennt wurde - finden sich neben Proteinen (vor allem Albumin und Fibrinogen), ver-

schiedene Elektrolyte, Glucose, Lipide, Hormone, Stoffwechselabbauprodukte (z.B. Kre-

atinin, Harnsäure) und organische Säuren (z.B. Laktat). Der Einfluss dieser Substanzen 

auf die Wechselwirkung zwischen Partikeln und Zellen in vivo kann mithilfe der derzeiti-

gen Tests nicht vollständig festgestellt werden (Dobrovolskaia und McNeil 2007, 

Aggarwal et al. 2009, Mahmoudi et al. 2011). 

 

5.4 Nachweis der pharmakologischen Aktivität 

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine prophylaktische Gabe von Dexamethason vor der 

LPS-Stimulation. Im Falle einer pharmakologischen Anwendung der Partikel z.B. bei 

CED würde die üblichere therapeutische Strategie gewählt werden, bei der sich die Rei-

henfolge umgekehrt verhalten würde: die Therapie folgt auf die symptomverursachende 

Entzündung. Dieser Entscheidung zu ebendieser Versuchsdurchführung liegen Überle-

gungen zugrunde, die unter anderem aus Ergebnissen der Experimente von Waage und 

Bakke (1988) resultieren. Hier wurde eine stärkere Suppression einer LPS-induzierten 

Zytokinproduktion durch DEX experimentell bei humanen Monozyten gezeigt, wenn die 

DEX-Gabe vor der LPS-Zuführung passierte im Vergleich zu einer nachträglichen DEX-

Therapie.  

Zellkulturen fehlen zu- und abführende Systeme die physiologisch in Organismen, z.B. 

im Sinne von Entgiftungswegen, zur Verfügung stehen. Die durch die LPS-Stimulation 

freigesetzten Zytokine würden demnach im Überstand verbleiben, da sie nicht abtrans-

portiert und damit stets in der quantitativen Messung miterfasst würden. Selbst wenn 

DEX nun die induzierte Inflammation effektiv supprimieren würde, wäre durch diesen 

versuchsbedingten Messfehler kein Effekt dessen nachweisbar. Da die Glukokortikoid-
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wirkung zudem erst verzögert eintritt und die isolierten Monozyten nur eine begrenzte 

Lebensdauer aufweisen, wäre der Versuchsablauf auch nicht unbegrenzt ausdehnbar. 

 

Die isolierten Monozyten zeigten nach der Behandlung mit LPS die gewünschte Reaktion 

im Sinne einer inflammationsgetriggerten Zytokinproduktion und -freisetzung. Ebenfalls 

konnte eine konzentrationsabhängige Suppression dieser Entzündungsreaktion durch 

DEX erreicht werden. In den Ergebnissen fallen große Schwankungen der Mittelwerte 

bzgl. der gemessenen Zytokinkonzentrationen auf. Beispielsweise Waage und Bakke 

(1988) zeigen ähnliche TNF-α-Schwankungen in ihren Experimenten mit humanen Mo-

nozyten. Diese hohen SEM-Werte könnten ggf. auf die interindividuellen Reaktionsun-

terschiede der verschiedenen Spender auf Glukokortikoide und/oder auf LPS zurückzu-

führen sein, die unter anderem durch das Geschlecht, den Konstitutionszustand, das 

Alter, das Immunsystem, diverse Gene, den Zell-Rezeptorstatus usw. beeinflusst wer-

den. Aber auch intraindividuelle Varianzen, wie beispielsweise aktuelle Lebensumstände 

und die zirkadiane Rhythmik, tragen zu diesen Ergebnissen bei (Hau et al. 2016, 

Cockrem 2013, Ter Horst et al. 2016, Freudenberg et al. 2001). Dies ist bezogen auf die 

Genauigkeit des Mittelwertes dieser Stichprobe als ein Nachteil der Verwendung von 

Primärzellen anzusehen, spiegelt aber gleichzeitig auch die Herausforderungen an die 

zukünftige Pharmakologie wider.  

 

Die Dosis-Wirkungs-Kurve diente unter anderem der Bestimmung der halbmaximalen 

inhibitorischen Konzentration von DEX unter den hiesigen Versuchsbedingungen. Eine 

Konzentration von 10-7,416 mM Dexamethason ist demnach in vitro benötigt um 50 % der 

maximal möglichen Zytokinfreisetzung der Monozyten zu hemmen. Franchimont et al. 

(1999) oder auch Joyce et al. (1997) bestimmen keinen konkreten IC50-Wert, verglichen 

mit deren Diagrammen werden jedoch deutlich niedrigere DEX-Konzentrationen (etwa 

10-8 bis 10-9 M) angegeben, um die LPS-getriggerte Zytokinproduktion zu senken. Auf-

grund der differierenden Versuchsabläufe und -bedingungen und vermutlich auch wegen 

der erwähnten inter- und intraindividuellen Unterschiede zwischen den humanen PBMC-

Populationen scheint es unrealistisch einen einheitlichen Richtwert experimentell zu ge-

nerieren.  
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Die Prüfung der pharmakologischen Potenz der DEX-haltigen Partikel in variierenden 

Konzentrationen konnte ebenfalls eine antiinflammatorische Wirkung des verkapselten 

DEX herausstellen. Für TNF-α konnte mit allen Partikel-Konzentrationen eine Produkti-

onsunterdrückung unter 50 % bezüglich des Wertes der PC erzielt werden. Mit der ge-

ringsten Partikelkonzentration von 1 µg/ml konnte eine Hemmung der TNF-α-Freiset-

zung auf 43 % des PC-Wertes festgestellt werden, sodass davon ausgegangen werden 

kann, dass pro Milliliter dieser Partikellösung mehr als 15,1 ng DEX (IC50) in den Partikeln 

enthalten waren. Die ermittelte Gehaltsbestimmung von 5,56 % (siehe Abschnitt 4.1.3) 

entspräche dem in etwa, da hier ein DEX-Gehalt von 55,6 ng/ml in 1 µg/ml Partikel-Lö-

sung bestimmt wurde. Allerdings kann hier kein direkter Vergleich zwischen den Experi-

menten erfolgen, da im Rahmen dieses Versuchsablaufes zum Beispiel nicht eruiert 

wurde, wie viel DEX tatsächlich aus den Partikeln freigesetzt wurde, ob das DEX in schon 

gelöster und/oder nur in verkapselter Form auf die Zellen einwirkte oder ob durch die 

Phagozytose der glukokortikoidhaltigen Partikel die Dexamethasonwirkung verzögert, 

abgeschwächt oder anderweitig verändert eintrat. Es bleibt zu erwähnen, dass die IL-6-

Zytokinsuppression der kortikosteroidhaltigen Partikel hingegen deutlich geringer ausfiel.  

Eine Reduktion der Entzündungsreaktion auf die Zytokinkonzentrationen der jeweiligen 

Negativkontrollen, quasi auf den basalen Wert, konnte dabei mit den wirkstoffhaltigen 

Partikeln für beide Zytokinproteine nicht erreicht werden. Die unstimulierten Ausgangs-

werte von TNF-α wurden jedoch auch in den Experimenten mit reinem Dexamethason 

nicht herbeigeführt. Gleiches gilt für die Ergebnisse in der dafür zitierten Literatur im obe-

ren Teil. Eine Restreaktion der Zellen auf den LPS-Stimulus bestand weiterhin. Ursäch-

lich hierfür könnten die zeitlich verzögerten, biologischen Vorgänge in den Monozyten 

sein. LPS wirkt beständig über den CD14-Membranrezeptor und den Nukleären Faktor 

κB (NF-κB) transkriptionsstimulierend u.a. für die mRNA von TNF-α (Wright et al. 1990). 

Dexamethason inhibiert hierbei nicht direkt den Wirkungsmechanismus von LPS, sodass 

dieses nicht direkt seinen Effekt auf die Zellen verliert. Vielmehr greift DEX unter ande-

rem direkt oder indirekt in die Gentranskription und - translation ein, dessen maximale 

Wirksamkeit erst nach sieben bis acht Stunden bis hin zu zwei Wochen erreicht werden 

kann (Bousquet et al. 2008, Grzanka et al. 2011). Über diese genomischen Effekte wird 

dann z.B. die Zytokinproduktion der Zelle unterdrückt und damit die Entzündungsreaktion 

abgeschwächt.  

 

https://de.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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Weiterhin konnte ein Anstieg der gemessenen TNF-α- und IL-6-Konzentrationen mit stei-

gender inerter PLGA-Partikelkonzentration registriert werden, der jeweils mit der höchs-

ten Partikelkonzentration (500 µg/ml) etwa die doppelte PC-Zytokinkonzentration er-

reichte. Diese zusätzliche Entzündungsmediatorenfreisetzung konnte dabei aber mit den 

DEX-haltigen Partikeln verhindert werden. Indem sie diesen zusätzlichen Stimulus aus-

gleichen können und die Zytokinkonzentrationen noch unter den Wert der PC reduzieren, 

zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen insgesamt, dass die DEX-haltigen Partikel 

eine pharmakologische Aktivität vorweisen können. 

 

Wie auch in den Abschnitten zuvor muss ebenfalls an eine mögliche Interaktion mit den 

Testmaterialien gedacht werden, um den „Mehranstieg“ der Entzündungsmediatoren er-

klären zu können. Kroll et al. (2009) fasste u.a. solche optionalen Störungen der ELISA-

Ergebnisse in der Testung von Nanopartikeln anderer Materialien zusammen, welche 

eventuell in anderer Form auf die hergestellten Mikropartikel übertragbar sind.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass inerte Partikel einen eigenen Einfluss auf die Monozyten 

ausüben. Gegebenenfalls bedingen die Partikel einen inflammatorischen Prozess in den 

leukozytären Zellen. Nicolete et al. (2011) untersuchten eben diese, durch Phagozytose 

ausgelöste, Entzündungsreaktion von Makrophagen. Für Mikropartikel stellten sie u.a. 

ebenfalls eine signifikante Zunahme der TNF-α-Konzentration fest, die anscheinend auf 

einer Stimulation des NF-κB-Signalweges beruht. Zugleich nehmen sie an, dass die Par-

tikel physikalische Störungen in der Zellmembranintegrität verursachen, welche über un-

bekannte Mechanismen diese Inflammationsreaktion fördern. Dabei scheint auch die Art 

des Internalisierungsmechanismus entscheidend, ob in der Zelle eine Immunantwort 

ausgelöst wird oder nicht (Dobrovolskaia und McNeil 2007). Beispielhaft werden hier di-

verse Studien genannt, die diese Theorie belegen: Partikel könnten im Rahmen ihrer 

Phagozytose über eine Vernetzung der zellmembranständigen Fcγ-Rezeptoren eine 

Signalkaskade initiieren, welche die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren 

aus den Monozyten bedingt, vermerken Hirota und Hiroshi (2012). Eine Aktivierung des 

NALP3-Inflammasoms postulieren z.B. Sharp et al. (2009) durch die Partikelaufnahme 

in dendritische Zellen. Die adjuvante „Erkennung“ der Mikropartikel über Toll-like Rezep-

toren (TLR) auf der Monozytenoberfläche wäre auch denkbar, die zur Initiierung von an-

geborenen Immunantworten und damit zur Sekretion von Zytokinen führen würde 

(Turabekova et al. 2014, Dobrovolskaia und McNeil 2007). Um jene Thesen zu stützen 

https://de.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
https://flexikon.doccheck.com/de/index.php?title=Fc%CE%B3-Rezeptor&action=edit&redlink=1
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und auch um nachfolgend der auftretenden Entzündungsreaktion durch Partikelmodifi-

kation entgegenzuwirken, müssen zunächst genaue Erkenntnisse über die Partikelen-

dozytose erlangt werden.  

Bisher konnte für Nanopartikel als Hauptursache der festgestellten Nanotoxizität eine 

Induktion von ROS in den Zellen bestätigt werden, sodass die Zellen oxidativem Stress 

ausgesetzt werden und zelluläre Makromoleküle wie z.B. Proteine, Lipide und DNA ge-

schädigt werden (Khanna et al. 2015). Oxidativer Stress führt additional zur Freisetzung 

von Entzündungsmediatoren über die Kaskaden von NF-κB, Mitogen-aktivierter Protein-

kinase (MAPK) und Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-K) (Khanna et al. 2015). Bei starker 

Zellschädigung löst er Apoptose oder Nekrose aus und bedingt damit einen Zellunter-

gang. Auch für Mikropartikel wären diese zellulären Einflüsse durch eine ROS-Produk-

tion oder Signalkaskadenaktivierung denkbar.  

Die große Oberfläche der Partikel pro Masseneinheit verursacht eine erhöhte biologische 

Reaktivität (Khanna et al. 2015). Da die Partikel nicht unter sterilen Bedingungen herge-

stellt wurden, könnten sich aufgrund dieser reaktiven Oberfläche beispielsweise Bakte-

rien, Endotoxine oder andere Pathogene anheften und bei Zellkontakt ebenjene inflamm-

atorische Reaktion auslösen bzw. begünstigen. Um diesem denkbaren Stimulanz vorzu-

beugen, sollte die Herstellung steril erfolgen oder eine etwaige Verunreinigung nach der 

Herstellung beseitigt werden. 

Alle der eben aufgeführten Mechanismen könnten grundsätzlich in diesen Experimenten 

einen Beitrag zu dem verzeichneten Zytokinanstieg geleistet haben. Möglicherweise fun-

gieren die hergestellten Teilchen auch anderweitig als „Stressoren“ auf die Zellen. Eine 

bestimmte zellstimulierende Wirkung der Partikel ist in Anbetracht der Ergebnisse des 

MTT-Assays, welche bereits in Abschnitt 5.3.2 analysiert wurden, belegbar. Bisher gibt 

es jedoch wenige Daten und Studien zu diesen Phänomenen der Zell-Polymer-Partikel-

Interaktion. Zur weiteren Entwicklung und Verbesserung dieser Materialien oder auch 

der gesamten partikulären Therapiestrategie muss ein grundlegendes Verständnis über 

die molekularen Mechanismen erforscht und etabliert werden. 

 

Gegebenenfalls kann dieser zytokinstimulierende Einfluss der Partikel auch therapeu-

tisch sinnvoll genutzt werden, wie Tsianakas et al. (2012) durch die Kombination von 

Glukokortikoid und den Zytokinen IL-4, IL-6 und IL-10 spekulierten. In der aktuellen For-

schung wird zurzeit das Konzept verfolgt, eine Entzündung zunehmend als eine 

https://de.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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Komponente zur Beeinflussung der Regeneration zu betrachten. So könnte die Entwick-

lung der biokompatiblen, immunsupprimierenden Biomaterialien (wie z.B. in dieser Arbeit 

untersucht) in Richtung „immuninteraktiver“ Materialien modernisiert werden, um die 

bestenfalls positiven Effekte der Entzündungsreaktion durch eine Modulation der physi-

ologischen Zellantwort hinwärts zu Heilung und Regeneration zu lenken (Vishwakarma 

et al. 2016). 

 

5.5 Überprüfung der Internalisierungspotenz der Partikel 

Es ist sinnvoll zu prüfen, ob die hergestellten Partikel von Phagozyten internalisiert wer-

den können. Werden sie nicht von Makrophagen phagozytiert, akkumulieren sie mit ho-

her Wahrscheinlichkeit im Interstitium. Dies beinhaltet ein großes Risiko eine Geweberei-

zung mit nachfolgender Entzündung zu verursachen. Diese Entzündung könnte sowohl 

das Krankheitsbild im Allgemeinen verschlechtern, als auch im Rahmen einer Entzün-

dungschronifizierung zu einer Entartung des angrenzenden Gewebes (Tumorbildung) 

beitragen (Wintermantel und Ha 2009).  

 

5.5.1 Raman-Spektroskopie 

Es zeigten sich zunächst unterschiedliche Spektren bei der Messung von pulvrigem DEX 

im Vergleich zu dem in RPMI-Medium gelösten DEX in den DEX-PLGA-Partikeln. Ob-

wohl es sich um die gleiche Substanz handelt, stimmten in der Auswertung nur zwei 

spezifische Spektralbänder überein. Ursächlich sind hier u.a. die variierenden Schwin-

gungen der Moleküle und ihrer Bindungen im trockenen Aggregatzustand im Vergleich 

zum „gelösten“ Zustand. Diese Vibrationsveränderung kann als Nachteil des Raman-

Verfahrens angesehen werden. Einen großen Vorteil bietet die Raman-Spektroskopie, 

indem mit ihr Zellen quasi zerstörungsfrei und nicht invasiv zu beurteilen sind. Die Zellen 

befinden sich in ihrer Zellkultur und werden direkt vermessen, ohne z.B. vorher mehreren 

Färbeverfahren ausgesetzt werden zu müssen. Damit hat diese Möglichkeit der Visuali-

sierung auch in vivo-Potenzial oder z.B., im Falle von Biopsien, die Option einer unver-

änderten Darstellung dieser ohne Auswaschung der Partikel. Eine kontinuierliche Bild-

gebung und Verfolgung ist mit dieser Methode ebenfalls realisierbar, da im Vergleich zur 

Fluoreszenzmikroskopie nicht der niedrige Kontrast, die Autofluoreszenz oder die Pho-

tobleichung der Probe die Messung stören (Chernenko et al. 2009). Allerdings gestaltet 
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sich die Datenakquirierung komplizierter, da sie zeitintensiv ist und hinterher einer um-

fangreichen mathematischen Auswertung bedarf. Ein Algorithmus unterscheidet dann 

aus allen spektralen Datensätzen die, die sich am unähnlichsten sind und teilt alle Spek-

tren des Datensatzes nun diesen definierten Clustern zu. Anhand der Analyse des 

Durchschnittsspektrums jedes Clusters im Vergleich mit den im Vorhinein akquirierten 

Referenzspektren können nun Partikel, DEX, Zelle und Umgebung identifiziert und mit 

unterschiedlichen Farben optisch dargestellt werden. Die Lokalisation der Partikel in der 

Zelle konnte somit sichtbar gemacht werden, wobei lediglich das PLGA-Grundgerüst der 

Partikel in den Monozyten als internalisiert nachweisbar war. Es konnte allerdings kein 

gesondertes DEX-Spektrum im Zuge dieser Internalisierungsexperimente identifiziert 

werden. Mit der aktuellen Raman-Technik sind Spektren einzelner Moleküle in niedrigen 

Konzentrationen nicht detektierbar, da die Raman-Streuung von Molekülen einen zu klei-

nen Streuquerschnitt besitzt (Hellerer 2004). Vermutlich war die Konzentration des Glu-

kokortikoids zu gering, um eine Eigenvibration der DEX-Moleküle durch das Spektrome-

ter wahrzunehmen. Aussagen über die Verteilung von Dexamethason im Partikel oder 

auch in und auf der Zelle sind somit nicht möglich. Allerdings ist ebendiese Information 

für die Evaluierung dieser Targeting-Therapiestrategie notwendig, um den Erfolg der par-

tikulären Wirkstoffträger als selektive „Arzneistoffboten“ zu prüfen und zu bestätigen. Da-

her ist besonders die Kontrolle des Verbleibes von Dexamethason obligat, welches sich 

vorzugsweise mithilfe der partikulären Vehikel nur intrazellulär in den Phagozyten anrei-

chern und wirken sollte. Gegebenenfalls können die Ramanauflösung und die Versuchs-

bedingungen soweit verbessert werden, dass DEX in derart niedrigen Konzentrationen 

in den Zellkulturen nachweisbar wird. 

 

5.5.2 ELYRA-Hochauflösungs-Mikroskopie (HR-SIM) 

Das eingekapselte, fluoreszenzmarkierte Kortikosteroid war ebenfalls mithilfe der durch-

geführten Hochauflösungs-Fluoreszenzmikroskopie darstellbar. Das Glukokortikoid 

konnte hierbei sowohl in den endozytierten Partikeln illustriert werden, als auch omniprä-

sent auf der Zellmembran verteilt. Die Partikel befanden sich zum Zeitpunkt der Bilder-

fassung bereits 24 h im RPMI-Medium der Zellkultur. Den Ergebnissen der Freisetzungs-

kinetik (Abschnitt 5.1.4) zugrundeliegend kann wegen der vorzeitigen DEX-Freisetzung 

(Burst release) davon ausgegangen werden, dass auch gelöstes Dexamethason auf die 

Monozyten in der Kultur einwirkte. Dies ist u.a. für die Versuchsreihe der 
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pharmakologischen Aktivität (Abschnitt 5.4) relevant. Grundsätzlich ist die Methode der 

Fluoreszenzmikroskopie demnach für eine exakte quantitative Darstellung der Partikel 

samt DEX attraktiv. Dennoch sind wiederholte Aufnahmen oder gar Langzeitaufnahmen 

aufgrund der Photobleichung des Fluoreszenzfarbstoffes mithilfe der HR-SIM nicht mög-

lich oder mit einer Abnahme der Bildschärfe verbunden. Zudem muss der Wirkstoff und 

das Trägermaterial dabei mit einen Fluorochrom gekoppelt werden, sodass es sich um 

einen chemisch veränderten Stoff handelt. Als Modellsubstanz zur weiteren Kontrolle der 

partikulären Systeme ist es indes geeignet. Für die Überprüfung in der in vivo-Anwen-

dung sollten auch wegen der Autofluoreszenz des Gewebes andere Verfahren fokussiert 

werden (Orzekowsky-Schroeder et al. 2011).  

 

Mithilfe der beiden unterschiedlichen Methoden konnte zusammenfassend eine Auf-

nahme der Partikel in die isolierten Monozyten bestätigt werden. Dabei zeigte sich in den 

dreidimensionalen Aufnahmen beider Methoden, dass sich mehrere Partikel in einer 

Zelle befinden. Die runde Partikelform schien dabei stets erhalten zu bleiben, sodass 

davon ausgegangen werden kann, dass die Partikel vollständig internalisiert werden, 

ohne vorher einer holotischen Strukturzerstörung zu erliegen. Die Option der phagozy-

tenspezifischen Targeting-Therapie besteht damit grundsätzlich.  

 

Da es sich bei den Darstellungen beider Methoden um Erfassungen des Ist-Zustandes 

und nicht um kontinuierliche Messungen handelt, kann nicht direkt auf den Internalisie-

rungsmodus geschlossen werden. Die genaue Interaktion zwischen Phagozyten und 

PLGA-Mikropartikeln ist grundsätzlich noch nicht vollständig geklärt. Nach Rabinovitch 

(1995) gibt es zahlreiche Studien zum Verlauf der Phagozytose von z.B. opsonierten 

Erythrozyten, Bakterien oder Latexkügelchen, aus denen eine allgemeine Erklärung des 

Ablaufes hervorging. Indessen sind die genauen Vorgänge die letztlich die PLGA-Pha-

gozytose initiieren weiterhin hypothetisch. Auch ist strittig welchen Einfluss das Partikel-

material oder sich daran anlagernde Opsonine grundsätzlich ausüben. Da der Uptake-

Mechanismus auch ursächlich für die in Abschnitt 5.3 und 5.4 diskutierte Inflammations-

reaktion der Zellen sein kann, wie Dobrovolskaia und McNeil (2007) referieren, sollte 

dieser zukünftig experimentell erforscht werden. Eine dynamische Echtzeit-Messung mit-

hilfe der Raman-Spektroskopie, wie es Chernenko et al. (2009) für PLGA-Nanopartikel 
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beschrieben, wäre dafür durchaus vorstellbar. Alternativen, wie z.B. die Immunfluores-

zenz, bieten dazu spezifische Optionen der Visualisierung. 

 

Auch intrazelluläre Veränderungen der Mikropartikel wurde in diesen Experimenten nicht 

erfasst. Der Degradationsprozess stellt jedoch einen essentiellen Aspekt für das Wir-

kungsausmaß dieser neuartigen Therapieform dar und wird daher intensiv erforscht (z.B. 

das terminale Phagozytenkompartiment). Anhand der Esterbindungsbande konnte be-

reits mittels der Raman-Methode der zellvermittelte Abbauprozess von inerten PLGA-

Mikropartikel nach deren Phagozytose durch Makrophagen gezeigt werden (van 

Apeldoorn et al. 2004). Diesen Prozess beschrieben ebenfalls Tabata und Ikada (1988), 

die zusätzlich eine kontinuierliche, intrazelluläre Freisetzung eines Farbstoffes aus die-

sen phagozytierten Partikeln beobachteten, sodass sie PLGA-Partikel aufgrund ihrer bi-

ologischen Abbaubarkeit als Wirkstoffträger bestätigten. Welche intrazellulären Kompar-

timente nach der Internalisierung der Mikropartikel an der Dekomposition beteiligt sind, 

könnte ebenfalls entscheidend für deren antiinflammatorische Effektivität sein. Cartiera 

et al. (2009) konnten bereits für Nanopartikel ein solches Modell mithilfe von Immunfluo-

reszenz und konfokaler Mikroskopie generieren, welches jedoch aufgrund der Größen-

unterschiede nicht ohne Weiteres auf Mikropartikel übertragbar ist. Für diesen Versuchs-

ablauf sollte eine Fluorochromierung weiterer Zellbestandteile erwogen werden. Auf die-

sem Wege konnten etwa PLGA-Mikropartikel z.B. in Lysosomen detektiert werden 

(Nicolete et al. 2011). In dieser Arbeit wurden aber zunächst nur zwei Fluorochrome ver-

wendet, die keine speziellen Zellorganellen färbten, da vorab überprüft werden sollte, ob 

die Partikel von den Monozyten internalisiert werden können oder lediglich an der Zell-

membran haften. 
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6. Schlussfolgerung und Ausblick 

Viele der gegenwärtig eingesetzten CED-Therapeutika weisen verschiedene Limitatio-

nen durch pharmakokinetische Eigenschaften, deren Dosierungsschemata und uner-

wünschten Nebenwirkungen in der bisherigen Darreichungsform auf. Die Entwicklung 

neuartiger DDS im Sinne von Mukosa-selektiven antiinflammatorischen Wirkstoffabga-

besystemen stellt dabei einen potenziell vielversprechenden Ansatz zur Erhöhung der 

therapeutischen Effektivität und zur Verringerung von Nebenwirkungen dar.  

 

Die Hypothese, die Bedeutung von DEX-haltigen PLGA-Mikropartikeln für das innovative 

CED-Disease-Targeting zu bestätigen, konnte in dieser Arbeit als „proof of concept“ um-

gesetzt werden: Die präparierten Partikel zeigten demnach eine geeignete Größe, um 

von den isolierten, humanen Monozyten phagozytiert werden zu können und eine aus-

reichende DEX-Verkapselungsrate. Sie erwiesen sich bzgl. der getesteten Hämokompa-

tibilität und Zytotoxizität als biokompatibel. Ebenfalls konnten sie eine LPS-getriggerte 

inflammatorische Zytokinsynthese (TNF-α und IL-6) effektiv supprimieren.  

Dennoch zeigten sich einige zu kontrollierende partikuläre Eigenschaften, wie bspw. eine 

aktivierende, zellstimulierende Wirkung auf Monozyten. Es muss überprüft werden, ob 

die Partikel letztlich sogar eine Aggravation der CED verursachen könnten, wenn sie auf 

noch unbekannte Art und Weise proinflammatorische Zytokine induzieren (Podolsky 

2002). Hierfür müssen vor allem herkömmliche Methoden für partikuläre Biokompatibili-

täts- und Immunotoxizitätsassays validiert und angepasst werden, da diverse - noch zu 

identifizierende - Interferenzen auftreten (Kroll et al. 2009). Dobrovolskaia und McNeil 

(2007) resümierten hierfür bereits einige präklinische Testvarianten, die u.a. zur erwei-

terten Bewertung der Sicherheit dieser DDS durchgeführt werden sollten. 

 

Derzeit laufen viele Studien, die für neuartige DDS große Fortschritte bzgl. der Abga-

bestrategien, der Herstellungsverfahren und potenzieller Materialien zur Verbesserung 

der Bioverfügbarkeit, der Biokompatibilität und des therapeutischen Index‘ von Wirkstof-

fen erzielen (Li et al. 2019). Dafür müssen die Interaktionen und die strategische Nutz-

barkeit der physikochemischen Charakteristika der partikulären Systeme, die essentielle 

chemisch-physikalische und biologische Vorgänge bedingen, umfangreicher analysiert 

und erforscht werden. Durch die Optimierung der neuen Trägermatrizes hinsichtlich sol-

cher intelligenten Eigenschaften kann letztlich eine Überlegenheit gegenüber den 
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bestehenden CED-Therapieansätzen erlangt werden. Dafür müssen auch Merkmale wie 

die Stabilität während der GI-Traktpassage (Youshia und Lamprecht 2016) und das ge-

zielte Targeting der entzündeten Mukosa auf der Grundlage von Kenntnissen zu biologi-

schen in vivo-Gegebenheiten und deren pathologischen Abweichungen angepasst wer-

den. Zur Evaluation sollte ein Modell verwendet werden, was die komplexen humanen 

in vivo-Gegebenheiten realitätsgetreuer abbildet als derzeitige Zellkulturen. Ussing-

Kammern eignen sich hierfür besonders, in denen vergleichend sowohl von gesunden 

Probanden, als auch von Patienten mit CED entzündlich veränderte ex vivo-Mukosama-

krobiopsien untersucht und durch die Simulation der physiologischen Bedingungen län-

ger vital erhalten werden können (Rozehnal et al. 2012). Damit könnte nicht nur der par-

tikuläre Translokationsweg beobachtet, sondern auch die Spezifität für inflammatorische 

Mukosabereiche und der Verbleib der Partikel beschrieben werden. Ob im Gewebe tat-

sächlich eine Internalisierung durch phagozytierende Zellen stattfindet, die als Zielstruk-

turen dieses innovativen Ansatzes gelten, könnte somit präziser untersucht werden. Da-

für könnten sich z.B. visualisierende Methoden wie die Raman-Spektroskopie eignen.  

 

Weiterhin sollte in pharmakologischen Studien die therapeutische Partikelwirkung unter-

sucht werden. In dieser Arbeit blieb zunächst unklar, ob die eingetretene Entzündungs-

reduktion durch vorher freigesetztes DEX oder durch die internalisierten DEX-Partikel 

initiiert wurde. Auch der Internalisierungsmodus und die intrazelluläre Dekomposition der 

Partikel, die ebenfalls die Wirksamkeit beeinflussen, müssen erforscht werden. Speziell 

für diese Arbeit wäre die Kontrolle einer erwünschten, retardierten DEX-Wirkung durch 

die Partikel im Vergleich zum gelösten DEX perspektivisch sinnvoll, die zunächst in Zell-

kulturexperimenten analysiert werden kann. 

DEX muss im Sinne der Entwicklung einer CED-DDS nur als Modellsubstanz verstanden 

werden. Grundsätzlich würden sich andere Wirkstoffe, verkapselt in den partikulären Ve-

hikeln, ebenfalls für die gezielte CED-Therapie eignen. Dabei sollten vor allem basierend 

auf der mannigfaltigen CED-Pathogenese andere Wirkprinzipien bedacht und evaluiert 

werden. 

 

Letztlich sind in der Erforschung innovativer, mukosaselektiver Wirkstoffträger zur ge-

zielten CED-Therapie noch vielfältige Herausforderungen zu verstehen und zu bewälti-

gen, um das Potenzial der partikulären Intervention fortwährend zu perfektionieren. 
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