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Pharma-SAXS: SAXS-Instrumentierung zur Strukturspektrum Aufklarung von
Lipid-basierte Nanopharmazeutika an DESY PETRA-P12

Zusammenfassung

Ziel war die Installation eines weltweit neuartigen Kombinationsinstruments, am P12 in Hamburg, das
die asymmetrische Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4) mit der Kleinwinkel-Réntgenstreuung (SAXS)
sowie optischen Methoden (MALS, UV) koppelt. Dadurch sollte die Analyse polydisperser Nanoparti-
kelsysteme beziiglich Morphologie (um-Bereich) und interner Nanostrukturen (nm-Bereich) ermdglicht
werden. Nach der erfolgreichen technischen Realisierung der Kopplung im Marz 2023 lag der Schwer-
punkt des Vorhabens auf der Entwicklung einer universellen Auswertemethodik in enger Kooperation
mit dem EMBL Hamburg und der Firma Postnova. Als Pilotversuch konnten Lipoplexe, bereitgestellt
von der Firma BioNTech, mit dem neuen System vermessen werden. Dabei gelang es ,freie“, ungebun-
dene mRNA quantitativ von den Lipoplexpartikeln abzutrennen und diese zu charakterisiert. Im Folgen-
den wurde anhand von Polymerpartikeln und mRNA-LNPs eine harmonisierte Auswertemethodik erar-
beitet und publiziert, die es ermdglicht, die Signale unterschiedlicher Streumethoden mit minimalen An-
nahmen zu kombinieren und so eine routinemafige Datenanalyse zu gewahrleisten. Die beschriebene
Methodik erlaubt detaillierte, groRenaufgeléste Bestimmung von Partikelzahl, Masse und Quantifizie-
rung interner Strukturen. Des Weiteren wurden Untersuchungen von mRNA-LNPs in Bezug auf pH-
abhangige Morphologieanderungen, sowie Bildung der ,Protein-Corona“ bei Kontakt mit biologischen
Medien erfolgreich durchgefiihrt. Aulerdem wurden kommerziell erhaltliche Liposomale Amphotericin
Produkte erfolgreich vermessen. Mit dem Abschluss des Projekts konnte ein Grundstein fiir ein tieferes
Verstandnis komplexer Nanocarrier-Systeme gelegt werden.

Bericht

Aufgabenstellung und Voraussetzungen, unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Das Ziel des Projektes war die Installation und Implementierung eines neuartigen Kombinationsinstru-
ments am DESY PETRA-P12 (Hamburg). Der Fokus lag auf gréenabhangigen Strukturuntersuchun-
gen von pharmazeutischen Nanopartikeln (nm bis ym). Die technischen Voraussetzungen wurden
durch die Kopplung einer asymmetrischen Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung (AF4) mit Kleinwinkel-
Roéntgenstreuung (SAXS) und optischen Methoden (MALS) geschaffen. Das Vorhaben wurde unter
der Leitung der Pharmazeutischen Technologie der Universitat Mainz in Kooperation mit dem EMBL
Hamburg durchgefiihrt.
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Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Das Vorhaben knlpfte an die Notwendigkeit an, dass Streumethoden (SAXS und MALS) idealerweise
nur fir monodisperse Proben anwendbar sind. Da viele relevante pharmazeutische Nanopartikel aller-
dings lipidbasierte Systeme sind, sind diese durch eine intrinsische Polydispersitat gekennzeichnet.
Bisherige Methoden trennten oft nicht ausreichend zwischen der globalen Partikelform (um-Bereich)
und internen Substrukturen (nm-Bereich). AF4-MALS-SAXS schliel3t diese Licke durch die Integration
von GréRenseparation (AF4) und hochauflésender Synchrotron-Strahlung.

Planung und Ablauf des Vorhabens sowie Kooperation mit Dritten

Fir den Gesamten Ablauf des Projekts wurde standig eng mit den Wissenschaftlern am P12 und der
Wissenschafts- und Entwicklungsabteilung der Firma Postnova zusammengearbeitet.

Teil 1 (Instrumentierung):
Installation des AF4-Separators und Kopplung mit dem SAXS-Basisinstrument an PETRA-P12 inklu-
sive Software-Implementierung.

Teil 2 (Methodik)
Entwicklung, Verifizierung und Publizierung einer Auswertemethodik flir das neu implementierte Sys-
tem AF4-MALS-SAXS.

Teil 3 (Breite Anwendung)

Anwendung der neuen Instrumentarisierung in Bezug auf unterschiedliche pharmazeutisch relevante
nanopartikulare Systeme (Lipoplexe, Liposome, Polymerpartikel, LNPs). Sowie Grundlagenforschung
bezogen auf strukturelle Anderungen von lipidbasierten Nanopartikeln durch unterschiedliche Stress-
bedingungen wie Vernebelung, Proteininkubation und pH-Anderung.

Verwendung der Zuwendung (wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises,
z. B. Investitionen, Personalmittel)

Investitionen: 228,874,75 Euro
Personalmittel: 160.333.39 Euro
Dienstreisen: 9.712,95 Euro
Allgemeine Verwaltungsaufgaben: 45.443,60 Euro

Erzielte Ergebnisse mit Gegeniiberstellung der vereinbarten Ziele

Ziel 1 Installation eines AF4 Separator mit MALS-Detektor an die SAXS-Kapillare an P12:

Dieses Ziel konnte erfolgreich erreicht werden. Das neue System ist betriebsbereit und die Funktiona-
litat konnte in unterschiedlichen wissenschaftlichen Veroffentlichungen bestatigt werden.

Ziel 2 Charakterisierung von pharmazeutisch relevanten Probens_ystem unter verschiedenen Bedin-
qungen zur Vorhersage von nach in-vivo Applikation induzierten Anderungen:

Hierbei konnten Experimente durchgefiihrt werden, die pH-induzierte strukturelle Anderungen zeigen
konnten. AuRerdem konnte im Zusammenhang fiir eine in-vivo Simulation auch Experimente mit
MRNA-LNPs, die in einer Proteinlésung inkubiert wurden, durchgefiihrt werden. Dabei gelang es,
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freies Protein von den mit Protein komplexierten Partikeln abzutrennen. Die Daten fiir beide Experi-
mente werden derzeit ausgewertet und entsprechende Publikationen vorbereitet.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Arbeiten waren notwendig und der Umfang angemessen, um ein solch komplexes Projektziel er-
reichen zu kénnen. Im Rahmen des Projektes wurde Pionierarbeit auf dem Feld der Analyse von Na-
nopartikeln geleistet und der Grundstein gelegt, um die komplexe Natur von nanopartikuldren Trager-
systemen besser zu verstehen und der Aligemeinheit eine Methode zu prasentieren, die eine rationale
Entwicklung von nanopartikularen mRNA-Lipidsystemen ermdglicht.

Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere Verwertbarkeit der Ergebnisse

Das neu etablierte System bleibt der wissenschaftlichen Gemeinschaft am P12 in Hamburg weiterhin
zuganglich, dadurch wird auch ein zukinftiger Nutzen des Systems gewahrleistet. Mithilfe der, im
Rahmen des Projekts verdffentlichten Arbeiten, sowie der Instrumentarisierung und Softwareentwick-
lung kann AF4-MALS-SAXS zukunftig fir wichtige Fragen industrieller und regulatorischer Nutzer
ebenfalls einen grofen Mehrwert erbringen. Die Ergebnisse des neuen Systems liefern Informationen
zu PartikelgréfRe, Morphologie, Konzentration und internen Strukturen der zu analysierende Systeme.
Diese erlauben einen umfangreichen Vergleich zwischen zwei Produkten unterschiedlicher Proveni-
enz, sowie eine Bewertungsgrundlage, um die Qualitat des Analyten zu evaluieren.

Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt gewordener
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Im Laufe der letzten zwei Jahre haben auch weiter Gruppen vergleichbare Systeme an entsprechen-
den Instituten installiert und auch erste Arbeiten veréffentlicht. Dabei wurde der Fokus meist auf der
Frage der Beladung von mRNA-LNPs gelegt, sowie auf Subpopulationen in den LNPs, die einen Ein-
fluss auf die Transfektionseffizienz haben konnten.

Erfolgte und geplante Veréffentlichungen der Ergebnisse

9.1 Referierte Publikationen (z. B. in Fachzeitschriften oder -biichern und referierte Konferenzproceedings)
Veroffentlichungen in Fachzeitschriften:

1. Graewert, M.A., Wilhelmy, C., Bacic, T. et al. Quantitative size-resolved characterization of
mRNA nanoparticles by in-line coupling of asymmetrical-flow field-flow fractionation with small
angle X-ray scattering. Sci Rep 13, 15764 (2023). https://doi.org/10.1038/s41598-023-42274-z

2. Da Vela, S., Graewert, M.A. et al. AF4-to-SAXS: expanded characterization of nanoparticles
and proteins at the P12 BioSAXS beamline. Journal of Synchrotron Radiation 32(4):971-985
(2025). https://doi.org/10.1107/S1600577525003959

3. Kolb, B. et al. Advanced Quality and Comparability Assessment of MRNA-Loaded Lipid Nano-
particles: Absolute Size Distribution Profiles and Structure from AF4-Coupled Light and X-ray
Scattering Measurements. Analytical Chemistry 98(7) (2026). https://doi.org/10.1021/acs.anal-
chem.5c05911

9.2  Andere Veroffentlichungen (z. B. Konferenzbeitrage wie Vortrage und Poster, unreferierte Proceedings, Con-
ference Notes)

Herr Bastian Kolb:
Posterprasentation DPHG-Jahrestagung 2023.
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Kurzvortrag und Posterprasentation bei dem Forum ,Applied Biophysics Forum in Drug De-
livery“ organisiert durch die Firma Malvern Panalytics in Mainz, Mai 2025.

Vortrag und Praxiseinheit zu AF4-MALS-SAXS bei EUGLOH Workshop: ,Entrepreneurship
Meets Health Innovation at Large-Scale Facilities in Hamburg, Juni 2025.

Herr Prof. Dr. Dr. h.c. P. Langguth:

Vortrag Forum ,Applied Biophysics Forum in Drug Delivery“ organisiert durch die Firma Malvern
Panalytics in Mainz, Mai 2025.

9.3 Abschlussarbeiten (Bachelor, Master, Diplom, Staatsexamen, Promotion, Habilitation)
Promotionsstudenten:

Bastian Kolb (ausstehend)
Justin Raab (ausstehend)
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