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EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1. EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Heute gibt es zahlreiche hochwirksame Arzneistoffe zur Behandlung vieler
Krankheiten. Jedoch ist die Behandlung in den meisten Féllen noch nicht
optimal. Dies liegt zum einen daran, dass der Wirkstoff nicht zielgerichtet zum
Ort des Geschehens gelangt und zum anderen fuhrt der Wirkstoff an anderen
Stellen im menschlichen Korper unerwiinschte Nebeneffekte herbei. Schon
Anfang des 20. Jahrhunderts hat der Wissenschaftler Paul Ehrlich seine Vision
von den ,magic bullets* veroffentlicht (Ehrlich, 1906). Damit definierte er
Arzneistoffe, die zielgerichtet zum Ort des Geschehens gelangen und zwar
ausschlie8lich dorthin. Heute, mehr als 100 Jahre spater, muss man
konstatieren, dass seine ldee vom zielgerichteten Arzneistofftransport (Drug
Targeting) noch nicht vollstandig erfolgreich umgesetzt werden konnte.

Fur den zielgerichteten Arzneistofftransport bietet sich als Eintrittspforte vor
allem die intravendse (i. v.) Applikation an (Kreuter, 1983; Speiser, 1998). Auf
diesem Weg gelangen, im Gegensatz zu anderen Applikationswegen, 100 %
der injizierten Dosis direkt in den menschlichen Blutkreislauf. Uber das Blut wird
der Arzneistoff in die verschiedenen Koérperregionen bzw. Organe transportiert.
Als optimale Drug-Delivery-Systeme fur die intraventse Applikation sind
nanopartikulare Arzneistofftrager (,Nanocarrier”) anzusehen (Miller, 1991;
Kreuter, 1994). Diese weisen durch ihre GréRe (<1000 nm; 1 nm = 10° m)
enorme Vorteile gegenuber anderen Tragersystemen auf. So lasst sich
insbesondere die Transportkapazitat durch eine an den Arzneistoff angepasste
Tragermatrix signifikant erhéhen (Speiser, 1998). Des Weiteren ist aufgrund der
geringen PartikelgréRe eine gute Gefal3- und Gewebegangigkeit gewébhrleistet,
soweit es sich um stabile Systeme handelt. Andererseits erlangt aber auch das
Thema Nanotoxizitat eine immer grol3ere Bedeutung, sowohl bei den
staatlichen Zulassungsbehoérden, als auch in der offentlichen Wahrnehmung.
Die Verkleinerung der PartikelgroRe der Arzneistofftrager hat eine enorme
Zunahme der Oberflache zur Folge, wodurch dann auch automatisch andere
Eigenschaften, wie beispielsweise die Adhasionsfahigkeit verandert werden.

Eine erhdhte Oberflachenaktivitdt kann dabei auch zu einer gesteigerten
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Toxizitdt fuhren. Eine erhohte Produktion freier Radikale aufgrund der
Interaktion des Nanopartikels mit der Zelloberflache wird diskutiert (Warheit,
2008). Zudem weisen Partikel mit einer Grof3e unter 100 nm ein deutlich
hoheres Toxizitatspotenzial auf, da sie Uber den Prozess der Endozytose von
allen Zellen aufgenommen werden kénnen (Muller et al., 2011b). Generell sollte
man die regelméafige Applikation von nicht bioabbaubarem Nanomaterial
vermeiden, da sich dieses dauerhaft im Gewebe ablagern und dort die Zellen
auf lange Sicht schadigen konnte (Koosha et al., 1989; Muller et al., 2011b).
Diese Problematik kann durch den Einsatz bioabbaubarer Materialien

vermieden werden.

Nanocarrier werden grundsatzlich in anorganische und organische
Tragersysteme unterteilt. Zu den anorganischen Nanocarriern zahlen vor allem
Metall-Nanopartikel, wie Eisenoxid- oder Goldpartikel (Gupta et al., 2007,
Ghosh et al., 2008). Zu den organischen Nanocarriern gehdren unter anderem
die Liposomen, Polymerpartikel, feste Lipidnanopartikel (SLN),
nanostrukturierte Lipidanopartikel (NLC) sowie Nanokristalle (Soppimath et al.,
2001; Sawant und Torchilin, 2010; Miuller et al., 2011a; Muller et al., 2011b).

Nach erfolgter i. v. Applikation der Nanocarrier stellt sich die Frage, wie ein
gezielter Transport des Arzneistoffes an den gewinschten Wirkort im
Organismus erreicht werden kann? Zur Beantwortung muss man sich zunachst
vor Augen fuhren, was mit dem Arzneistoff bzw. Arzneistofftrager nach Eintritt in
den Blutkreislauf passiert. Das Blut ist im menschlichen Organismus das
verbindende Medium und verantwortlich fir den Transport von Nahrstoffen,
Sauerstoff und Abfallprodukten. Bei Menschen, wie auch bei Nagetieren, macht
es ca. 6-7 % des Gesamtgewichts aus. Man unterteilt das Blut in spezielle
Zellen und das proteinreiche Plasma. Zu den zellularen Bestandteilen gehoren
die Erythrozyten (rote Blutkdrperchen), die Leukozyten (weil3e Blutkdrperchen)
und die Thrombozyten (Blutplattchen). Das Blutplasma wiederum besteht aus
einer wassrigen Losung (ca. 90 % Wasser), in welcher sich Proteine, Salze und
andere niedermolekulare Stoffe (z. B. Monosaccharide) befinden. Das Plasma

ist unter anderem verantwortlich fir den Stofftransport, die Immunabwehr, die
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Blutgerinnung sowie die Aufrechterhaltung des pH-Wertes und des
osmotischen Druckes. Von Gerinnungsfaktoren befreites Blutplasma wird als

Serum bezeichnet.

Der Hauptgrund, warum der zielgerichtete Arzneistofftransport nach wie vor
nicht zufriedenstellend umgesetzt werden konnte, liegt darin, dass der
menschliche Korper dber Jahrtausende ein perfekt funktionierendes
Abwehrsystem sowohl gegen alternde und verdnderte Zellen, als auch
Fremdstoffe jeglicher Art entwickelt hat. Bei der Erkennung und Elimination von
nicht korpereigenen Stoffen greifen verschiedene physiologische Systeme
ineinander und sorgen daftir, dass dem Organismus kein Schaden entsteht.
Nun stellen intravends injizierte Arzneistofftrager in der Regel ebenfalls
Fremdkorper dar, die es von Seiten des Organismus zu eliminieren gilt. Fur
diese Aufgabe ist das Immunsystem im menschlichen Korper verantwortlich
(Delves und Roitt, 2000). Es besteht aus verschiedenen Organen, Blutzellen
und Molekilen. Man unterscheidet dabei zwischen der unspezifischen,
angeborenen und der spezifischen, erworbenen Immunabwehr. Zu der
unspezifischen Immunabwehr zdhlen unter anderem das Komplementsystem
sowie die Phagozytose. Die spezifische Immunabwehr zeichnet sich vor allem
durch die T-Lymphozyten und B-Lymphozyten aus. Die T-Lymphozyten
entstehen im Knochenmark und tragen auf ihrer Oberflache einen T-Zell-
Rezeptor, mit welchem sie ein spezifisches Antigen erkennen kénnen. Die B-
Lymphozyten werden ebenfalls im Knochenmark gebildet, gehdren wie die T-
Lymphozyten zur Gruppe der Leukozyten. und kdnnen im Gegensatz zu diesen

auch freie Antigene erkennen.

Bei der Erkennung und Elimination von korperfremden Stoffen nehmen die
Zellen des mononukleéren Phagozytensystems (MPS; friher:
Retikuloendotheliales System, RES) eine Schlusselrolle ein. Zu diesem
Abwehrsystem gehort eine Vielzahl an Zellen in Leber, Milz, Lunge und
Lymphknoten sowie im Knochenmark. Zu den am besten erforschten Zellen des
MPS zahlen die Makrophagen (Gordon, 1995). Diese entstehen tber mehrere

Zwischenschritte aus pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks und
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realisieren im Zusammenspiel mit den Lymphozyten die wesentlichen Schritte
der antigenspezifischen Immunabwehr. Ein kleiner Teil der Makrophagen
zirkuliert im Blut (Monozyten), ein Grol3teil ist fest lokalisiert und wird auch als
Gewebsmakrophagen bezeichnet, z. B. die Kupfferschen Sternzellen in der
Leber, die Alveolarmakrophagen in der Lunge oder auch Makrophagen in
Knochenmark, Lymphknoten und Milz. Die elementare Aufgabe der
Makrophagen ist die Phagozytose. Dabei werden Krankheitserreger und
anderes Fremdmaterial durch die Makrophagen aufgenommen und
anschlieBend als Antigene auf der Zelloberflache fur die T-Lymphozyten
prasentiert.

Ist der i. v. applizierte Arzneistoff nicht gegen einen Erreger, der in den Zellen
des MPS lokalisiert ist, vorgesehen, so ist es wichtig, der Erkennung durch die
Makrophagen entgegenzuwirken. Normalerweise werden 80-90 % der i. v.
injizierten Partikel bereits innerhalb von 5 min durch die Kupffer-Zellen in der
Leber aufgenommen, und weitere 2-5 % werden durch die Makrophagen der
Milz innerhalb der gleichen Zeitperiode eliminiert (O’Mullane et al., 1987; Mller,
1991; Liliemark et al., 1995). Diese Vorgdnge machen deutlich, wie schwer es
ist, einen zielgerichteten Arzneistofftransport zu erreichen. Ohne einen
besonderen Schutz vor den Makrophagen verbleibt nur noch ein sehr geringer
Prozentsatz an injizierten Nanocarriern, der in andere Organe, wie Niere, Herz,
Lunge oder Knochenmark gelangen kann. Dementsprechend gering ist dann

auch die erwiinschte Arzneimittelwirkung.

Um der frihen Erkennung durch die Zellen des MPS zu entgehen und ein Drug
Targeting in primar nicht zugangliche Korperbereiche zu erreichen, ist es
notwendig, die Nanocarrier vor den Zellen des MPS zu schiitzen. Besonders
haufig wird dazu die Oberflache der Arzneistofftrdger mit Polyethylenglykol
(PEG), einem hydrophilen, nichtionischem Polymer modifiziert (Harper et al.,
1991; Gref et al. 1993; Li et al., 2001; Moghimi et al., 2001; van Vlerken, 2007).
Dadurch entstehen sogenannte ,Stealth“-Systeme, die fir das MPS
Lunsichtbar” sind. Dies hat zur Folge, dass die Arzneistofftrager langer im Blut

zirkulieren und so eine hohere Anreicherung des Arzneistoffs im Zielgewebe
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erfolgen kann. Es stellt sich nun die Frage, wie sich dartber hinaus ein
zielgerichteter Arzneistofftransport erreichen lasst?

Nachdem die Nanocarrier i. v. appliziert worden sind, kommt es zur Interaktion
mit dem Blut. Dabei adsorbieren Plasmaproteine auf der Oberflache der
Nanocarrier. Mitunter kommt es auch zu einem Austausch von adsorbierten
Proteinen durch andere Proteine. Durch diese Adsorptions- und
Desorptionsvorgange verandern sich das aul3ere Erscheinungsbild der
Nanocarrier und somit auch die weiteren Interaktionsfahigkeiten. Man
bezeichnet die adsorbierten Proteine auch als Proteinkorona (Cedervall et al.,
2007; Lundqvist et al., 2008). Die Korona hat einen entscheidenden Einfluss
darauf, was mit dem Nanocarrier passiert und wohin er im menschlichen Korper
gelangt, da sie die Kontaktflache fiur Biomolekile, Zellen und biologische

Oberflachen im physiologischen System, dem menschlichen Kérper, darstellt.

Anfangs wurden noch die physikochemischen Eigenschaften der Partikel, bzw.
der Nanocarrier allein verantwortlich gemacht fir die resultierende
Organverteilung. Dabei wurden jeweils einzelne Parameter, wie Grof3e oder
Ladung der Partikel verandert und die anschlie3end erhaltenen Unterscheide
im in-vivo-Verhalten dadurch versucht zu erklaren. So haben Wilkens und
Myers die Eliminationsrate von i. v. applizierten Partikeln durch die Leber allein
der Partikelladung zugeschrieben (Wilkens und Myers, 1966). Oder die
Partikelgro3e wurde in Korrelation mit der resultierenden Organverteilung
gesetzt (Davis, 1981).

Mit Beginn der 1980er Jahre hat man dann die Gesamtheit der
physikochemischen Oberflacheneigenschaften der Partikel als bedeutend fur
die in-vivo-Verteilung angesehen und sich nicht mehr nur auf einen Parameter
bezogen. Diese Annahme respektiert die Tatsache, dass die Veranderung einer
physikochemischen Eigenschaft der Partikel andert, dies haufig auch Einfluss
auf weitere physikochemische Eigenschaften hat. So variieren z. B. bei
Polystyren-Partikeln mit zunehmender Partikelgrée auch die Anzahl der
funktionellen Gruppen und die Oberflachenhydrophobizitat.
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Aber auch diese Sichtweise reichte nicht aus, um das in-vivo-Verhalten von i. v.
applizierten Partikeln hinreichend erklaren zu koénnen. Mduller verdffentlichte
seine Forschungsergebnisse Uber drei unterschiedliche Polystyren-Partikel und
deren Organverteilung (Mdller, 1991). Es handelte sich jeweils um 60 nm
Polystyren-Partikel, einmal ohne Oberflachenmodifikation und je einmal mit
Poloxamin 908 und Poloxamer 407 modifiziert. Die unmodifizierten Polystyren-
Partikel wiesen eine hohe Oberflachenladung auf und waren sehr hydrophob.
Diese Eigenschaften fuhren bekanntermalRen zu einer schnellen Aufnahme
durch die Zellen des MPS (Wilkens und Myers, 1966; van Oss et al., 1983), was
auch in den in-vivo-Daten ersichtlich wurde. Die mit Poloxamin 908
modifizierten Polystyren-Partikel waren ungeladen und sehr hydrophil. Dies
wiederum sind Charakteristika flr eine geringere Aufnahme durch
Makrophagen des MPS und eine langere Verweildauer im Blutkreislauf (Illum et
al., 1987). Belegt wurde dies durch die erhaltenen in-vivo-Daten. Die mit
Poloxamer 407 modifizierten Polystyren-Partikel waren ahnlich wie die mit
Poloxamin 908 modifizierten ungeladen und wiesen eine zu diesen sehr
ahnliche Oberflachenhydrophilie auf. Im resultierenden Organverteilungsmuster
ergaben sich aber deutliche Unterschiede. Zwar entgingen die mit Poloxamer
407 modifizierten Polystyren-Partikel ebenfalls einer Aufnahme in Leber und
Milz, aber anders als bei den mit Poloxamin 908 modifizierten Polystyren-
Partikeln ergab sich bei ihnen eine deutliche Anreicherung im Knochenmark.
Ahnliche Ergebnisse mit Poloxamer 407 Uberzogenen Polystyren-Partikeln
wurden auch von anderen Wissenschaftlern beschrieben (lllum und Davis,
1987).

Zur Erklarung dieses unterschiedlichen in-vivo-Verhaltens reichten nun die
physikochemischen Eigenschaften der Partikel allein nicht aus, so dass den
Proteinen im Blut eine Schlisselrolle zugeschrieben wurde. Basierend auf den
Zusammenhangen zwischen den physikochemischen Eigenschaften der
Partikel, den auf den Partikeln adsorbierten Blutproteinen und dem in-vivo-
Verteilungsmuster der Partikel entstand das Konzept der ,Differenzierenden
Adsorption® (Muller und Heinemann, 1989). Dabei bestimmen die
physikochemischen Eigenschaften der Partikel, welche Blutproteine sich auf der
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Partikeloberflache anlagern. Diese wiederum beeinflussen im nachsten Schritt,
was mit den Partikeln passiert, also deren Organverteilung. Diese

Zusammenhange sind in Abb. 1 graphisch dargestellt.

Physikochemische
Eigenschaften
der
__Arzneistofftrager

" Lv. Injektionvon | Plasmaprotein-
Arzneistofftragern adsorptionsmuster

‘ In-vivo-Verhalten
der
Arzneistofftrager

Abb. 1: Konzept der ,Differenzierenden Adsorption“: Auf i. v. injizierten Arzneistofftragern
adsorbieren, abhéngig von ihren physikochemischen Oberflacheneigenschaften, bestimmte
Plasmaproteine, die ihrerseits das in-vivo-Verhalten der Partikel bestimmen. Diese Erkenntnis
der Korrelation und der verantwortlichen Proteine kénnen fiir das Targeting von Nanocarriern

genutzt werden.

Bezogen auf die bereits erwahnten ,Stealth“-Systeme trifft diese Kausalitat sehr
genau zu. Untersuchungen haben gezeigt, dass auf PEGylierten
Arzneistofftragern deutlich weniger Blutproteine adsorbieren, was dann
wiederum zu langeren Blutzirkulationszeiten fuhrt (Tan et al., 1993; Zhang et
al., 2001; Gupta und Curtis, 2004). Korpereigene Proteine, die das Andocken
der Makrophagen an die Partikel erleichtern, werden auch als Opsonine
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bezeichnet. Insofern sind die Opsonine verantwortlich fir eine erhohte
Phagozytose der Nanocarrier (Absolom, 1986; Juliano, 1988). Dazu gehdren
unter anderem Fibrinogen, Immunglobulin G (IgG) und Komplementfaktoren (z.
B. C3b) (Camner et al., 2002; Leroux et al., 1994). Fehlen diese Opsonine auf
der Oberflache der Arzneistofftrager, wie im Fall von Partikeln, die mit PEG
modifiziert wurden, so werden die Nanocarrier nicht so schnell von den
Makrophagen erkannt und kdénnen dementsprechend langer im Blutkreislauf

zirkulieren.

Sehr gut untersucht sind diese Zusammenhénge der ,Differenzierenden
Adsorption* im Fall des zielgerichteten Arzneistofftransports in das Gehirn.
Generell ist die Anreicherung eines Arzneistoffs im Gehirn sehr gering, was an
der Blut-Hirn-Schranke liegt. Diese stellt eine nahezu undurchlassige Barriere
im menschlichen Organismus dar, um das Gehirn vor Fremdstoffen, die im Blut
zirkulieren, zu schitzen (Forth et al., 2001; Pardridge, 2003). Dennoch muss in
einem gewissen Mal3e auch hier ein Stoffaustausch stattfinden, so dass das
Gehirn mit allen notwendigen kérpereigenen Stoffen versorgt werden kann. Es
existieren spezifische Transportsysteme, die diesen Austausch ermdglichen.
Von Bedeutung flir den zielgerichteten Arzneistofftransport ist der Low Density
Lipoprotein- (LDL-) Rezeptor, welcher fur den Transport von LDL aus dem Blut
in das Interstitium des Gehirns zustdndig ist. Das im Blut befindliche
Apolipoprotein E (ApoE) ist ebenfalls ein Ligand fir diesen Rezeptor.
Arzneistofftrager, die ApoE an ihrer Oberflache adsorbiert haben, kénnen so
Uber den LDL-Rezeptor in das Gehirn gelangen. Entsprechende Ergebnisse
wurden sowohl mit vorab kovalent an die Partikeloberflache gebundenes, als
auch mit aus dem Blut adsorbiertes ApoE in Tierversuchen nachgewiesen
(Kreuter, 2001; Mdller et al., 2001). Im zweiten Fall wurde eine erhdhte
Adsorption von ApoE auf Partikeln, die mit dem Tensid Tween 80 benetzt
wurden, erzielt. Die Korrelationskette lautet: Tween 80 auf der Oberflache fuhrt
zu einer vermehrten Adsorption von ApoE. Daraus wiederum resultiert eine
erhohte Ansammlung der Partikel im Gehirn (Muller und Schmidt, 2002). Dieser
zielgerichtete Transport mit Nanocarriern in das Gehirn konnte fiir verschiedene
Wirkstoffe nachgewiesen werden (Darlagin: Alyautdin et al., 1995; Paclitaxel:
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Hekmatara et al., 2009; Doxorubicin: Gulyaev et al., 1999 und Tubocurarin:
Kreuter, 2004).

In Fortfhrung dieser Erkenntnisse ist es daher von grof3ter Bedeutung ist es
daher, die auf der Oberflache der Partikel adsorbierenden Blutproteine zu
identifizieren. Daflur hat sich in der Vergangenheit die zwei-dimensionale
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE, 2-DE) als Mittel der Wahl
etabliert. Diese Methode wurde 1975 von O'Farrel und Klose unabhéngig
voneinander entwickelt (O’'Farrel, 1975; Klose, 1975). Sie basiert im
Wesentlichen auf einer Auftrennung der Proteine nach zwei unterschiedlichen
Parametern im elektrischen Feld. In der ersten Dimension erfolgt eine
Auftrennung anhand des isoelektrischen Punkts der Proteine, in der sich daran
anschlieBenden zweiten Dimension erfolgt die Trennung aufgrund der Grélie
der Proteine. Dieses Verfahren wird standig weiter optimiert und entsprechend
den Anforderungen der Proteinanalytik auf nanopartikularen Arzneistofftragern
modifiziert (Blunk et al., 1993; Thode et al., 1997; Harnisch und Mduller, 1998;
Lick et al., 1998; Goppert und Mdiller, 2004).

Sind erst einmal sdmtliche Zusammenhange zwischen physikochemischen
Eigenschaften der Nanocarrier, den daraus resultierenden
Proteinadsorptionsmustern und dem sich daraus ergebenden in-vivo-Verhalten
bekannt, lassen sich Uber die Modifikation der physikochemischen
Eigenschaften der Nanocarrier gezielt bestimmte Blutproteine adsorbieren, die
wiederum eine gesteuerte Anreicherung der Partikel in dem gewlnschten
Organ oder Gewebe zur Folge haben. Um prazise Vorhersagen treffen zu
konnen, ist es daher notwendig, mdglichst viele Daten Uber i. v. injizierte
Partikel, deren Proteinadsorptionsmuster und der daraus resultierenden
Verteilung im Organismus zu sammeln. Durch die Bestimmung von
Proteinadsorptionsmustern lassen sich dann schneller Arzneistofftrager
entwickeln, die an den gewunschten Ort des Geschehens transportiert werden
konnen. Die Anzahl an in-vivo-Tierversuchen lasst sich mithin deutlich
reduzieren. Ursachlich  dafur ist, dass Formulierungen frihzeitig

ausgeschlossen oder modifiziert werden koénnen, und zwar solche, die kein
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entsprechendes Proteinadsorptionsmuster, das auf ein gewlnschtes
Targetingpotenzial schliel3en lasst, aufweisen.

Nicht zuletzt aufgrund der sehr aufwandigen Technik zur Bestimmung der
adsorbierten Proteine und der recht hohen Kosten sind allerdings nur wenige
Forschergruppen weltweit in diesem Bereich der ,Grundlagenforschung” tatig
(Leroux et al., 1994; Allemann et al., 1997; Liu et al., 2006; Dobrovolskaia und
McNeil, 2007; Kim et al., 2007; Dobrovolskaia et al., 2008). Dies hat zur Folge,
dass auch 20 Jahre nach der Vertffentlichung des Konzepts der
.Differenzierenden Adsorption® noch lange nicht alle Zusammenhénge

aufgeschlisselt sind.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen weitere Erkenntnisse gewonnen werden, um
dem Ziel des zielgerichteten Arzneistofftransports ein Stick ndher zu kommen.
Wie zuvor bereits erwahnt, wird den Blutproteinen und deren Adsorption auf der
Partikeloberflache dabei eine Schlisselrolle zugewiesen. Folglich liegt auch das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der Proteinanalytik. Basierend auf der
bereits fur die Proteinanalytik auf Nanocarriern etablierten 2-D PAGE, sollen
wichtige Zusammenhange zwischen den physikochemischen Eigenschaften der
Partikel, der resultierenden  Proteinadsorption und dem in-vivo-

Verteilungsmuster erarbeitet werden.

So werden unter anderem oberflachenmodifizierte Nevirapin-
Nanosuspensionen hinsichtlich ihres Potenzials in die Zellen des MPS
vorzudringen, untersucht. Dieses ist ein potenzielles Reservoir des HI-Virus und
deshalb von grol3er Bedeutung fur das Drug Targeting. DarUber hinaus gilt es,
mit Didanosin beladene nanostrukturierte Lipidcarrier auf ihre Proteinadsorption
hin zu analysieren. Da das Gehirn der gewlnschte Zielort der Nanocarrier ist,
werden primér Tenside, die bereits in friheren Studien zu einem erfolgreichen
Transport Uber die Blut-Hirn-Schranke gefuhrt haben, eingesetzt. Weiterhin
solle ein neues, bioabbaubares Arzneistofftragersystem, bestehend aus
Polyethylencarbonat, hinsichtlich des Potenzials, unentdeckt im Blutkreislauf
zirkulieren zu koénnen, analysiert werden. AulRerdem ist es Ziel, die

Adsorptionskinetik auf Eisenoxid-Nanopartikeln zu untersuchen. Dabei wird die
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Existenz des ,Vroman-Effekts® auf diesem Partikelsystem analysiert und
daneben das Proteinadsorptionsverhalten tber einen langeren Zeitraum (5-240
min) bewertet. AbschlieRend wird der Einfluss der Partikelform auf das
resultierende Proteinadsorptionsmuster erforscht und mit den Ergebnissen aus
in-vivo- und in-vitro-Studien, die von den Kooperationspartnern durchgefthrt

wurden, verglichen.
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2. DISKUSSION

In der folgenden Diskussion wird zunachst in Abschnitt 2.1 die dieser Arbeit
hauptsachlich zugrundeliegende Analysemethode 2-D PAGE kritisch betrachtet.
Das Hauptaugenmerk gilt dabei der Probenaufbereitung, da dieses der
problematischste Schritt der gesamten Methode ist. Im Anschluss daran wird
das Potenzial unterschiedlicher i. v. applizierbarer Nanocarrier, bestimmte
Zielorte im Organismus zu erreichen, anhand der erhaltenen Ergebnisse
diskutiert. Die gewahlte Reihenfolge entspricht dabei chronologisch den

durchgefuhrten Arbeiten.

Im Abschnitt 2.2 steht das Drug Targeting in die Zellen des MPS im
Vordergrund. Verschiedene, zum Teil oberflachenmodifizierte Nevirapin-
Nanosuspensionen werden hinsichtlich ihres Potenzials, in dieses mdgliche
Reservoir des HI-Virus zu gelangen, untersucht. Aus dieser Arbeit ist die
folgende Veroffentlichung entstanden: Shegokar, R., Jansch, M., Singh, K. K.,
Mdaller, R. H., 2010. In vitro protein adsorption studies on nevirapine
nanosuspensions for HIV/AIDS chemotherapy. Nanomedicine 7(3), 333-340,
doi:10.1016/j.nan0.2010.10.012 (siehe Kapitel 3.1).

Im Abschnitt 2.3 ist der zielgerichtete Arzneistofftransport in das Gehirn
Gegenstand der Betrachtung. Im Detail werden nanostrukturierte Lipidcarrier,
die mit Didanosin beladen wurden, und deren resultierende Proteinadsorption
diskutiert. Daraus resultiert die folgende Veroffentlichung: Wa Kasongo, K.,
Jansch, M., Miller, R. H., Walker, R. B., 2010. Evaluation of the in vitro
differential protein adsorption patterns of didanosine-loaded nanostructured lipid
carriers (NLCs) for potential targeting to the brain. J. Liposome Res. 21(3), 245-
254, d0i:10.3109/08982104.2010.539186 (siehe Kapitel 3.2).

Anschliel3end geht es im Abschnitt 2.4 um das Potenzial eines neuen Typs
Nanocarrier mit dem Ziel, der friihzeitigen Erkennung und Elimination durch die
Makrophagen zu entkommen. Dieses neue Drug Delivery System besteht aus
bioabbaubarem Polyethylencarbonat. Diese Ergebnisse haben zu der

folgenden Veroffentlichung gefihrt: Bege, N., Renette, T., Jansch, M., Reul, R.,
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Merkel, O., Petersen, H., Curdy, C., Miller, R. H., Kissel, T., 2011.
Biodegradable poly(ethylene carbonate) nanoparticles as a promising drug
delivery system with “stealth” potential. Macromol. Biosci. 11(7), 897-904, doi:
10.1002/mabi.201000496 (siehe Kapitel 3.3).

Im dann folgenden Abschnitt 2.5 wird die Adsorptionskinetik auf ultrakleinen
superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln untersucht und deren
Auswirkung auf eine zielgerichtete Applikation diskutiert. Dabei geht es um die
Existenz des ,Vroman-Effekts* auf diesem Partikelsystem und die Veranderung
der Proteinkorona Uber eine Zeitspanne von bis zu vier Stunden. Die
Ergebnisse wurden bereits in einem wissenschaftlichen Fachjournal publiziert:
Jansch, M., Stumpf, P., Graf, C. M., Ruhl, E., Miller, R. H., 2012. Adsorption
kinetics of plasma proteins on ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO)
nanoparticles. Int. J. Pharm. 428(1-2), 125-133,
doi:10.1016/j.ijpharm.2012.01.060 (siehe Kapitel 3.4).

Im letzten Abschnitt 2.6 wird der Einfluss der Partikelform auf das resultierende
Proteinmuster untersucht. Dabei steht vor allem das Potenzial des
zielgerichteten Transports in die Milz im Vordergrund. Die Ergebnisse wurden
bereits in Form eines wissenschaftlichen Beitrages verfasst und vom Journal
akzeptiert: Jansch, M., Jindal, A. B., Majee Sharmila, B., Samad, A., Devarajan,
P. V., Muller, R. H., 2012. Influence of particle shape on plasma protein

adsorption and macrophage uptake. Die Pharmazie (siehe Kapitel 3.5).
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2.1 Methodik

Die vorliegende kumulative Dissertation befasst sich eingehend mit der
Proteinadsorption auf nanopartikularen Arzneistofftragern, welche eine
Schlusselrolle im zielgerichteten Arzneistofftransport einnimmt. Zur Bestimmung
der adsorbierten Proteine gibt es zahlreiche Techniken, die in der Wissenschaft
verwendet werden. Dazu gehoren die Interne
Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRF) (Jorgensen et al.,, 2009), die
Shotgun  Proteomics  Methode, welche eine  Kombination aus
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) und Massenspektrometrie
(MS) darstellt (Capriotti et al., 2011) oder auch eine Kombination aus
Rasterkraftmikroskop (AFM) und Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
(SPR) (Servoli et al., 2008). Auch die Natriumlaurylsulfat Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) (Kang et al, 2007) wird zur Bestimmung der

Proteinadsorptionsmuster verwendet.

Als Analysenmethode fiir die ldentifikation der adsorbierten Proteine wurde in
der vorliegenden Arbeit die zwei-dimensionale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (2-D PAGE) ausgewahlt, da sich mit dieser Technik
komplexe Proteingemische hochauflosend auftrennen lassen. Hervorzuheben
ist, dass bei dieser Methode in einem Probenlauf bis zu 10.000 Proteine
gleichzeitig bestimmt werden kdnnen (Hochstrasser et al., 1990; Tissot et al.,
1991). Eine ebenso hohe Auflosung mittels einer Technik lasst sich mit den
anderen benannten Methoden nicht realisieren. Neben der Zusammensetzung
der Proteinmuster lassen sich mit dieser Methode auch die Anteile der Proteine
zueinander bestimmen (Klose und Kobalz, 1995). Dariber hinaus ist diese
Technik in friheren Studien bereits erfolgreich eingesetzt und den speziellen
Anforderungen an die Analyse von adsorbierten Proteinen auf
Arzneistofftragern angepasst worden (Blunk et al., 1993; Thode et al., 1997,
Harnisch und Mdller, 1998; Lick et al., 1998; Goppert und Mdller, 2004).

Dennoch gibt es auch bei der 2-D PAGE einige kritische Punkte, die vor allem
hinsichtlich der Probenaufbereitung beriicksichtigt werden mussen. Zuerst stellt
sich die Frage nach dem geeigneten Inkubationsmedium. Idealerweise wird Blut
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verwendet, da dieses den in-vivo-Bedingungen gleichkommt. Es ergibt sich
jedoch die Problematik der spateren Separation von Partikeln mit den
adsorbierten Proteinen und dem Uberschissigen Blut, welche durch die im Blut
befindlichen Blutzellen sehr erschwert wird. Aus diesem Grund wird meist auf
Blut als Inkubationsmedium verzichtet und entweder das von zellularen
Bestandteilen befreite Plasma oder Serum, bei dem zusatzlich die
Gerinnungsfaktoren (z. B. Fibrinogen) entfernt wurden, verwendet. Da bei der
Adsorption von Proteinen aus dem Blut an der Oberflache der Nanocarrier die
Proteine untereinander Einfluss auf das resultierende Adsorptionsmuster
haben, empfiehlt sich Plasma als optimales Inkubationsmedium. Hier sind
gegenuber dem Serum alle Proteine aus dem Blut enthalten. Berticksichtigt
werden muss jedoch, dass das Plasma mit zusatzlichen Stoffen versehen wird,
um eine frihzeitige Koagulation zu vermeiden. Diese zugesetzten
Antikoagulantien kdnnen ihrerseits mit den Proteinen aus dem Blut interagieren.
Um diese Effekte mdglichst gering zu halten, wurde in der vorliegenden Arbeit
auf Plasma, welches mit Makromolekilen stabilisiert wurde, verzichtet und

stattdessen ausschliefRlich citratstabilisiertes Plasma verwendet.

Zu beachten sind weiterhin Unterschiede in der Zusammensetzung des Blutes
bei verschiedenen Spezies. Fir eine genaue Korrelation der in-vivo-
Verteilungsmuster und der Proteinadsorptionsmuster ist ein identisches Medium
optimal. Da die untersuchten Arzneistofftrager fir die Anwendung am
Menschen konzipiert sind, wurde auch in samtlichen vorliegenden Studien

Humanplasma als Inkubationsmedium ausgewahlt.

Die Inkubationszeit ist Uberdies von groRer Bedeutung, deshalb wurde
standardmalig in den vorliegenden Studien eine Inkubationszeit von 5 min
festgelegt. Diese Zeitspanne orientiert sich an den in-vivo-Bedingungen, da
typischerweise innerhalb von 5 min 90 % der i. v. injizierten Partikel durch die
Zellen des MPS aufgenommen worden sind (O'Mullane et al., 1987; Mdller,
1991, Liliemark et al., 1995). Im Fall von Studien zur Adsorptionskinetik wurden
auch andere Inkubationszeiten gewahlt, auf die dann an entsprechender Stelle

naher eingegangen wird. Aus solchen Adsorptionskinetikstudien geht hervor,
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dass die Inkubationszeit einen grol3en Einfluss auf das resultierende
Proteinadsorptionsmuster haben kann (Blunk et al., 1996; Goppert und Muller,
2005a).

Weiterhin kritisch zu sehen ist das Verhaltnis von Probe zu Inkubationsmedium.
Optimal ist ein Verhéltnis analog den in-vivo-Versuchen, falls diese bereits
vorliegen. Alternativ bietet es sich an, die Probenkonzentration analog zu
friheren Proteinadsorptionsstudien zu wahlen, so dass Vergleiche zu diesen
Ergebnissen gemacht werden kdnnen. Dabei hat sich ein Verhéltnis Probe zu
Inkubationsmedium von 1:3 als Standard etabliert (Harnisch und Mdller, 1998,
2000; Goppert und Mdaller, 2003, 2004, 2005a, 2005b; Schmidt und Mdller,
2003; Petri et al., 2007). Jedoch sollte dabei beachtet werden, dass
Partikelkonzentration bzw. zugehorige Partikeloberflache annédhernd konstant
sind. In den benannten Studien lag die Partikelkonzentration zwischen 10-20 %
(w/v). Eine deutliche Abweichung von diesen Partikelkonzentrationen wirde bei
einem konstanten Verhaltnis von 1:3 (Probe zu Inkubationsmedium) zu einer
mengenmalig stark veranderten Oberflache fihren. Dies wiederum beeinflusst
die Konkurrenzsituation der Proteine untereinander und somit auch das

resultierende Proteinadsorptionsmuster.

Nach erfolgter Inkubation ist es erforderlich, das nicht gebundene
Inkubationsmedium von der Probe mit den adsorbierten Proteinen zu trennen.
Hierfir gibt es verschiedene Moglichkeiten in Abhangigkeit von der zu
untersuchenden Probe verschiedene Moglichkeiten. In friheren Arbeiten
erfolgte die Trennung routinemanig mittels Zentrifugation (Blunk, 1994; Gessner
et al., 2000; Goppert und Mdaller, 2003; Harnisch und Miuller, 1998).
Vorrausetzung fir eine Separation durch Zentrifugation ist ein bestimmter
Dichteunterschied zwischen Probe und Inkubationsmedium. Es muss sich eine
klar sichtbare Grenze nach dem Zentrifugieren herausgebildet haben, um keine
Verfalschung im resultierenden Proteinmuster zu erhalten. Als alternative
Separationsmethode wurde die Gelfiltration etabliert (Blunk, 1994; Diederichs,
1996; Goppert, 2005; Goppert und Muller, 2004). Dabei handelt es sich um eine

chromatographische Trennmethode, bei der die Separation anhand der
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MolekulgroR3e erfolgt (GroRenausschlusschromatographie). Als  weitere
Methode bietet sich bei magnetischen Partikeln, wie zum Beispiel Eisenoxid-
Nanopartikeln, die Trennung in einem elektrischen Feld an (Thode, 1996;
Thode et al., 1997). Dazu wird eine Trennsaule in einem Magneten platziert, so
dass zunadchst nur das ungebundene Inkubationsmedium eluiert wird. Im
nachsten Schritt wird die Saule aus dem Magneten entfernt, und es werden die
Partikel mit den adsorbierten Proteinen von der Saule eluiert. Bei allen
benannten Trennmethoden muss bertcksichtigt werden, dass die gewahlte
Inkubationszeit strenggenommen nicht der tatsachlichen Inkubationszeit
entspricht. Unabhangig davon, ob die Separation durch Zentrifugation,
Gelfiltration oder mit Hilfe einer Magnetsaule verlauft, ist sie niemals sofort
abgeschlossen. Das bedeutet, dass die Inkubation wéhrend der Trennung noch
eine gewisse Zeit weiterlauft. Bei der Zentrifugation dauert dies etwas langer,
da in der Regel fur jeweils eine Stunde zentrifugiert wird. Bei der Gelfiltration
bzw. Magnetsaule vergehen bis zur Eluation der entsprechenden Fraktionen
ebenfalls einige Minuten. Aus diesem Grund sind Ergebnisse, die auf
unterschiedlichen Separationstechniken beruhen, nur bedingt miteinander
vergleichbar.

Dartiber hinaus hat bei der Zentrifugation die Aufreinigung einen Einfluss auf
das resultierende Proteinmuster. Dieser Vorgang wird auch als ,Waschschritt*
bezeichnet und soll dafiir sorgen, dass keine ungebundenen Proteine das
Ergebnis verfalschen. Andererseits kann es durch zu haufiges Waschen auch
zum Ablésen von vorher adsorbierten Proteinen kommen, was ebenfalls zu
einem unkorrekten Proteinadsorptionsmuster fihren wirde. Von Bedeutung ist
gleichwohl das verwendete Waschmedium. Frihere Versuche im Arbeitskreis
Muller haben drei Waschvorgange mit einem pH 7.4 Phosphatpuffer als

optimale Versuchsbedingung bestimmt (Harnisch und Mduller, 1998).

Ein weiterer, kritisch zu betrachtender Aspekt der 2-D PAGE ist die
Probenanzahl. Fir statistisch korrekte Auswertungen ist die in dieser Arbeit
verwendete Probenanzahl von anfangs zwei, spater drei Proben im Grunde zu

gering. Der Grund fir diese verhaltnismaRig niedrige Anzahl an Proben sind die
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damit verbundenen Kosten und der enorme Zeitaufwand. Ein Durchgang mit
sechs Proben dauert von der Probenvorbereitung bis zur abschlieRenden
Farbung der Gele knapp eine Woche. Die Kosten pro Lauf liegen allein fur die
sechs Gele bei ca. 300 €. Aus diesem Grund wird auf friihere Arbeiten im
Arbeitskreis Mduller verwiesen, in denen die Reproduzierbarkeit statistisch

korrekt nachgewiesen wurde (Blunk, 1994).

18



DISKUSSION

2.2 Drug Targeting Potenzial von Nevirapin-Nanosusp  ensionen
in die Zellen des MPS

Wie bereits in der Einleitung erlautert wurde, nehmen die Zellen des MPS bei
der Elimination von Fremdstoffen eine bedeutende Rolle ein. Bei der
Behandlung vieler Erkrankungen stellt dies ein groRes Problem dar, weil der
Arzneistoff auf diese Weise sehr schnell aus dem Blutkreislauf entfernt wird und
somit nicht mehr in die gewlnschte Zielregion vordringen kann. Es gibt aber
auch Erkrankungen, bei denen genau dies von Vorteil sein kann und dariber
hinaus sogar erwiinscht ist. Und zwar dann, wenn eine Erkrankung vorliegt, bei
der Zellen des MPS einen Hort fir das Virus oder die Bakterien darstellen. Dies
gilt unter anderem fir das HI-Virus.

In der vorliegenden Arbeit wurden vier unterschiedliche Nevirapin-
Nanosuspensionen hinsichtlich ihres Potenzials, in die MPS-Zellen
vorzudringen, untersucht. Dabei wurden drei dieser Nanosuspensionen
zusatzlich an der Oberflache modifiziert. Der Arzneistoff Nevirapin ist ein
nichtnukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NNRTI), der bei HIV-
Infektionen eingesetzt wird. Unter dem Handelsnamen Viramune befindet er
sich in Form von Tabletten oder als Suspension zur oralen Einnahme auf dem
Markt. Das Wirkprinzip beruht auf einer nicht kompetitiven Bindung an die
Reverse Transkriptase des Virus. Damit der Wirkstoff an den gewiinschten Ort
des Geschehens, in diesem Fall in die Zellen des MPS, gelangen kann, ist die
Adsorption von Opsoninen auf der Oberflache der Nanocarrier férderlich. Dies
sind Blutproteine, die auf der Oberflache von kérperfremden Stoffen als eine Art
Anker fungieren, durch welchen Makrophagen diese erkennen und die
Phagozytose beginnen kénnen.

Bezogen auf die erhaltenen Ergebnisse aus der Proteinadsorptionstudie, ist vor
allem die starke Adsorption der Immunoglobuline interessant, da diese als
Opsonine gelten. Somit bewirken sie eine erhdhte Aufnahme der Partikel durch
Makrophagen. Zu einem ahnlichen Ergebnis fihrten auch in-vivo-Tierversuche,

die mit den gleichen Nevirapin-Nanosuspensionen durchgefihrt wurden

19



DISKUSSION

(Shegokar, 2010; Shegokar und Singh, 2011). Eine Akkumulation der Partikel in
Leber und Milz konnte mit **™TC markierten Nanosuspensionen fiir alle vier
Formulierungen gezeigt werden. Die unterschiedlichen prozentualen Anteile der
adsorbierten Proteine auf der Oberflache der Partikel konnen dabei ursachlich
fur die quantitativen Unterschiede in der Organverteilung sein. So haben zum
Beispiel Albumin und Apolipoproteine als Dysopsonine eine protektive Funktion
gegenuber der Makrophagenerkennung. Dadurch kénnen die Partikel langer

unerkannt in der Blutbahn zirkulieren und auch in andere Gewebe gelangen.

Betrachtet man die erhaltenen Pherogramme der drei oberflachenmodifizierten
Nanosuspensionen, so ergeben sich nur geringfigige Unterschiede zur
urspringlichen Formulierung. Dies kdnnte daran liegen, dass die gewéhlte
Tensidzusammensetzung (Tween 80, Plasdone, Poloxamer,
Polyvinylpyrrolidon) zu sehr stabilen Partikeln fihrt und bei der anschlielRenden
Oberflachenmodifizierung nur ein sehr geringer Austausch der Tenside durch
die oberflachenmodifizierenden Stoffe stattfindet. Somit ware das &ufRerliche
Erscheinungsbild der Partikel nahezu unverédndert und eine &hnliche
Proteinadsorption die logische Konsequenz. Diese Art der
Oberflachenmodifizierung hat jedoch auch Vorteile, zum Beispiel in Bezug auf
die PartikelgroRe. In der vorliegenden Arbeit wurde ausgehend von einer
Formulierung eine nachtragliche Modifizierung der tbrigen Nanosuspensionen
durchgefiihrt. Das bedeutet, dass nach der Herstellung einer Rohsuspension
diese mit dem jeweiligen Oberflachenmodifizierer behandelt wurde. Dabei
kommt es zum Austausch einzelner Stabilisatormolekile durch die
Oberflachenmodifizierer, wodurch eine neue, veranderte Partikeloberflache
entsteht. Gibt man den Modifikator schon wahrend der Produktion der
Nanosuspension hinzu, so kann dies die Stabilitat negativ beeinflussen und so
zu einer stark verdnderten PartikelgroR3e, PartikelgroR3enverteilung und
Partikelform fuhren. Eine veranderte Partikelgrof3e oder -form bedeutet
wiederum verdnderte physikochemischen Eigenschaften der Partikel, und da
diese in ihrer Gesamtheit fur das resultierende Proteinadsorptionsmuster
verantwortlich sind, ist ein veréndertes Proteinadsorptionsmuster die Folge.
Dabei lieBen sich dann aber nur wenige beziehungsweise keine konkreten
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Ruckschlisse auf den direkten Einfluss des Oberflachenmodifizierers bezogen
auf das erhaltene Proteinadsorptionsmuster ziehen.

Betrachtet man die mit PEG modifizierte Nanosuspension, so wirde man ein
anderes resultierendes Proteinmuster auf der Oberflache erwarten, da PEG
allgemein fur einen ,Stealth“-Effekt, also eine Abschirmung von Proteinen auf
der Partikeloberflache, bekannt ist. Dieses Phanomen konnte anhand der
vorliegenden Pherogramme nicht ausgemacht werden. Vielmehr lasst die
Vielfalt der adsorbierten Proteine und vor allem die Adsorption der
Immunoglobuline auf ein frilhzeitiges Erkennen durch Makrophagen schlieRen.
Damit einhergehend ist eine schnelle Elimination aus dem Blutkreislauf. Das bei
der Anwendung von PEG Unterschiede im resultierenden Effekt auszumachen
sind, wurde auch schon in friheren Studien aufgezeigt (Gref et al., 2000;
Mosqueira et al.,, 2001). Die Kettenlange und Dichte des PEG auf der
Partikeloberfliche haben einen entscheidenden Einfluss auf das ,Stealth*-
Potenzial. Sind diese Parameter nicht optimal, wird auch keine Abschirmung

vor Plasmaproteinen erzielt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die
Proteinadsorptionsmuster von allen vier Formulierungen deutliche
Charakteristika fur eine Erkennung durch Makrophagen aufweisen und somit fir
den Einsatz bei HIV-Infektionen wegen des Erreichens von potenziellen

Virusreservoirs geeignet sind.
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2.3 Drug Targeting Potenzial von Didanosin beladene  n NLC's

in das Gehirn

Neben der im vorherigen Kapitel behandelten Umgehung der Erkennung durch
Makrophagen und der damit verbundenen friihzeitigen Eliminierung aus dem
Blutkreislauf ist ein weiteres interessantes Ziel der Arzneistofftransport Uber die
Bluthirnschranke in das Gehirn. Auf die damit verbundenen Schwierigkeiten
wurde in der Einleitung bereits eingegangen. Eine wichtige Voraussetzung ist,
dass eine Erkennung durch die Zellen des MPS vermieden wird, da die
Nanocarrier ansonsten frihzeitig aus der Blutzirkulation entfernt werden und die
Bluthirnschranke gar nicht erreichen kdnnen. Weiterhin ist die Adsorption
gehirnspezifischer Proteine auf der Oberflache der Nanocarrier von grol3er
Bedeutung. Vor allem die Adsorption von ApoE hat sich als besonders
forderlich fur einen erfolgreichen Arzneistofftransport in das Gehirn erwiesen
(Moghimi et al., 1993; Ogawara et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde das ,Gehirntargeting“-Potenzial von funf
verschiedenen nanostrukturierten Lipidcarriern (NLC), die mit dem Wirkstoff
Didanosin beladen worden sind, untersucht. Didanosin ist ein nukleosidischer
Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NRTI), der in der HIV-Therapie zum Einsatz
kommt. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Nanocarriern wurden, ausgehend
von einem identischen Lipidgerust, unterschiedliche Tenside zur Stabilisierung
verwendet. Die Intention bestand darin, Nanocarrier zu entwickeln, die mit Hilfe
gehirnspezifischer Proteinadsorption selbstandig ihren Weg Uuber die
Bluthirnschranke in das Gehirn finden. Dies ist von grof3er Bedeutung, well
durch die zunehmend effizientere Therapie und die damit verbundene langere
Lebenszeit der infizierten Patienten die Anzahl neurologischer Stérungen durch
die HIV-Infektion deutlich zunimmt (Gray et al., 1988). Ein dementielles
Syndrom stellt dabei die haufigste Manifestation dar (Simpson und Tagliati,
1994; Sacktor und McArthur, 1997). Neben dem Immunsystem agiert das
Nervensystem als Hauptangriffspunkt des HI-Virus (Navia et al, 1986). Daruber

hinaus dienen die Mikrogliazellen im Gehirn als wichtiges Reservoir fur das Hl-
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Virus (Schrager und D'Souza, 1998). Diese sind eine spezielle Form von
Gliazellen, die dem MPS angehdren.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen einige interessante Aspekte auf, und
zumindest fur drei der funf Didanosin-Formulierungen kann, basierend auf einer
ApoE Adsorption auf der Oberflache der Nanocarrier, ein Potenzial in das
Gehirn vorzudringen, festgestellt werden. Dabei wurde ApoE auf den beiden
Formulierungen mit drei Tensiden (Tween 80, Lutrol F68 und Solutol HS 15)
und auf den ausschlief3lich mit Solutol HS 15 modifizierten Nanocarriern
nachgewiesen. Anders, als anhand friherer Studien zu erwarten gewesen wére
(Kreuter, 2001; Mdaller et al., 2001), wurde auf der Oberflache der allein mit
Tween 80 modifizierten Nanocarrier kein ApoE identifiziert. Das gleiche gilt
auch fur die mit Lutrol F68 (Poloxamer 188) modifizierten Arzneistofftrager. Als
Ursache hierfir kann vermutet werden, dass die insgesamt zur Verfigung
stehende Partikeloberflache aufgrund der deutlich groR3eren Partikelgréf3e bei
diesen Formulierungen zu gering war. Vor allem die Messungen mittels
Laserdiffraktrometrie zeigen auf, dass es sich hierbei teilweise um Mikropartikel
handelt, wohingegen die anderen  Formulierungen im  unteren
Nanometerbereich angesiedelt sind. Bedenkt man weiterhin, dass die
Plasmakonzentration von ApoE beim Menschen nur sehr gering ist (0,005 %)
(Scanu, 1987), so starkt das diese These zusatzlich. Bezogen auf Lutrol F68 ist
das Ausbleiben einer ApoE Adsorption kein Einzelfall. In einer friiheren Studie
wurde ebenfalls schon einmal beschrieben, dass es auf Poloxamer 188
stabilisierten Partikeln zu keinerlei Adsorption von ApoE gekommen ist
(Goppert und Muller, 2003).

Betrachtet man die ApoE Adsorption auf den Ubrigen Formulierungen, so
erscheint die Menge quantitativ sehr gering. Auch hier sollte die geringe
Plasmakonzentration an ApoE berticksichtigt werden. Weiterhin kénnte sich die
Adsorption der Apolipoproteine A-1 und A-IV positiv auf den gehirnspezifischen
Effekt von ApoE auswirken. ApoE bindet namlich nicht nur an Rezeptoren an
der Bluthirnschranke, es befinden sich auch Rezeptoren in der Leber, fur die

ApoE einen Liganden darstellt (Gessner et al., 2001). Fur die Rezeptoren in der
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Leber sind ApoA-I und ApoA-1V ebenfalls passende Liganden, nicht aber an der
Bluthirnschranke. Somit treten sie mit ApoE um die freien Bindungsstellen an
den Rezeptoren in der Leber in Konkurrenz, wodurch mehr ApoE fur die
Bindung an den Rezeptoren am Gehirn verfligbar ist. Ob sich aus der
beobachteten Adsorption von ApoE auf der mit Solutol HS 15 modifizierten
Partikeloberflache eine generelle Korrelationskette ableiten lasst, kann an
dieser Stelle nicht beantwortet werden. Fir eine abschlieRende Beurteilung sind

diesbeziiglich weitere Studien notwendig.
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2.4 Bioabbaubare Polyethylencarbonat-Nanopartikela Is
vielversprechendes Arzneistofftragersystem mit

potentiellen ,Stealth“-Eigenschaften

Wie bereits an vorheriger Stelle in dieser Arbeit erlautert wurde, stellen die
Zellen des MPS ein sehr groRes Problem bei der Entwicklung von
zielgerichteten Arzneistofftragern dar. Aus diesem Grund steht die Entwicklung
von Nanocarriern, welche einer Erkennung durch die Makrophagen entgehen
und langer im Blutkreislauf zirkulieren kdnnen, seit Jahren im Fokus der
pharmazeutischen Forschung. Solche Arzneistofftrager werden, abgeleitet vom
englischen Wort ,stealth (= Heimlichkeit), auch als Stealth-Partikel, also fir das
Immunsystem unsichtbare Partikel bezeichnet. In der Literatur sehr haufig
beschrieben wird die Oberflachenmodifikation mit Polyethylenglykol (PEG),
einem  hydrophilen, nichtionischem Polymer. Dies verhindert die
Proteinadsorption auf den modifizierten Partikeln (Jeon et al., 1991). Als Folge
dessen wird die Aufnahme durch die Zellen des MPS vermindert, was
wiederum in einer verlangerten Blutzirkulationszeit resultiert (Niidome et al.,
2006; Paciotti et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuartiges Nanocarriersystem hinsichtlich
des Potenzials, der frihzeitigen Erkennung und Eliminierung durch die
Makrophagen zu entkommen, untersucht. Es handelt sich dabei um
Nanopartikel aus Polyethylencarbonat (PEC). Die physikochemischen
Eigenschaften dieser Partikel entscheiden (ber die resultierende
Proteinadsorption nach intraventser Applikation und damit auch tber das in-
vivo-Verhalten, wie zum Beispiel die Zirkulationszeit im Blutkreislauf. Die
geschaffenen Voraussetzungen, eine Partikelgré3e von etwas tber 200 nm und
eine nahezu ungeladene Partikeloberflache, sind dafir insgesamt sehr
vielversprechend. So wurde fur Nanopartikel dieser Grol3enordnung eine
geringe Erkennung durch Makrophagen beschrieben (Owens und Peppas,

2006), sowie fur ungeladene Partikeloberflachen eine deutlich reduzierte
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Adsorption von Opsoninen (Aggarwal et al., 2009) und eine verminderte

Komplementaktivierung festgestellt (Vonarbourg et al., 2006).

Die Ergebnisse der Proteinadsorptionsstudie belegen das Potential eines
.Stealth“-Tragersystems fir diese Nanopartikel. So konnte im Vergleich zu
Polystyren-Partikeln  ahnlicher PartikelgroBe eine deutliche reduzierte
Proteinadsorption festgestellt werden. Dariber hinaus wurden keinerlei
Opsonine auf der Oberflache der PEC-Nanopartikel identifiziert. In-vitro-
Zellexperimente mit Maus-Makrophagen haben das Potenzial dieses neuen
Nanocarriers, lange unerkannt im Blut zirkulieren zu kdnnen, bestatigt. Die
PEC-Nanopartikel wurden dabei nicht von den Makrophagen via Phagozytose
aufgenommen. Dies ist somit ein Indiz dafir, dass sich auf der hydrophilen
Partikeloberflache keine Opsonine anlagern konnten, wie dies auch anhand der
2-D PAGE Ergebnisse ersichtlich wurde.

Der Vorteil dieses neuartigen Tragersystems liegt darin, dass aufgrund der
physikochemischen Eigenschaften der PEC-Nanopartikel keine anschlieRende
Modifikation mit einer weiteren Substanz, wie etwa PEG, notwendig ist, um eine
Opsonin-resistente Partikeloberflache und damit lang zirkulierende Nanocarrier
zu erhalten. Je einfacher ein Arzneistofftragersystem bei identischen
Eigenschaften herzustellen ist, desto besser sind seine Erfolgsaussichten, sich
auf dem Markt zu etablieren. Positiv zu beurteilen ist ebenfalls das
Nanotoxizitatspotenzial der PEC-Nanopartikel. Sowohl das Polyethylencarbonat
selber, als auch seine Abbauprodukte sind biokompatibel, und die Partikelgrofl3e
von knapp udber 200 nm lasst diesen Ruckschluss zu. In-vivo-Daten belegen
diese Annahme (Dadsetan et al., 2003; Unger et al., 2007).

Mittlerweile wurde dieses neue Nanocarriersystem erfolgreich mit Paclitaxel,
einem Wirkstoff gegen Krebs, beladen (Renette et al., 2012). Eine zweifach
hohere Blutzirkulationszeit im Vergleich zu Polylactid-co-Glycolid (PLGA)
Partikeln in pharmakokinetischen Studien bei Mausen konnte dabei beobachtet
werden. Weiterhin zeigte sich im Tumormodell eine Akkumulation der PEC-
Nanopartikel im Krebsgewebe und eine erhdhte Anti-Tumor-Effizienz
gegenuber dem Standardpraparat Taxol. Der anhand der
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Proteinadsorptionsstudie beschriebene ,Stealth“-Effekt konnte in den in-vivo-

Tierversuchen ebenfalls bestatigt werden.
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2.5 Adsorptionskinetik von Plasmaproteinen auf ultr akleinen

superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln

Die Proteinadsorption auf nanopartikularen Arzneistofftragern sowie auf
Partikeln im Allgemeinen ist kein irreversibler Vorgang. Vielmehr kann es zu
einem Austausch von Proteinen an der Partikeloberflache kommen (Brash,
1987; Wojciechowski und Brash, 1991; Brash und Ten Hove, 1993; Brash,
2000). Man spricht dann von Adsorptions- und Desorptionsvorgdngen auf der
Partikeloberflache. Bezogen auf einen zeitlich sehr friihen Zeitpunkt dieser
Vorgange (Subsekundenbereich), gibt es den sogenannten ,Vroman-Effekt", ein
auf den Entdecker Leo Vroman zurtickgehendes Phanomen, welches zunéchst
eine Adsorption von mengenmallig stark vertretenen Blutproteinen beschreibt,
die im Folgenden durch Blutproteine mit einer héheren Affinitat zu der
Partikeloberflache ausgetauscht werden (Vroman, 1962; Vroman et al., 1980;
Vroman und Adams, 1986; Vroman, 1988). Vroman erkannte eine Abfolge von
Proteinen, die sich innerhalb eines Bruchteils einer Sekunde an der
Partikeloberflache gegenseitig ersetzen. Als Erstes adsorbiert das im Blut am
haufigsten vorkommende Protein, Albumin (3500-5000 mg/dl). Dieses wird
dann durch Fibrinogen (200-450 mg/dl) ersetzt, welches wenig spater durch
Apolipoproteine (z. B. ApoJ 3,5-10,5 mg/dl) ebenfalls von der Partikeloberflache
verdrdngt wird. Diese Ereignisse wurden spater auch auf anderen
Partikelsystemen erforscht. Es konnte sowohl fir Polymerpartikel (Blunk et al.,
1996), als auch auf SLN (solid lipid nanopatrticles) (Goppert und Mdaller, 2005a)
die Existenz des ,Vroman-Effekts" bestatigt werden. Anders verhalt es sich mit
der Proteinadsorption auf O/W-Emulsionen verhalten. Bei diesem System
konnte kein Austausch von Proteinen auf der Partikeloberflache, und somit kein
.vroman-Effekt® nachgewiesen werden (Harnisch und Miller, 2000). Die
unterschiedliche Natur der Systeme, besonders die nicht feste Oberflache der
O/W-Emulsionen und die sich daraus ergebenden unterschiedlichen

Bindungsmaglichkeiten der Proteine werden ursachlich angefihrt.

Bis dato gab es noch keine wissenschaftlichen Daten beziglich der

Adsorptionskinetik auf ultrakleinen  superparamagnetischen Eisenoxid-
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Nanopartikeln (USPIO). In der vorliegenden Arbeit wurde diese Fragestellung
eingehend untersucht und kommt zu dem Ergebnis, dass auf USPIO-
Nanopartikeln kein Austausch von mengenmaldig stark vorkommenden
Proteinen durch Proteine mit einer hoéheren Affinitdt zur Partikeloberflache
festgestellt werden konnte und somit der ,Vroman-Effekt* bei dieser Art von
Partikeln nicht auftritt. Albumin, das im Blut am haufigsten vorkommende
Protein, wurde nur in sehr geringen Mengen identifiziert. Diese beachtliche
Tatsache wurde auch schon in friheren Proteinadsorptionsstudien auf
Eisenoxid-Partikeln entdeckt (Thode et al.,, 1997). Die physikochemischen
Eigenschaften der Eisenoxid-Partikel verhindern demnach generell eine
Adsorption von Albumin. Gegen die Theorie des ,Vroman-Effekts” in diesem
Fall spricht auch die bereits sehr friihe Adsorption von Apolipoproteinen. Diese
befinden sich im frihen Stadium noch weitaus zahlreicher auf der
Partikeloberflache als Fibrinogen, welches erst mit zunehmender
Inkubationszeit vermehrt nachgewiesen werden konnte. Ebenfalls von Beginn
an sehr stark adsorbiert haben die Immunoglobuline. Eine Begriindung fur das
Ausbleiben des ,Vroman-Effekts” kann die extrem grol3e Partikeloberflache der
USPIO-Nanopartikel sein. Bedingt durch die geringe Partikelgrof3e von ca. 10
nm ergibt sich im Vergleich zu den in friheren Kinetik-Studien verwendeten
Polymerpartikeln bzw. SLN eine deutlich gré3ere Partikeloberflache, die den
Proteinen zur Adsorption zur Verfligung steht. Die verwendeten Polymerpartikel
waren ca. 1 pm grof3 bei gleicher Partikelkonzentration, und die SLN besal3en
eine PartikelgréRe von ca. 200 nm bei doppelter Partikelkonzentration.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass auf den USPIO-Nanopartikeln im
Subsekundenbereich qualitativ stabile Proteinadsorptionsmuster erhalten
wurden und kein ,Vroman-Effekt* auf diesem Partikelsystem festgestellt werden

konnte.

Generell ist die Kenntnis uber die Verweildauer der Proteine auf der
Partikeloberflache far die Realisierung eines zielgerichteten
Arzneistofftransports von immenser Bedeutung. In der Einleitung wurde bereits
ausfuhrlich Gber die Funktion der adsorbierenden Blutproteine berichtet, die den

Schlussel fur die weitere in-vivo-Verteilung im Organismus darstellen.
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Adsorbieren beispielsweise vornehmlich Opsonine auf der Oberflache, so fuhrt
dies zu einer schnellen Erkennung und Phagozytose durch Makrophagen. Im
Gegensatz dazu bewirken Dysopsonine auf der Partikeloberflache eine
Verlangerung der Verweilzeit im Blutkreislauf. Wieder andere Proteine kdnnen
fur einen zielgerichteten Transport in spezielle Kérperregionen sorgen (ApoE —
Gehirn).

Im  weiteren  Verlauf  dieser Kinetik-Studie  wurde auch das
Proteinadsorptionsverhalten Uber einen langeren Zeitraum von bis zu 4
Stunden beobachtet. Interessanterweise konnten dabei keine qualitativen
Verdanderungen im Proteinadsorptionsmuster identifiziert werden. Auch die
guantitativen Verhaltnisse der adsorbierten Proteine blieben vom Minuten- bis
in den Stundenbereich nahezu unverandert. Diese Erkenntnisse sind sehr
wichtig, wenn man die Eisenoxid-Nanopartikel in bestimmte Zielregionen des
menschlichen Korpers beférdern mochte. Durch eine gleichbleibende,
konstante Proteinkorona lassen sich genauere Vorhersagen bezlglich der
spateren in-vivo-Organverteilung treffen. Darlber hinaus lassen sich bei
stabilen Proteinadsorptionsmustern besser Modifikationen der

Partikeloberflache durchfiihren, um so andere Korperregionen zu erreichen.
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2.6 Einfluss der Partikelform auf die Plasmaprotein  adsorption

und die Makrophagenaufnahme

Zu den physikochemischen Eigenschaften von Partikeln gehort neben u.a. der
Partikelgro3e, der Oberflachenladung, der Oberflachenhydrophobie auch die
Partikelform. Hinsichtlich des in-vivo-Verhaltens von intravends injizierten
Partikeln unterschiedlicher Form gibt es zahlreiche publizierte Studien (Gratton
et al., 2008; Decuzzi et al.,, 2010). Wenig ist allerdings bis zum heutigen
Zeitpunkt dariber bekannt, wie sich die Partikelform auf die resultierende
Proteinadsorption auswirkt. Dies ist jedoch fur den Transport der Partikel an

den gewlinschten Wirkort von entscheidender Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Proteinadsorptionsmuster von Lipid-
Polymer-(LIPOMER)-Nanopartikeln unterschiedlicher Partikelform untersucht.
Dabei war die Partikelform standardmafiig spharisch und einmal abweichend
unregelméaRig geformt. Neben dem Einfluss der Partikelform auf die
resultierende Proteinadsorption bestand das Interesse darin, eine Erklarung fur
die vermehrte Anreicherung der unregelméRig geformten Nanopartikel in der
Milz zu finden, wie dies in vorherigen in-vivo-Versuchen aufgezeigt wurde

(Devarajan et al., 2010).

Anhand der erhaltenen Proteinadsorptionsmuster lasst sich kein direkter
Einfluss der Partikelform auf die Proteinadsorption belegen. Es konnten
qualitativ  keine Unterschiede zwischen den spharischen und den
unregelmanigen Partikeln bezlglich der adsorbierten Proteine festgestellt
werden. Ausgehend von den Proteinadsorptionsmustern muss von einem
ahnlichen in-vivo-Verhalten der Partikel ausgegangen werden. Dabei ist
allerdings anzumerken, dass die Unterschiede in der Partikelform als eher
geringfigig einzuschatzen sind, wie man anhand der publizierten
Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen erkennen kann. Dennoch wurde
speziell diese Art von Partikeln fir die Proteinadsorptionsstudien ausgewahlt,
weil zum Zeitpunkt der Untersuchungen bereits in-vivo-Verteilungsdaten

vorlagen (Devarajan et al., 2010) und so Rickschlisse auf die Ursache der
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unterschiedlichen Organverteilung erhofft wurden. In vivo zeigten die
unregelmé&nig geformten Nanopartikel eine signifikant erhéhte Anreicherung in
der Milz. Im Gegensatz dazu reicherten sich die kugelférmigen Nanopartikel
vermehrt in der Leber an. Die erhaltenen Proteinadsorptionmuster konnten fur
diese Partikelverteilung im Organismus keine eindeutige Erklarung liefern. Zwar
ergaben sich quantitative Unterschiede in den adsorbierten Proteinen, ob dies
jedoch urséachlich fir die unterschiedliche Organanreicherung ist, lasst sich
nicht eindeutig belegen. Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dass im Fall der
Ansammlung in der Milz die Partikelform selber den grél3eren Einfluss auf die
Aufnahme hat und nicht die adsorbierten Plasmaproteine. Eine Erklarung,
warum die unregelméRig geformten Nanopartikel nicht so zahlreich durch
Lebermakrophagen aufgenommen werden, ergibt sich beim genaueren Blick
auf den Vorgang der Phagozytose. Dabei spielt die kontrollierte Anordnung des
Aktin-Zytoskeletts um den Partikel eine entscheidende Rolle (May und
Machesky, 2001; dos Remedios et al., 2003). Die Partikelform und nicht die
Partikelgrée kann bei diesem Prozess zu Beginn der einsetzenden
Phagozytose Einfluss darauf nehmen, ob sich das Aktin-Zytoskelett erfolgreich
um den Partikel bildet. Gelingt dies, aufgrund einer ungiinstigen Partikelform
nicht, kann der Partikel auch nicht durch die Makrophage phagozytiert werden
(Champion und Mitragotri, 2006). Ausschlaggebend fir dieses Phanomen ist
der Kontaktwinkel, der sich aufgrund der nicht spharischen Partikelform ergibt
(Champion und Mitragotri, 2009).

Ob es nun an der speziellen Art von Nanopartikeln (LIPOMER) lag, oder ob die
Partikelform generell keinen Einfluss auf die resultierende Proteinadsorption
hat, kann anhand der vorliegenden Daten nicht hinreichend beurteilt werden.
Festgestellt werden konnte auf jeden Fall, dass die Proteinadsorption auf
diesem Partikelsystem insgesamt sehr gering ausfallt und zudem keinerlei
Opsonine auf der Partikeloberflache identifiziert werden konnten. Somit ist ein
weiteres Indiz daflir gegeben, dass die Partikel nicht direkt von den Leber-

Makrophagen aufgenommen werden.
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3. PUBLIKATIONEN

3.1 In vitro protein adsorption studies on nevirapine

nanosuspensions for HIV/AIDS chemotherapy

Der Autor dieser Arbeit hat die Untersuchungen zur Proteinadsorption
eigenstadndig  konzipiert und  durchgefihrt. Die  Herstellung und
Charakterisierung der Nanocarrier erfolgte durch die Co-Autoren. Die
Berichtsabfassung Uber die Proteinadsorption wurde vom Autor dieser Arbeit

erstellt.

Quellenangabe:

Shegokar, R., Jansch, M., Singh, K. K., Muller, R. H., 2010. In vitro protein
adsorption studies on nevirapine nanosuspensions for HIV/AIDS chemotherapy.
Nanomedicine 7(3), 333-340.

http://dx.doi.org/10.1016/j.nan0.2010.10.012
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3.2 Evaluation of the in vitro differential protein adsorption
patterns of didanosine-loaded nanostructured lipid carriers

(NLCs) for potential targeting to the brain

Der Autor dieser Arbeit hat die Untersuchungen zur Proteinadsorption in
Zusammenarbeit mit den Co-Autoren konzipiert und durchgefihrt. Die
Herstellung und Charakterisierung der Nanocarrier erfolgte durch die Co-
Autoren. Die Berichtsabfassung Uber die Proteinadsorption wurde vom Autor

dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit den Co-Autoren erstellt.

Quellenangabe:

Wa Kasongo, K., Jansch, M., Muller, R. H., Walker, R. B., 2010. Evaluation of
the in vitro differential protein adsorption patterns of didanosine-loaded
nanostructured lipid carriers (NLCs) for potential targeting to the brain. J.
Liposome Res. 21(3), 245-254.

http://dx.doi.org/10.3109/08982104.2010.539186
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3.3 Biodegradable poly(ethylene carbonate) nanopart icles as a

promising drug delivery system with “stealth” poten tial

Der Autor dieser Arbeit hat die Untersuchungen zur Proteinadsorption
eigenstandig  konzipiert und  durchgefihrt. Die  Herstellung und
Charakterisierung der Nanocarrier sowie die Durchfihrung der Makrophagen
Versuche erfolgte durch die Co-Autoren. Die Berichtsabfassung uber die
Proteinadsorption wurde vom Autor dieser Arbeit erstellt.

Quellenangabe:

Bege, N., Renette, T., Jansch, M., Reul, R., Merkel, O., Petersen, H., Curdy, C.,
Miller, R. H., Kissel, T., 2011. Biodegradable poly(ethylene carbonate)
nanoparticles as a promising drug delivery system with “stealth” potential.
Macromol. Biosci. 11(7), 897-904.

http://dx.doi.org/10.1002/mabi.201000496
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3.4 Adsorption kinetics of plasma proteins on ultra small

superparamagnetic iron oxide (USPIO) nanoparticles

Der Autor dieser Arbeit hat die Untersuchungen zur Proteinadsorption
eigenstandig  konzipiert und  durchgefihrt. Die  Herstellung und
Charakterisierung der ultrakleinen superparamagnetischen  Eisenoxid-
Nanopartikel erfolgte durch die Co-Autoren. Die komplette Berichtsabfassung
wurde vom Autor dieser Arbeit erstellt.

Quellenangabe:

Jansch, M., Stumpf, P., Graf, C. M., Ruhl, E., Muller, R. H., 2012. Adsorption
kinetics of plasma proteins on ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO)
nanoparticles. Int. J. Pharm. 428(1-2), 125-133.

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2012.01.060
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3.5 Influence of particle shape on plasma proteina  dsorption

and macrophage uptake

Der Autor dieser Arbeit hat die Untersuchungen zur Proteinadsorption
eigenstandig  konzipiert und  durchgefihrt. Die  Herstellung und
Charakterisierung der  Nanocarrier sowie die in-vitro-Studie  zur
Makrophagenaufnahme erfolgte durch die Co-Autoren. Die Berichtsabfassung
Uber die Proteinadsorption wurde vom Autor dieser Arbeit erstellt.

Quellenangabe:

Jansch, M., Jindal, A. B., Majee Sharmila, B., Samad, A., Devarajan, P. V.,
Miiller, R. H., 2012. Influence of particle shape on plasma protein adsorption

and macrophage uptake. Pharmazie 67: (1-7) (akzeptiert).

http://dx.doi.org/10.1691/ph.2012.2088
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurden intravends applizierbare Nanocarrier im
Hinblick auf ihr potentielles in-vivo-Verhalten untersucht. Im Mittelpunkt stand
dabei die Proteinadsorption auf den unterschiedlichen Arzneistofftragern, da
diese als Schlussel fur das Drug Targeting gilt. Zur Bestimmung der
Proteinadsorptionsmuster auf den Nanocarriern wurde die zwei-dimensionale
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2-D PAGE) verwendet. Ubergreifend ging es
darum, weitere Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen den
physikochemischen Eigenschaften der Nanocarrier, den auf der Oberflache
adsorbierenden Plasmaproteinen und dem resultierenden in-vivo-Effekt zu
gewinnen. Insgesamt wurden dabei in der vorgelegten Arbeit funf
unterschiedliche = Themengebiete bearbeitet, die jeweils zu einem

vertffentlichten Beitrag in einem Fachjournal gefuihrt haben.

Zunachst wurden oberflachenmodifizierte Nanosuspensionen mit dem Wirkstoff
Nevirapin, einem  nichtnukleosidischen  Reverse-Transkriptase-Inhibitor
(NNRTI), hinsichtlich ihres Potenzials, zielgerichtet in Reservoirs des HI-Virus
vorzudringen, untersucht. Dabei konnte eine vermehrte Adsorption von
Immunoglobulinen auf der Oberflache der Nanosuspensionen ermittelt werden.
Diese werden auch als Opsonine bezeichnet, da sie eine schnellere Erkennung
durch Makrophagen bewirken. Sie dienen den Makrophagen dabei als eine Art
Anker auf der Partikeloberflache, der es den Makrophagen erlaubt, an diese
anzudocken und die Phagozytose zu beginnen. Dies hat zur Folge, dass sich
der Wirkstoff in den Zellen des mononukledren Phagozytensystems (MPS),
dem potentiellen Reservoir des HI-Virus, anreichert. Diese Annahmen wurden

spater durch in-vivo-Versuche in Ratten bestétigt.

In  einer weiteren Studie wurde das Potenzial unterschiedlicher
nanostrukturierter Lipidcarrier (NLC) zur Uberwindung der Bluthirnschranke
analysiert. Die Arzneistofftrager wurden mit Didanosin, einem nukleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NRTI), beladen und mit verschiedenen

Tensiden an der Oberflache modifiziert. Daftir wurden Tween 80, Lutrol F68
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und Solutol HS 15 sowohl einzeln, als auch in einer Dreierkombination
verwendet. Dabei konnte fir Nanocarrier modifiziert mit Solutol HS 15 und fur
Arzneistofftrager, die die Dreierkombination an Tensiden aufwiesen, ein
gewisses Potenzial, das Gehirn gezielt zu erreichen, aufgezeigt werden.
Begriindet wird dies durch den Adsorptionsnachweis von Apolipoprotein E
(ApoE) auf der jeweiligen Partikeloberflache. ApoE hat in friheren Studien
bereits diese Fahigkeit fur zahlreiche beladene Arzneistofftrager bewiesen.
Positiv fir die Moéglichkeit der Gehirngangigkeit dieser Nanocarrier wirkt sich
dabei die ebenfalls identifizierte Adsorption von ApoA-I und ApoA-IV aus. Diese
beiden Proteine sind, wie ApoE, Liganden flr Rezeptoren in der Leber, nicht
aber an der Bluthirnschranke. Somit kdnnen sie die Aktivitat von ApoE an den
Rezeptoren in der Leber unterdricken. Eine bevorzugte Adsorption von ApoE
auf Tween 80 und Lutrol F68 modifizierten Nanocarriern, konnte entgegen
friherer Daten in der hier durchgefiihrten Studie nicht bestatigt werden. Als
Ursache dafur wird die im Verhéltnis zu den ApoE-adsorbierenden Partikeln,
geringere Partikeloberflache der Nanocarrier angenommen. Zum Teil lagen bei
diesen beiden Formulierungen Mikropartikel vor, was bei gleichbleibender
Partikelkonzentration zu einer entsprechend geringeren Partikeloberflache
gefuhrt hat.

Ferner wurden Proteinadsorptionsstudien an einem neuartigen, bioabbaubaren
Tragersystem aus Polyethylencarbonat-Nanopartikeln durchgefihrt. Ziel war es,
einen Arzneistofftrager mit einer langen Verweildauer in der Blutbahn zu
entwickeln. Durch die Ergebnisse der Proteinadsorptionsstudie konnte das
Potenzial dieser Nanopartikel im Blut, als sogenannte ,Stealth“-Partikel zu
zirkulieren, bestéatigt werden. Insgesamt wurde nur eine sehr geringe
Proteinadsorption auf diesen neuartigen Nanocarriern festgestellt. Dies allein ist
schon ein Indiz daflr, dass die Nanopartikel von Makrophagen nicht so schnell
erkannt werden. Zudem konnten auch keine Opsonine auf der Oberflache der
Teilchen detektiert werden. Zellexperimente mit fluoreszenzmarkierten Partikeln
haben dieses Ergebnis noch untermauert, da keine Aufnahme in Makrophagen

festzustellen war. AnschlieRende in-vivo-Tierversuche, die von den
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Kooperationspartnern mit diesem neuartigen  Arzneistofftragersystem
durchgefihrt wurden, haben die lange Verweilzeit im Blutkreislauf belegt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Adsorptionskinetik auf ultrakleinen
paramagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln (USPIO) untersucht. Dabei war vor
allem die frihe Adsorption und eventuelle Desorption von Proteinen auf der
Oberflache der Nanopartikel, auch als ,Vroman-Kinetik® bezeichnet, von
Interesse. Bei dem genannten Partikelsystem konnte kein ,Vroman-Effekt”
festgestellt werden, also kein Austausch von mengenmallig stark
vorkommenden Proteinen durch Proteine, die eine hghere Affinitat zur
Partikeloberflache besitzen, aber nicht so zahlreich vorkommen, festgestellt
werden. Auch bei langeren Inkubationszeiten in humanem Plasma wurde nur
eine geringe Variabilitdt im Proteinadsorptionsmuster festgestellt. Auf Grund der
stabilen Proteinkorona eignet sich diese Art der Nanopartikel besonders fir ein
gezieltes Targeting, da genauere Vorhersagen bezogen auf die resultierende

in-vivo-Verteilung getroffen werden kdnnen.

Des Weiteren wurde der Einfluss der Partikelform auf die Proteinadsorption von
intravenos applizierbaren Nanopartikeln untersucht. Bis zum Zeitpunkt dieser
Untersuchung gab es bereits zahlreiche Studien Uber ein verandertes in-vivo-
Verhalten von unterschiedlich geformten Partikeln, aber es lagen keine
Informationen  dariber vor, ob und wenn ja, wie sich das
Proteinadsorptionsmuster dabei verandert. Aus diesem Grund wurden Partikel
ausgewahlt, die bereits vorher in in-vitro- und in-vivo-Versuchen ein von der
Partikelform abhangiges Organverteilungsmuster aufgezeigt hatten. Dabei
handelte es sich um LIPOMER-Nanopartikel, die, wenn sie unregelmalig
geformt waren, signifikant erhéht in der Milz lokalisiert wurden. Bei der Analyse
der Proteinadsorption konnte festgestellt werden, dass sowohl die
unregelmaRig geformten, aber auch die spharischen Nanopartikel qualitativ
sehr wenige Plasmaproteine auf der Oberflache adsorbieren. Keines der
identifizierten Proteine gehorte dabei zur Klasse der Opsonine, was wiederum
eine schnelle Elimination durch Lebermakrophagen ausschliel3en l&sst.

Dennoch konnte kein Indiz in Form eines oder mehrerer entscheidender
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Proteine identifiziert werden, die das unterschiedliche in-vivo-Verhalten belegt
hatten. Daraus wurde gefolgert, dass nicht die Adsorption einzelner
Plasmaproteine fur die vermehrte Aufnahme in die Milz verantwortlich ist,
sondern die Partikelform selbst. Die unregelmafiige Partikelform der LIPOMER-
Nanopartikel kdnnte dabei die Phagozytose durch die Makrophagen verhindern.
Vor Beginn der Phagozytose ist eine kontrollierte Anordnung des Aktin-
Zytoskeletts um den Partikel von elementarer Bedeutung. Im Fall von
unregelmaRig geformten Partikeln kann dieser Vorgang scheitern. Ob dies
tatsachlich auch bei den LIPOMER-Nanopartikeln der Grund fir das
unterschiedliche in-vivo-Verhalten ist, muss durch weitere Untersuchungen

noch belegt werden.
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5. SUMMARY

This thesis investigated intravenous nanocarriers according to their potential in
vivo fate. The main focus was to determine the protein adsorption onto the
surface of different nanoparticulate drug delivery systems, as it is known to play
a key role in drug targeting. Two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2-D PAGE) has been used for the analysis of adsorbed
proteins on the nanocarriers. The comprehensive aim was to gain further
evidence on the relationship between the physicochemical properties of the
nanocarriers, the plasma proteins adsorbing onto the surface of them and the
resulting in vivo effect. In total five different topics have been investigated in this
research work. Each one of it has led to a scientific article published in a

journal.

First, surface-modified nanosuspensions with the drug nevirapine, a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI), have been examined in
terms of the potential goal to reach reservoirs of the HI-Virus. An increased
adsorption of immunoglobulins on the surface of nanosuspensions could be
determined. They belong to the group of opsonins, proteins that lead to a faster
recognition by macrophages. They serve the macrophages as a kind of anchor
on the particle surface, which allows the macrophages to identify them as
foreign particles and to start engulfing them. Through this process, the active
accumulates within the cells of the mononuclear phagocytic system (MPS) and
thus, within a potential reservoir of the HI-Virus. These assumptions were later

confirmed by in vivo experiments in rats.

In another study, the potential of different nanostructured lipid carriers (NLC) to
cross the blood brain barrier (BBB) has been investigated. The drug carriers
have been loaded with didanosine, a nucleoside reverse transcriptase inhibitor
(NRTI), and were modified with different surfactants. The surfactants used in
this study were Tween 80, Lutrol F68 and Solutol HS 15, on top a combination
of all three surfactants has been used to generate drug carriers. The results

obtained lead to the assumption that the nanocarriers modified with Solutol HS
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15 and the formulations containing of triple combination of surfactants may have
the potential to reach the brain. This is justified by an adsorption of
apolipoprotein E (apoE) on the nanoparticles surface. This protein has already
shown the capability to across the BBB in previous studies with drug-loaded
carriers. In addition, the identification of apoA-lI and apoA-IV may support the
possibility of the nanocarriers to reach the brain. These two proteins are ligands
to receptors in the liver like apoE, but not at the blood brain barrier. Thus, they
can suppress the activity of the apoE receptors in the liver. In contrast to
previous studies, a preferential adsorption of apoE on Tween 80 and Lutrol F68
modified nanocarriers could not be confirmed in the present study. A possible
explanation for the lack of adsorbed apoE might be found in the relatively small
surface area of the two nanocarriers. Size measurements indicated the
existence of microparticles in these formulations, which leads to a much smaller

corresponding particle surface when the particle concentration is identical.

Furthermore, protein adsorption studies were performed on a novel,
biodegradable nanocarrier system composed of polyethylene carbonate. The
aim was to develop a drug carrier with a prolonged residence time in the
bloodstream. The results of the protein adsorption study confirmed a "stealth”
potential of the nanoparticles. Overall, only a very low protein adsorption was
determined on these nanocarriers. Furthermore, no opsonins could be found on
the surface of the nanoparticles. This is an indication that the nanopatrticles will
not be recognized by macrophages very quickly. Cell experiments with
fluorescently labeled particles have supported that finding, since no uptake was
observed in macrophages. Subsequent in vivo animal studies, carried out by
the cooperation partners, have demonstrated likewise prolonged residence time

in the bloodstream for this novel drug delivery system.

In another series of experiments, the adsorption kinetics on ultrasmall
superparamagnetic iron oxide (USPIO) nanoparticles was investigated. Of
major interest was especially the early adsorption and desorption of proteins on
the surface of the nanopatrticles. This early phase is referred as the "Vroman-

kinetics". On this particle system no "Vroman effect" could be identified, as no
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exchange of abundant proteins by proteins that have a higher affinity to the
particle surface, but are not so numerous, could be determined. Even with
longer incubation periods in human plasma, only a small variation in the protein
adsorption was found. Due to this stable protein corona, this type of
nanoparticles is particularly suitable for a specific targeting, as more accurate

predictions of the resulting in vivo fate can be made.

In the final part of this thesis, the influence of particle shape on protein
adsorption of intravenously administered nanoparticles was investigated. By the
time of this study, there were numerous reports of an altered in vivo behavior of
differently shaped particles, but there was very little information on whether or
not it has an influence on the resulting protein adsorption. For this reason,
particles were selected that possessed in previous in vitro and in vivo
experiments a particle shape-dependent organ distribution. This was the case
for LIPOMER nanoparticles, showing a significantly increased uptake by the
spleen when containing of irregular shape. The investigations of plasma protein
adsorption revealed very low adsorption rates for both particle types, the
irregular and the spherical shaped nanoparticles. None of the identified proteins
belonged to the class of opsonins, which in turn exclude rapid elimination by
liver macrophages. Nevertheless, no protein could be identified, which would
have occupied the different in vivo behavior. Therefore, it was concluded that
the adsorption of individual plasma proteins is not responsible for the increased
uptake into the spleen, rather than the particle shape itself. The irregular shape
of the LIPOMER nanoparticles could thereby shield them from engulfment by
the macrophages. A controlled rearrangement of actin cytoskeleton on the
foreign particle is needed before the macrophages can start phagocytosis. In
case of irregular shaped particles, this process might be handicapped. Further
studies have to proof, if this is indeed the reason for the different in vivo

behavior of the irregular shaped LIPOMER nanoparticles.
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