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Zusammenfassung

Hintergrund: Dysferlinopathie ist eine seltene, autosomal-rezessiv vererbte Muskelkrankheit
verursacht durch Mutationen im Dysferlin-Gen. Das Membranprotein Dysferlin ist an Kalzium-
abhéngigen Reparaturprozessen von Membranmikroldsionen beteiligt. Ein Drittel der Mutatio-
nen sind Missense-Mutationen, die zur Fehlfaltung, zum vorzeitigen Abbau sowie zu einer in-
trazelluldren Akkumulation von Proteinen fiihren konnen. Kleine (10 Aminoséuren) Dysferlin-
spezifische Peptide mit einer angefiigten zellpenetrierenden Sequenz (TAT-Sequenz) ermdogli-
chen in vitro in Muskelzellen von Dysferlinopathie-Patienten eine Relokalisation des mutierten
Dysferlins an die Muskelmembran und seine Funktionswiederherstellung. Systemisch appli-
zierte TAT-Peptide zeigen jedoch eine unspezifische Biodistribution, einen schnellen Abbau
und eine rasche Exkretion. Nanopartikel sollten in diesem Projekt als Wirkstofftransportsys-
teme untersucht werden. Eisenoxid-Nanopartikel (SPION) ermdglichen zusitzlich die bildge-
bende Lokalisierung (Magnetresonanztomographie) und die magnetische Steuerung ins Zielge-

webe.

Methodik: TAT-Peptide wurden an zwei unterschiedliche SPION gekoppelt: Very small iron
oxide particles (VSOP) und Ferumoxytol. Die reversible Beladung basierte auf eine elektrosta-
tische Adsorption der Peptide auf den Nanopartikeln. Eine Markierung mit Fluoreszenzfarb-
stoffen diente der Detektion der Peptide im Zielgewebe bzw. in den Zellen mittels Fluoreszenz-

mikroskopie und den in-vitro-Untersuchungen der Nanopartikel.

Fiir die Bestimmung der Beladungskapazitit der Nanopartikel sowie deren Stabilitdt in Wasser
und unter physiologischen Bedingungen (physiologische Pufferlosung, Serum) wurde die
GroBe sowie die Fluoreszenzausloschung und Relaxivitit der beladenen Nanopartikel in unter-
schiedlichen Suspensionsmedien in vitro untersucht. Die Nanopartikelstabilitdt wurde im Se-
rum mittels Relaxivitits- und Fluoreszenzmessungen sowie mittels Agarose-Gelelektrophorese
untersucht. In Zellkultur wurde die Vertrdglichkeit und Peptidabgabe in vitro analysiert. In ei-
nem Dysferlinopathie-Mausmodell wurde nach i.v.-Verabreichung eine orientierende Bluthalb-
wertszeit einzelner Nanopartikel fluoreszenzphotometrisch mit Blutproben ermittelt. Zusétzlich

wurde der histologische Nachweis im Zielgewebe untersucht.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass eine Beladung durch elektrostatische Adsorption
von kleinen TAT-Peptiden auf SPION mdglich ist. VSOP und Ferumoxytol lieBen sich mit je
3 und 16 Peptide stabil beladen. Die Suspensions- und Adsorptionsstabilitidt wurde stark von

externen Faktoren (Ionenstirke, Serumproteine) beeinflusst. Die Peptidadsorption blieb rever-
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sibel und diese wurden in biologischen Suspensionsmedien abgegeben. Beladene VSOP zeich-
nete sich im Vergleich zu Ferumoxytol durch eine stirkere Peptidadsorption aus, aber tendierte

mehr zur Aggregation in biologischen Suspensionsmedien.

Die ermittelte Bluthalbwertszeit der SPION-Peptid-Partikel war kiirzer als die der unbeladenen
SPION. Histologisch lieen sich die Nanopartikel im Zielgewebe mittels Fluoreszenzmikro-
skopie nicht darstellen. Fluoreszenzphotometrisch gelang der Nachweis von geringen Mengen

an Peptide in lysierten Muskelproben.

Schlussfolgerung: Trotz erfolgreicher elektrostatischer Peptidbeladung der Nanopartikel
bleibt die Stabilitidt und kontrollierte Wirkstoffabgabe problematisch. Fiir den Einsatz in vivo
stellen zusitzlich die Biodistribution und Bluthalbwertszeit der beladenen SPION grof3e Her-
ausforderungen dar. Zudem sind die spezifischen physiologischen Gegebenheiten im Zielge-

webe entscheidend fiir den Erfolg des Wirkstofftransportes.
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Abstract

Background: Mutations in the dysferlin gene cause Dysferlinopathy, a rare autosomal reces-
sive muscle-disease. Dysferlin is a membrane-bound protein involved in the calcium-dependent
repair of sarcolemmal microlesions. One third of all mutations are missense mutations leading
to protein misfolding, premature protein degradation and intracellular protein accumulation.
Small (10 amino-acids) dysferlin-specific peptides coupled to a cell-penetrating sequence
(TAT-sequence) allow in vitro the reallocation to the sarcolemma and functional restoration of
mutated dysferlin in myotubes from patients. Systemically administered TAT-peptides show
nonselective biodistribution, as well as fast degradation and excretion. Therefore, nanoparticles
were investigated for this project as drug-delivery-system. Particularly, iron oxide nanoparticles
(SPION) allow localization with magnetic resonance imaging and magnetic steering to the tar-

geted tissue.

Methods: TAT-peptides were loaded on two different SPION: VSOP and Ferumoxytol. Cou-
pling was reversible by electrostatic adsorption to the SPION. A fluorescence-tag allowed their

detection in tissue and cell culture with fluorescence microscopy and their analysis in vitro.

To determine the loading capacity of the nanoparticles and their stability in water and under
physiological circumstances (physiological buffer, serum) the hydrodynamic diameter, fluores-
cence quenching and relaxivity of the loaded nanoparticles in different suspensions were as-
sessed. The stability of the nanoparticles in serum was analyzed using relaxivity and fluores-
cence measurements additionally to agarose gel electrophoresis. In cell culture tolerability and
peptide release in vitro were assessed. A preliminary blood half-life of selected nanoparticles
was determined spectrofluorometric using blood probes from dysferlin-deficient mice after i.v.-

administration. Additionally, the histological detection in the targeted tissue was evaluated.

Results: The results show that loading of SPION by electrostatic adsorption of small TAT-
peptides is possible. VSOP and Ferumoxytol could be loaded with 3 and 16 peptides respec-
tively. Nanoparticle stability was strongly dependent on external factors (ionic strength, serum
proteins). The adsorption remained reversible and TAT-peptides detached in biological suspen-
sions. Loaded VSOP showed compared to Ferumoxytol a stronger peptide binding but were

prone to aggregation in biological suspensions.
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The measured blood half-life of SPION-peptide-particles was shorter than that of unloaded
SPION. Histologically TAT-peptides could not be detected in the targeted tissue with fluores-
cence microscopy, but spectrofluorometric analysis of lysed muscle tissue allowed detection of

a small amount of peptide.

Conclusion: Despite successful electrostatic loading of nanoparticles with TAT-peptides sta-
bility and controlled drug-release remain challenging. The blood-half-life and biodistribution
of the nanoparticles pose additional challenges for the in vivo application of loaded SPION.
Moreover, the physiological properties of the targeted tissue are crucial for successful drug-

delivery.

X1V



1 Einleitung und Stand der Forschung

Die meisten der geschitzt 6000—8000 [1] seltenen Erkrankungen sind genetischen Ursprungs.
Eine Erkrankung wird als selten definiert, wenn sie bei weniger als einer von 2000 Personen
(Definition der Européische Arzneimittel-Agentur, EMA) [2] vorkommt. Weltweit sind ca. 400
Millionen Menschen von seltenen Erkrankungen betroffen [3]. Fiir die allermeisten dieser En-
titdten fehlen kurative Therapien. Die Entwicklung von Therapien fiir aktuell nicht behandel-
bare seltene Erkrankungen stellt eine gesellschaftliche und wissenschaftliche Herausforderung

dar.

Bei Fehlfaltungserkrankungen (z. B. zystische Fibrose, Transthyretin-assoziierte familidre Po-
lyneuropathie, Dysferlinopathie) wird an therapeutischen Strategien gearbeitet, die an unter-
schiedlichen Stufen des Proteinbildungsprozesses (Transkription — Translation — Proteinfaltung
— Proteindegradation) ansetzen und einer Proteinfehlfaltung und einem vorzeitigen Abbau ent-

gegenwirken [4,5].

Eine besondere Herausforderung solcher Therapieansitze ist der effiziente und selektive Trans-
port der Wirkstoffe zum Zielgewebe. Eine unspezifische Verteilung des Medikamentes im Kor-
per kann sich auf den Therapieerfolg auswirken oder vermehrt unerwiinschte Wirkungen her-
vorrufen. Einige solcher gerichteten Wirkstofftransportsysteme (drug delivery system, DDS)
basieren auf Nanopartikel [6,7].

Die meisten Muskeldystrophien sind seltene, genetisch bedingte Erkrankungen, fiir die bisher

kaum erfolgreiche kausale oder krankheitsmodulierende Therapien existieren [§].

In der vorliegenden Arbeit wird ein auf Eisenoxid-Nanopartikel basierendes DDS fiir einen
moglichen Therapieansatz bei der zu den Muskeldystrophien zéhlenden Dysferlinopathie un-

tersucht.



1.1 Nanotherapeutika

Als Nanotherapeutika im erweiterten Sinne versteht man unterschiedliche Nanostrukturen, die
eine Grofe im Nanobereich aufweisen. Dazu zdhlen u. a. Nanoemulsionen, Liposomen, poly-
merische Mizellen, Virosomen, polymerische Nanopartikel, Dendrimere, Albumin-Nanoparti-

kel, Nanokristalle, Quantumdots und Eisenoxid-Nanopartikel [7].

Je nach Anwendungsgebiet und Zielgewebe werden unterschiedliche Nanotherapeutika ver-
wendet. Bei der Entscheidung fiir ein Nanotherapeutikum spielen die Biokompatibilitit und die

Nanotherapeutika-spezifischen Eigenschaften eine Rolle [9].

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Verwendung von Eisenoxid-Nanopartikeln in
Kombination mit zellpenetrierenden Peptiden (CPP, intrazelluldrer Wirkstofftransport) als
DDS. Als Krankheitsmodell dient die derzeit nicht ursidchlich behandelbare Muskeldystrophie
Dysferlinopathie.

1.2 Dysferlinopathie
1.1.1 Krankheitsbild

Die Dysferlinopathie ist eine autosomal-rezessive Muskeldystrophie, die durch Mutationen im
DYSF-Gen verursacht wird[10]. Die verschiedenen phinotypischen Auspragungen sind durch
unterschiedliche Verteilungsmuster und differente klinische Verldufe gekennzeichnet. Der hiu-
figste Phanotyp ist die Gliedergiirtelmuskeldystrophie Typ 2B (LGMD2B) gefolgt von der
Miyoshi-Myopathie [11]. Der Erkrankungsbeginn liegt klassischerweise nach einer unauffalli-
gen motorischen Entwicklung in der Kindheit in der spdten Adoleszenz bzw. im frithen Er-
wachsenenalter [ 12—14]. Zahlreiche Berichte belegen, dass viele Patienten mit Dysferlinopathie
im Kindheitsalter vor Manifestationsbeginn sportlich erfolgreich waren. Das unterscheidet die
Dysferlinopathie deutlich von anderen Muskeldystrophie-Formen [14]. Daneben wurden ver-
einzelt klinische Varianten mit Manifestation in der frithen Kindheit beschrieben [15]. Bei feh-
lender Phianotyp-Genotyp Korrelation [16] fiihrt die Dysferlinopathie innerhalb von 1015 Jah-
ren [17,18] zum Verlust der Gehfahigkeit. Eine Herzbeteiligung wird diskutiert; jedoch ist die
Herzfunktion bei der Mehrzahl der Patienten klinisch unauffallig [ 14,18-23].

Charakteristisch fiir eine Gliedergiirtelmuskeldystrophie Typ 2B (LGMD2B) ist eine proximal
betonte Muskelschwéche und -atrophie. Initial ist v. a. die Beckenmuskulatur betroffen; die
Beschwerden treten insbesondere beim Treppensteigen und Rennen auf [24,25]. Wiahrend des

langsam progredienten Verlaufs kann es zu einem eingeschrinkten Zehenspitzengang sowie zu



einer Schwiche im Bereich des Schultergiirtels bei weitgehender Aussparung der distalen Arm-
muskulatur kommen. Weiter wurde eine mittels Bildgebung darstellbare, frithe subklinische

Mitbeteiligung der distalen Muskulatur der unteren Extremitdten nachgewiesen.

Die zu den distalen Myopathien zéhlende Miyoshi-Myopathie ist durch eine Muskeldystrophie
der Wadenmuskulatur mit einer fritheren Schwiche und einem eingeschrankten Zehengang bei

noch erhaltenem Fersengang (Gastrocnemiusparese) charakterisiert [13,26].

Dariiber hinaus wurde auch die ,,distal anterior compartment myopathy* als Manifestationsva-
riante der Dysferlinopathie mit einer priméren FuBBheberschwiche (Musculus tibialis anterior)

mit gestortem Fersengang [27,28] beschrieben.

Die Ursache fiir die unterschiedlichen Phénotypen bei sogar identischen Mutationen liegt mog-
licherweise in der Interaktion mit anderen Faktoren [29]. Selbst unterschiedliche Auspriagungen

bei einer Mutation innerhalb einer Familie sind mdglich [30,31]

1.1.2 Dysferlin

Dysferlin ist ein 237 kD groes Protein [32,33], das durch das DYSF-Gen auf Chromosom
2p.13.3 kodiert wird [34]. Das 150 kb grofle DYSF-Gen besteht aus 55 Exons [35]. Aus der
Exonsequenz lisst sich eine Proteinsequenz von 2088 Aminosduren und eine komplementére
DNA (cDNA) von 6,5 kb ableiten [27,35]. Es sind 14 verschiedene Transkriptvarianten u. a.

mit Exonvarianten von Exon 1 [36], 5a und 40a [37] bekannt.

Dysferlin wird vor allem im Skelett- und Herzmuskel exprimiert, dariiber hinaus aber auch in
der Niere, der Lunge, der Placenta und im Gehirn [38,39]. Trotz der hohen Expression im Herz-
muskel ist eine kardiale Manifestation bei einer Dysferlinopathie eher selten. Dennoch ist be-
schrieben, dass Dysferlin im Herzmuskel wichtig fiir die Integritit des Sarkolemmas ist und fiir
die Herzfunktion unter adrenergem Stress eine Rolle spielt [22,23,40,41]. Ferner scheint es an

der Pathophysiologie der Myokarditis bei einer Coxsackie-Infektion beteiligt zu sein [42].

Dysferlin gehort zur Ferlin-Familie. Diese in Sdugetieren vorkommenden Proteine zeigen eine
hohe Sequenzhomologie zu Fer-1 in Caenorhabditis elegans. Das aus sechs C2-Doménen und
einer transmembrandren Doméne am Carboxy-Terminus bestehende Fer-1 [43] ist an der Plas-
mamembran sowie in zytoplasmatischen Vesikeln lokalisiert. Die C2-Dominen enthalten 03-
Faltblédtter und Aspartyl-Seitenketten, die auf Kalzium-abhéngige Eigenschaften hindeuten
[44].

C2-Dominen kommen auch in Proteinen wie Synaptotagmin vor und spielen beim Transport

und bei der Fusion von Vesikeln sowie bei der Entstehung von second-messenger Lipiden eine
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Rolle. Bei der Membranfusion kénnen die C2-Doménen mit negativ geladenen Phospholipiden

und Proteinen in Anwesenheit von Kalzium interagieren.

1.1.3 Funktion von Dysferlin

Dysferlin ist an der Reparatur des Sarkolemmas nach Mikrotraumen beteiligt. Aus dieser Funk-
tion leitet sich der bislang einzige valide, anerkannte in vitro Assay zur funktionalen Testung
des Proteins ab. Eine Wiederherstellung der Membranreparaturfunktion verlangsamt allerdings
den muskeldystrophen Phénotyp kaum [45]. Dieser Befund deutet auf weitere Funktionen des
Proteins hin [23,43,46-48]. Diskutiert wird eine Beteiligung an Vorgingen wie Membranfu-
sion, Zell-Zell-Fusion, Biogenese und Erhalt der T-Tubuli sowie Zelladhdsion. Entsprechend
ist Dysferlin hauptséchlich am Sarkolemma, an sich entwickelnde T-Tubuli, am sarkoplasma-

tischen Retikulum, sowie innerhalb der Fasern selbst lokalisiert [ 14,49].

Dysferlin interagiert mit verschiedenen Proteinen und Phospholipiden. Fiir die Funktion wich-
tige Interaktionspartner an der Zellmembran sind Caveolin-3, Calpain-3 und die Annexine 1
und 2. Co-Immunfluoreszenz- und -Immunpréizipitationsstudien belegen, dass Dysferlin sowie
Annexin-1 und -2 Kalzium-abhéngig interagieren und in Membranlidsionen gemeinsam nach-
weisbar sind [48]. Mutationen im Gen fiir die muskelspezifische Cysteinprotease Calpain-3
fithren zur Gliedergiirtelmuskeldystrophie Typ2A (LGMD2A) mit einer verminderten Expres-
sion von Dysferlin in der Zellmembran [50,51]. Ferner ist eine verminderte Expression von
Calpain-3 bei Patienten mit Dysferlinopathie bekannt [52]. Es wird postuliert, dass Calpain
Dysferlin spaltet, was zur Bildung von einem nur aus dem Carboxy-Terminus und zwei C2-
Doménen bestehenden Peptid fiihrt. Mit solchen ,.kleinen Dysferlinen* angereicherte Vesikel
sollen durch Mitsugumin 53 (MG53) zum Léasionsort von Muskelmembranen rekrutiert werden,
dort durch Fusion den Defekt kitten und so die membrandse Integritét sicherstellen [53]. Ferner

wurden auch Interaktionen zwischen Dysferlin und a-Tubulin [54] beschrieben.

1.1.4 Pathophysiologie der Dysferlinopathie
Die mehr als 1000 verschiedenen beschriebenen DYSF-Mutationen [55,56] sind iiber das ge-
samte Gen verteilt. Verschiedenste Arten von Mutationen (z. B. Nonsense-, Missense-,

Readthrough-Mutationen) sind hierbei krankheitsverursachend.

Ein Drittel der krankheitsverursachenden Mutationen sind Missense-Mutationen, die zur Fehl-
faltung, zum vorzeitigen Abbau sowie zu einer intrazelluldren Akkumulation von Proteinen und

zu einer extrazelluliren Amyloid-Ablagerung fiihren konnen [55,57-59]. Einige Missense-Mu-



tationen fithren dabei auch zu einer toxischen ,,gain-of-function* durch Aktivierung der ,,un-
folded protein response” (UPR), der ,,endoplasmatic reticulum-associated degradation (E-

RAD) und der Fibrinbildung [57].

1.1.5 Aktuelle Behandlungsméglichkeiten und Forschungsstand
Die aktuelle Behandlung der meisten Muskeldystrophien inklusive der Dysferlinopathien be-
steht aus unterstiitzenden MaBBnahmen und medikamentdsen Therapien der Symptome. Kausale

oder krankheitsmodulierende Therapieansétze befinden sich noch im Forschungsstadium.

Die Krankheitsprogression geht bei den Dysferlinopathien mit einer inflammatorischen Reak-
tion im Muskel einher, was zur Fehldiagnose einer Myositis fithren kann. Analysen zur Wirk-
samkeit immunsuppressiver Therapien ergaben jedoch uneinheitliche Ergebnisse und gehoren

derzeit nicht zum evidenzbasierten Behandlungsregime [60,61].

Kausale genetische Therapien mittels adenoviraler Vektoren und der Bereitstellung von ,,ge-
sunder cDNA* in Form von Vektoren sind aufgrund der Gro3e von DYSF (237 kb) schwierig,
da diese auf maximal 4 kb begrenzt sind [62]. Derzeit lduft im Nationwide Children’s hospital
(Columbus — Ohio, USA) eine Doppelblind-randomisierte Phase I Studie (NCT02710500) zur
Gentherapie  mit  einem  Adeno-assoziierten  Virus (rAAV) als  Vektor
(rAAVrh.74. MHCK7.DYSF.DV), der direkt in den Musculus extensor digitorum longus (EDL)
injiziert wird [63,64]. Um die GroBenlimitation der Adenoviren zu umgehen, wird die cDNA
(6,5 kb) in zwei Fragmente mit einem 1 kb grofen liberlappenden Segment aufgeteilt. Die Frag-
mente werden getrennt in zwei Vektoren eingefiigt, die simultan in gleichem Verhéltnis verab-
reicht werden. Die Fragmente sollten im Korper mittels homologer Rekombination zusammen-

gefiigt werden [63].

Eine alternative gentherapeutische Strategie, die sich bei Dystrophinopathien in Tierstudien und
in vitro als erfolgreich erwiesen hat, ist das Skipping von Exons, wodurch fiir die Proteinfunk-
tion funktionell entbehrliche Bereiche tibersprungen werden und ein kleineres, aber funktions-
féahiges Protein exprimiert wird [65—67]. Ferner wurden mittels Trans-Splicing mutierte Berei-
che durch normale Sequenzen ersetzt [68]. Diese Ansitze wurden bisher nur préiklinisch evalu-

lert.

Bei auf Proteinniveau ansetzenden Strategien fiihren an ein CPP gekoppelte Dysferlin-spezifi-
sche Peptide zu einer verminderten ,,unfolded protein response* (UPR) und zu einer Relokali-
sation von anderenfalls fehlgefaltetem Dysferlin an die Zellmembran, wo Dysferlin seine

Membran-reparierende Funktion wiedererlangt [46].



Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein systemisches DDS fiir diese Dysferlin-Peptide auf der
Basis von Nanopartikeln zu entwickeln, um diese dann in vivo an einem Dysferlin-defizienten
Mausmodell auf ihre Wirksamkeit zu testen. Zur Gewéhrleistung des intrazelluldren Transpor-

tes waren die Peptide dabei an sogenannte zellpenetrierende Peptide gekoppelt.

1.3  Zellpenetrierende Peptide (CPP)

Die Phospholipid-Membran der Zellen stellt fiir die meisten bioaktiven Molekiile (z. B. Peptide,
Proteine, Nukleinsduren) eine impermeable Barriere dar. Substanzen groBer als 600 Dalton [69]
oder solche mit einer niedrigen Lipophilie konnen die Zellmembran oder die Membran von
Endozytose-Vesikeln kaum durchdringen. Dies erschwert die intrazelluldre Anreicherung the-
rapeutischer Substanzen. In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Systeme entdeckt,
die die Fahigkeit besitzen, Makromolekiile in die Zelle einzuschleusen. Dazu zéhlen bakterielle
Toxine, stark geladene Proteine (Nativproteine oder Varianten mit vielen kationischen Resten)

oder CPP.

CPP besitzen die Fahigkeit, Zellmembranen Rezeptor-unabhingig zu durchdringen und eignen
sich somit zur Translokation von bioaktiven Substanzen durch die Zellmembran ins Zyto-

plasma.

In den vergangenen 20 Jahren wurden mehr als 100 verschiedene CPP-Sequenzen (5—40 Ami-
nosduren lang) identifiziert. Obwohl sich CPP fiir den intrazelluldren Transport von therapeu-
tischen Substanzen (Cargo) bewéhrt haben, sind ihre Aufnahmemechanismen noch nicht voll-
standig geklart. Wie Abb. 1 zeigt, gibt es keinen universellen Aufnahmemechanismus fiir alle
CPP. Der spezifische Aufnahmemechanismus hdngt von der Membranstruktur, den membran-
stindige Proteoglykanen [70], der CPP-Struktur, dem Cargo-Partner sowie von der Gesamt-
konzentration ab [71,72]. Auch das Membranpotenzial hat einen relevanten Einfluss auf die

Aufnahme von CPP in die Zelle [73].



Direct penetration
pathways
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Abbildung 1: Internalisierung von zellpenetrierenden Peptiden (CPP) — Unterteilung in direkte In-
ternalisierung (Energie unabhiingig) und endozytotische Aufnahme (Energie abhdngig). Entnommen
aus [74].

Trotz fehlender eindeutiger Klassifikation werden CPP anhand ihrer chemischen Eigenschaften
oder ihrer Herkunft unterschieden. CPP konnen von einem einzelnen Nativproteinen abstam-
men, oder Sequenzen aus zwei Nativproteinen enthalten. Ferner gibt es synthetische Peptide,

die auf der Basis von Struktur-Aktivitits-Analysen entwickelt wurden.

Zu den ersten CPP aus Nativproteinen gehoren das VP22 des Humanen Herpesvirus 1 (HHV-
1) [75], das Tat (trans-activator of transcription) des Humanen Immundefizienz-Virus 1 (HIV-
1) sowie das Penetratin aus der Homeobox-Doméne des Antennapedia-Proteins aus Drosophila

melanogaster [76].

CPP sind meist kleine kationische (10—30 Aminosduren) oder amphipathische, wasserlosliche
Peptide, die reich an basischen Aminoséduren (Arginin, Lysin) sind. Basierend darauf wurden

synthetische CPP wie Arginin-Oligomere oder Poly-Arginin Peptide entwickelt [77,78].

Bereits 1988 wurde beobachtet, dass das Protein Tat aus HIV-1 direkt in die Zellen aufgenom-
men wird. Tat ist, in Abhidngigkeit vom HIV-Stamm, 86—102 Aminoséduren lang. Das Regula-
tionsprotein ist HIV-spezifisch und kommt in anderen Retroviren nicht vor [79]. Auch gekiirzte
Tat-Peptide kdnnen erfolgreich in die Zellen translozieren. 1997 zeigten Vives et al., dass die
13 Aminosduren lange Sequenz 48—60 (GRKKRRQRRRPPQ) fiir die Translokationsfahigkeit
verantwortlich ist [80]. Park et al. konnten 2002 die verantwortliche Sequenz auf die Amino-

sduren 49-57 (RKKRRQRRR) eingrenzen [81]. Die Arginin-reiche Sequenz beinhaltet die



RNA-Bindungsdomine von Tat. Interessanterweise ist die a-Helix bildende Aminosdurese-
quenz 3747 liberfliissig fiir die Translokationsfahigkeit. [80]. Da im Rahmen der vorliegenden
Arbeit mit einem gekiirzten Tat-Peptid gearbeitet wurde, wird diese zur Unterscheidung vom

Tat-Protein als TAT bezeichnet.

Die Translokationsfdhigkeit der Tat-Peptide korreliert mit der Anzahl an Arginin-Resten (s.
Abb. 2). Die fiir eine effiziente Aufnahme bendtigte Anzahl variiert zwischen sechs und zwdolf
Arginin-Resten [82]. Die Guanidin-Seitenkette des Arginins scheint entscheidend fiir die Auf-
nahme in die Zellen zu sein [83]. Basische Aminosduren wie Arginin (pKs = 12,5) und Lysin
(pKs = 10,8) sind bei physiologischem pH positiv geladen und hydrophil. Wie in Abb. 2 dar-
gestellt, konnen die positiv geladenen Guanidin-Seitenketten (Guanidinium-Kationen) des
Arginins Wasserstoffbriicken mit den negativ geladenen Phosphaten und Sulfaten der Zell-
membranoberfldche bilden, was die Internalisierung begiinstigt. Lysin-Reste sind trotz gleicher

Nettoladung unter physiologischen Bedingungen fiir das Einschleusen weniger effizient.

H H H

N N N
H. A. _H H. Ao _H H. Ao _H
N+ N N+ N N+ N
H H H H H H
O\F> \-/O O\S \\ @) OYO
73 g0 -

Abbildung 2: Interaktion der Guanidinium-Kationen der Seitenketten von Arginin mit den funktio-
nellen Phosphat-, Sulfat- und Carboxy-Gruppen benachbarter Strukturen. Entnommen aus [83].

Derzeit befinden sich verschiedene CPP-enthaltende, therapeutisch wirksamen bioaktiven Sub-
stanzen in klinischen und préklinischem Studien [77,84-86]. Die fehlende Zellspezifizitét der
energie-unabhingigen Membrantranslokationsfahigkeit ermoglicht die Aufnahme in alle Zell-

arten. Daher ist auch eine Aufnahme in unerwiinschte Zellen moglich.



Viele Studien haben den Einsatz von CPP fiir topische Therapeutika untersucht. Dazu zdhlt
beispielsweise ein Oligoarginin-Peptid (Psorban®) / Cyclosporin A Konstrukt fiir die Behand-
lung der Psoriasis, oder Konstrukte mit dem Botulinus-Toxin (RT001). Weiter wurde in einer
Phase I/II-Studien der Firma KAI Pharmaceuticals ein Konjugat aus einem Inhibitor der Pro-
teinkinase C delta [86] und TAT fiir den Einsatz bei Myokardinfarkten und Ischdmien getestet.
Andere Studien konjugierten zur Prdvention von Restenosen nach aortokoronaren Bypidssen
CPP mit Antisense Peptide Morpholino Oligomeren (PMO). Solche Konjugate wurden auch
fiir die Therapie der Muskeldystrophie Typ Duchenne getestet [87].

Trotz ihres hohen Potenzials wird der klinische Einsatz von CPP durch ihre fehlende Zellspe-
zifizitét und kurze Halbwertszeit begrenzt. Die fehlende Spezifizitit erhoht die Toxizitdt von
Medikamenten, indem sie sich in nicht therapierelevantem Gewebe ablagern und dort uner-
wiinschte Wirkungen hervorrufen. Kleine zirkulierende Peptide wie CPP werden dariiber hin-
aus schnell durch Plasmaenzyme abgebaut, wodurch weniger Molekiile das Zielgewebe errei-

chen.

Es existieren mehrere Ansitze, um dem Abbau von zirkulierenden CPP entgegenzuwirken. Die
Anderung der stereochemischen Konfiguration durch den Einsatz von Stereoisomeren (D- statt
L-Aminosduren) schiitzt CPP vor einem enzymatischen Abbau. Ferner kénnen CPP an ,,nano-
carrier delivery platforms® angeheftet werden, wo die Enzyme sie nicht erkennen. In der vor-
liegenden Arbeit sollte der enzymatische Abbau der CPP im Blutkreislauf durch die Kopplung
an Nanopartikeln verhindert werden. Die Konjugate wurden in vivo an einem Dysferlin-defizi-

enten Mausmodell auf ihre Wirksamkeit hin getestet.

1.4  Grundlagen der Fluoreszenz und Fluoreszenzausloschung

Als Fluoreszenz wird die Emission von Licht durch eine Substanz bezeichnet. Dabei gehen die
angeregten Elektronen des Materials von einem hoheren in ein niedrigeres Energieniveau iliber
und geben dabei Energie in Form eines Photons ab [88]. Die Fluoreszenzintensitit kann durch
verschiedene Prozesse verringert werden. Diese Fluoreszenzausldoschung wird als Quenching
bezeichnet. Beim Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) [88-91], einer Sonderform
der Fluoreszenzausloschung, wird die Fluoreszenz des ersten Fluorophors (Donor) geldscht,
indem die Anregungsenergie strahlungslos auf das benachbarte zweite Fluorophor (Akzeptor)
iibertragen wird. Dieser Transfer ist abhingig vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor so-
wie von der spektralen Uberlappung der Donor-Fluoreszenz und der Akzeptor-Absorption. Be-
finden sich Donor und Akzeptor in rdumlicher Nihe (<10 nm) wird die Fluoreszenz des Donors

geloscht [88].



1.5 Grundlagen der Magnetresonanztomografie

Eisenoxid-Nanopartikel fungieren in der Magnetresonanztomografie (MRT) als Kontrastmittel.
Zur Erkldrung des Einsatzes als MRT-Kontrastmittel werden zunichst die MRT-Grundlagen
vorgestellt [92].

Elementarteilchen besitzen als intrinsische Eigenschaft einen Eigendrehimpuls (Spin). Der Ge-
samtspin eines Atomkerns (Kernspin) hdngt von der Anzahl an Protonen und Neutronen ab.
Die Wasserstoffkern besteht aus lediglich einem Proton (Massenzahl 1). Atomkerne mit unge-
rader Massenzahl weisen ein magnetisches Moment auf, das durch den Spin und die positive
Ladung entsteht. Durch ihren Spin verhalten sich Wasserstoftkerne wie kleine Magnete, deren
Dipol sich zufdllig im Raum ausrichten. Dagegen haben Kerne mit einer geraden Zahl an Pro-
tonen einen Netto-Kernspin von 0, da sich die zwei gleichartigen Spins entgegensetzt ausrich-
ten. In Anwesenheit eines starken Magnetfeldes werden die Kernspins der Protonen (Wasser-
stoffkerne) entlang des Magnetfeldes ausgerichtet. Die Ausrichtung kann parallel (in Richtung
des externen Magnetfeldes) oder antiparallel (entgegengesetzt zum Magnetfeld) erfolgen. Ers-
teres gilt als energetisch giinstiger, sodass spontan eine parallele Ausrichtung der Kernspins
iiberwiegt, was zu einer Nettomagnetisierung (Mo) entlang des Magnetfeldes (Longitudi-

nalmagnetisierung, Mz) fiihrt; diese ist aber ohne Weiteres nicht messbar [92].

Wasserstoffkerne drehen sich nicht nur um die eigene Achse, sondern auch um die Achse des
externen Magnetfeldes (Bo). Diese Drehung nennt man Prazession. Ohne &uflere Faktoren be-
wegen sich die Protonenspins wihrend der Prézession ungeordnet, jedoch auf einem gleichen
Weg (Prizessionsweg) und mit einer identischen Geschwindigkeit (= Prazessions- oder Lamor-
Frequenz (mo)). Diese hédngt von der ortlichen Feldstirke des angelegten Magnetfeldes sowie

vom gyromagnetischen Verhiltnis (Elementkonstante, yo) ab (®¢ = v, * By) [93]. Bei einer

Magnetfeldstirke von 1 T entspricht wo von Wasserstoff 42,574 MHz [94].

Wird ein kurzer Hochfrequenzimpuls elektromagnetischer Strahlung im Radiofrequenz-Be-
reich (RF-Impuls) im rechten Winkel zum externen Magnetfeld (Bo) mit einer Frequenz, die
mit der Larmor-Frequenz iibereinstimmt, eingestrahlt, kommt es zu einer Resonanz. Hierdurch
wird die Prizession der Protonenspins synchronisiert (in Phase). Dieses Phdnomen der Phasen-
kohirenz wird als Magnetresonanz (MR) bezeichnet. Je nach Dauer und Amplitude des RF-
Impulses klappen die Kernspins (Zunahme des Prézessionsweges) zunehmend in den hoher-
energetischen (antiparallelen) Zustand um. Dies fiihrt zu einer Abnahme der Netto-Longitudi-
nalmagnetisierung. Durch die Synchronisation der Prézessionen addieren sich die magneti-

schen Momente der Protonen, sodass es zu einer transversalen Magnetisierung (Mxy) kommt.
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Die Synchronisation induziert ferner ein elektromagnetisches Wechselfeld, das als MR-Signal
gemessen wird. Kommt es zu einer Dephasierung der Prizessionen, so nimmt das gemessene

MR-Signal ab.

Der Winkel zwischen der entstandenen transversalen Magnetisierung (Mxy) und der Hauptachse
(Bo) wird als Flipwinkel bezeichnet. Wenn genau die Hilfte der Spins in die antiparallele Lage
umgeklappt sind, spricht man vom 90° RF-Impuls. Die parallelen und antiparallelen Spins glei-

chen sich aus, sodass die Nettomagnetisierung in die transversale Ebene (Mxy) umklappt.

Nach Abschalten des RF-Impulses kehren die Spins zunehmend in den energiegiinstigeren Zu-
stand zuriick. Dieser Prozess bezeichnet man als Relaxation. Die Longitudinalmagnetisierung
nimmt wieder zu, da die Protonen Energie an die Umgebung (Gitter) abgeben, um wieder ins
energiedrmere Niveau parallel zum Magnetfeld zu gelangen. Diese longitudinale Relaxation
(T1) wird auch als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet. Zeitgleich kommt es zunehmend zur De-
phasierung der Prazessionen, sodass die transversale Magnetisierung abnimmt. Diese Abnahme
der Dephasierung mit entsprechender Signal-Abnahme wird als free induction decay (FID) be-
zeichnet. Fiir die Dephasierung spielen sowohl Magnetfeld-Inhomogenitéten als auch die Inter-
aktion zwischen den einzelnen Spins als einzelne Magnetfelder eine wichtige Rolle. Wegen
dieser Spin-Spin-Interaktion wird diese auch als Spin-Spin-Relaxation (T2) bezeichnet. Wie
oben ausgefiihrt, ist die Prizessionsfrequenz fiir einen einzelnen Spin proportional zum lokalen
Magnetfeld (Magnetfeld-Inhomogenitédten + angrenzende «Spin-Magnetfelder). Phasenunter-
schiede, die durch statische Magnetfeld-Inhomogenititen der Transversalmagnetisierung ent-
stehen, konnen mithilfe eines refokussierenden 180° RF-Impulses kompensiert werden. Man
bezeichnet diese Bildgebungssequenz als Spin-Echo-Sequenz. Die so gemessene transversale
Relaxation entspricht der «echten» transversalen Relaxation des Gewebes (T2). Werden die sta-
tischen Magnetfeld-Inhomogenitéten nicht kompensiert, bezeichnet man die gemessene trans-

versale Relaxation als T2"[95].

Die Zunahme der longitudinalen Magnetisierung (T1) und die Abnahme der transversalen Mag-
netisierung (T2, T>") sind exponentielle Prozesse. Ti entspricht einer exponentiellen Annéhe-
rung an das Magnetfeld (Ausgangswert). T2 bzw. T." zeichnen sich durch einen exponentiellen

Zerfall des Signals aus.

Definitionsgemif} beschreibt die Konstante T den Zeitpunkt, an dem die Longitudinalmagne-
tisierung wieder 63 % des Ausgangswertes betrdgt und T> den Zeitpunkt, zu dem noch 37 %

der transversalen Magnetisierung vorliegt.
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Bei der MR-Bildgebung kdnnen unterschiedliche Relaxationszeiten unterschiedlicher Gewebe
durch geeignete Messmethoden und -parameter dargestellt werden. Beispielsweise kann das
Intervall der Messungen (Repetitionszeit, time to repetition; TR) und der Zeitpunkt der Signal-

messung nach dem RF-Impuls (Echozeit, time to echo; TE) angepasst werden.

1.6  Superparamagnetische Nanopartikel

Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPION) besitzen einen Eisenoxid-Kern mit ei-
ner Magnetit (Fe3O4)- und/oder Maghemit (y-Fe,O3)-Kristallstruktur. Zur Generierung einer
stabilen Suspension werden diese Kerne mit Stabilisatoren umbhiillt. Diese Hiille verhindert eine

Aggregation und Sedimentation der Partikeln. Die Stabilisierung erfolgt sterisch oder elektro-

statisch [96].

Eine sterische Stabilisierung beruht auf der raumlichen AbstoBung der Nanopartikel. Auf der
Oberfléache sterisch stabilisierter Nanopartikel befinden sich adsorbierte Makromolekiile (z. B.
Polysaccharide, andere (Bio-)Polymere). Bei Anndherung zweier Partikeln {iberlappen sich
diese Polymerhiillen. Die erhdhte Polymerkonzentration im Uberlappungsbereich steigert den
osmotischen Druck. Das darauthin einstrémende Losungsmittel dringt die Teilchen wieder aus-
einander [97]. Zudem werden die Polymermolekiile im Uberlappungsbereich in ihrer Konfor-
mation eingeschrankt. Diese Reduzierung der Entropie fiihrt ebenfalls zur Abstoung [96,98].
Bei der sterischen Stabilisierung durch die Polymerhiille spielt dieser Entropie-Effekt eine gro-

Bere Rolle als physikalische Kréfte [99].

Eine elektrostatische Stabilisierung beruht auf der AbstoBung gleich geladener Partikeln
(Coulombsches Gesetz). An der Kernoberfliche adsorbierte Molekiile mit Carbon- oder Phos-
phorsduren verleihen den Partikeln eine negative Ladung, die zu einer gegenseitigen AbstoBung

fiihrt [96].

Aufgrund der Ladung bildet sich eine elektrische Doppelschicht in der den Teilchen angren-
zenden Fliissigkeit. Da das gesamte System elektrisch neutral ist, muss in der angrenzenden
Fliissigkeit die entsprechende Anzahl Gegenionen vorhanden sein. Diese elektrische Doppel-
schicht setzt sich nach dem Modell von Stern aus einer adsorptiv gebundenen (Stern-Schicht)

und einer diffusen Schicht zusammen [100,101].

Die superparamagnetischen Eigenschaften des Eisenoxid-Kerns beruhen auf der Besonderheit,
dass nach Abschalten eines zuvor angelegten Magnetfeldes die Magnetisierung von nanome-

tergroBen ferro- (Fe?") oder ferrimagnetischen (Fe*") Materialien nicht bestehen bleibt. Durch
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die geringe Grofe bestehen Nanopartikel nur aus einer einzigen magnetischen Doméne (Weil3-
scher Bezirk) und werden einheitlich magnetisiert, sodass sie in einem Magnetfeld eine voll-
staindige magnetische Sattigung mit hohen magnetischen Momenten aufweisen. Die Magneti-

sierung geht, wie bei Paramagneten, beim Abschalten des Magnetfeldes verloren [102].

Bei der GroBle der Nanopartikel wird zwischen der Grofle des Eisenoxid-Kerns, der Grofle der
Partikeln mit Hiille und der GréBe der Partikeln nach Solvatation (hydrodynamischer Durch-
messer) unterschieden. Ferner &dndert sich die Grof3e der Nanopartikel durch weitere Adsorption

von lonen oder Molekiilen in biologischen Medien (Partikelkorona).

1.5.1 Stabilitit Nanopartikel-Suspensionen und Zeta-Potenzial

1.5.1.1 Stabilitiat von Nanopartikel-Suspensionen

Nanopartikel-Suspensionen sind definitionsgemal3 kolloidale Losungen mit einer festen (Kol-
loid) und einer fliissigen Phase (Dispersionsmedium) [103,104]. Die moderne Theorie fiir kol-
loidale Losungen wurde in den 1940er Jahren von Boris Derjaguin, Lev Landau, Evert Verwey
und Jan Overbeek (DVLO) unabhéngig voneinander entwickelt. Sie gilt auch heute noch als
Grundlage fiir das Verstindnis der Interaktion von kolloidalen Partikeln und deren Aggregati-
onsverhalten [105,106]. GemiR dieser Theorie ist die Stabilitdt und Aggregation in Partikelsu-
spensionen auf die Summe von anziehenden Dispersionswechselwirkungen (van der Waals-
Kréfte) und abstoenden elektrostatischen Kriften (durch die elektrische Doppelschicht) zwi-

schen den einzelnen Partikeln zuriickzufithren.

Dies kann vereinfacht mittels der Derjaguin-Approximation ausgedriickt werden. Diese be-
schreibt die Kraft F(h), die auf kolloidale Partikeln wirkt, die durch eine Entfernung /4 vonei-

nander entfernt sind.
F(h) = 2nReff « W(h)

W(h) steht fiir die freie Energie zweier planarer Flachen und Reff fiir den effektiven Radius. Bei

einem symmetrischen System mit dhnlich gro3en Partikeln ist Reff = R/2.
W(h) = Waw (h) + Wy (h)

Wdw(h) entspricht der anziehenden van der Waals-Interaktion und Wdl(h) der Doppelschicht-

Interaktion.

Van der Waals-Krifte treten fast immer durch die Interaktion der rotierenden und fluktuieren-
den Dipole der Atome und Molekiilen auf. Sie sind indirekt proportional zum Quadrat der Ent-

fernung (4°). [107] Wdl(h) ist direkt proportional zur Ladungsdichte () der Partikeloberflichen
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und indirekt proportional zur ionischen Stérke (/) der Losung, in der die Partikeln suspendiert

vorliegen.

Bei hoherer Ladungsdichte miissen die elektrostatischen Potenziale nach dem Poisson-Boltz-

mann-Gesetz berechnet werden, um genauere Werte fiir Wdl(h) zu erhalten [108].

Die auf der Nanopartikel-Oberfldche assoziierten Gegenionen des elektrolythaltigen Mediums
bilden eine diffuse lonenschicht um die Partikeln. Die Konzentration der Gegenionen erreicht
an der Partikeloberfliche den Maximalwert (w0, Oberflachenpotenzial) und fillt exponentiell
mit zunehmender Entfernung von der Partikeloberfldche ab. Die Dichte der Gegenionen (Kati-
onen) sinkt solange, bis sie der Dichte der Koionen (Anionen) entspricht, d. h. ihre Konzentra-
tionen gleich sind. Allgemein gilt, dass die diffuse Ionenschicht bei niedrigen Salzkonzentrati-
onen weiter in die Losung hinein reicht. Thre Ausdehnung ist unabhéngig von der Ober-

flichenladung bzw. dem Oberfldchenpotenzial (yw0) [101]

. ° ® o
®® ® . Oberfléchenladung

Sternschicht
©
Diffuse Schicht
__________ Scherebene ©
------- @ o)
@ e Oberflachenpotential
® ----- (Nernst-Potential) 10 S)
@ ‘ ______ ; _______ Stern-Potential
€] mv| ™. i

@ 0 Entfernung von Partikeloberflache

Abbildung 3: Nanopartikel mit elektrochemischer Doppelschicht und entstehenden Spannungen. In
Anlehnung an Diagramm bei [109].

Abb. 3 stellt schematisch den Aufbau einer elektrischen Doppelschicht um eine geloste Partikel
dar. Das Potenzial an der Grenze der starren Stern-Schicht und der diffusen Schicht (Guoy-
Chapmann-Schicht) wird als Stern-Potenzial (yS) bezeichnet. Die Oberflichenladung wird

durch den Ionisationsgrad bestimmt; ferner tragt die Adsorption von Ionen auf der Partikelober-
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fliche zum Stern-Potenzial bei. Das Stern-Potenzial sinkt mit der Entfernung zur Partikelober-
flache exponentiell ab. Da ein exponentieller Verlauf sich dem Nullwert nur asymptotisch ni-
hert, ist ein Abfall des Potenzials auf Null mathematisch nicht moglich [110], wodurch die
diffuse Schicht (Guoy-Chapmann-Schicht) mathematisch unendlich wére. Daher wird fiir Sta-
bilitdtsberechnungen die diffuse Schicht eindeutig liber einen festgelegten Abfall des Potenzials
gegeniiber seinem Ausgangswert (Stern-Potenzial) definiert. Demnach entspricht die Ausdeh-
nung der diffusen Schicht dem Abstand zwischen der Grenze der Stern-Schicht und der Entfer-
nung, bei der das Potenzial etwa 37 % (=1/e) des Stern-Potenzials entspricht. Dieser Abstand
wird als Debye-Lénge (//k) bezeichnet [111]. Die rechnerisch ermittelte Schichtdicke ist ge-
ringer als die tatsdchliche Ausdehnung der diffusen Schicht. Tatsdchlich erstreckt sich die dif-
fuse Schicht etwa iiber das Drei- bis Fiinffache der Debye-Lénge [112]. Bei reinem Wasser
betrdgt die Grenzschicht aufgrund der Autoprotolyse etwa 1 um [113]. Da x (Debye-Hiickel-
Parameter) direkt proportional zur lonenkonzentration im Dispersionsmedium und zur Wertig-
keit dieser Ionen ist, ist die Debye-Lange und die Ausdehnung der diffusen Schicht bei hoherer

Ionenkonzentration kleiner.

Die elektrostatischen (abstoenden) Kréften sind direkt proportional zur Ausdehnung der Dop-
pelschicht und zum Zeta-Potenzial, sodass je groBer die Doppelschicht ist, desto hoher die ab-

stoBende Interaktion und desto mehr es zur Stabilisierung beitrdgt [101].

Das Schema in Abb. 3 weist einige Limitationen auf: 1) Da eine Spannung (Potenzial) erst
infolge des lokalen Ladungsiiberschusses zwischen Partikeloberfliche und umgebendem Me-
dium entsteht, miissten die Potenzialverldufe in den dargestellten Schichten jeweils in der lo-
nenschichtmitte beginnen. 2) Das Oberflichenpotenzial sinkt bis zum Stern-Potenzial linear ab
(entsprechend Helmholtz-Modell). Danach ist eine exponentielle Abnahme zu erwarten (ent-
sprechend Guoy und Chapman-Modell). 3) Nach Grahame [114] wird die Sternschicht weiter
in einer inneren und einer dufleren Helmholtz-Schicht unterteilt. Diese Charakteristika werden

in der Darstellung zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht beriicksichtigt.

1.5.1.2 Zeta-Potenzial

Die wichtigsten Eigenschaften der elektrischen Doppelschicht sind das Zeta-Potenzial und die
Ausdehnung der diffusen Schicht [107]. Die diffuse Schicht und das umgebende Dispersions-
mittel stellen kein starres Gebilde dar, sondern bestehen aus frei beweglichen lonen. Aufgrund
von Reibungskriften auf der Scherebene kommt es bei Diffusionsbewegungen des Partikels zu
einem teilweise Abstreifen der diffusen Schicht [115]. Durch den resultierenden Mangel an

Gegenionen im dulleren Teil der diffusen Schicht sind die Partikeln nach auflen hin nicht mehr
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neutral. Diese nach auBlen wirkende, messtechnisch erfassbare Nettoladung wird als Zeta-Po-
tenzial (¥¢) bezeichnet. Da die Diffusionsbewegungen nur wenige lonen der diffusen Schicht
abscheren, ist die Potenzialdifferenz zum Stern-Potenzial vergleichbar gering [101]. Wird das
Abscheren durch mechanische oder elektrische Einfliisse verstirkt, ndhert sich die Abriss- bzw.
Scherebene zunehmend der Stern-Schicht. Das dabei steigende Zeta-Potenzial néhert sich dem

Stern-Potenzial zunechmend an [115].

Wie oben ausgefiihrt, ist die Ausdehnung der diffusen Schicht indirekt proportional zur Ionen-
konzentration. Weiter ist nicht nur die Konzentration der Elektrolytlosung relevant, sondern
auch die Valenz der gelosten Ionen. Di- (z.B. Ca?") und trivalente Ionen (z. B. AI**) wirken sich

bereits in niedrigeren Konzentrationen stirker auf die Doppelschicht aus.

Die Ionenstérke [IS] (mol/l) ist eine Summationsfunktion der Konzentration aller Ionen in einer
Losung:
n

IS=0,5 * CpZ2

B=i

B steht fiir die einzelnen Ionen in der Losung, Cz fiir die molare Konzentration [mol/l] und Zp
fiir die Ladungszahl von Ion B. Die Konzentration der Ionen wird mit dem Quadrat der La-
dungszahl multipliziert. Die Ionenstirke entspricht die Halfte der Summe der Produkte aller

Ionen.

Dies bedeutet, dass je dicker die Schicht ist, desto langsamer ist der Potenzialabfall. In diinneren
diffusen Schichten ist der Potenzialabfall von Stern-Schicht zur Scherebene somit steiler. Daher
kann bei extrem niedrig konzentrierten Elektrolytlosungen das Zeta-Potenzial mit dem Stern-
Potenzial gleichgesetzt werden. Zusammengefasst ist das Zeta-Potenzial eine Funktion der
Ausdehnung der diffusen Schicht und der Partikeloberflachenladung. Im Allgemeinen gilt ein
Zeta-Potenzial oberhalb bzw. unterhalb + 30 mV als elektrostatisch stabilisierend [115-117].
Fiir biologische Anwendungen miissen zusitzlich die negativen Ladungen der Proteine bertick-

sichtigt werden, sodass negative Zeta-Potenziale (< -30 mV) von Vorteil sind.

1.5.2 Untersuchte Nanopartikel

1.5.2.1 Very small iron oxide particle (VSOP)

Der VSOP ist ein Monomer-beschichteter SPION (s. Abb. 4). Der kleine Eisenkern (5 nm) ist
beschichtet von einer Hiille aus Zitrat-Molekiilen (rot in Abb. 4), die die Partikel in Suspension
stabilisieren. Die vergleichsweise diinne Hiille der VSOP hat zur Folge, dass sich die GroB3e des

Eisenkerns, der in fritheren Projekten mittels Transmissionselektronmikroskopie bestimmt
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wurde, nur unwesentlich vom hydrodynamischen Durchmesser (7,40 + 0,93 nm) des Partikels

unterscheidet.

Abbildung 4: Modell eines Very small iron oxide particle (VSOP) (rot = Citrat-Molekiile) (Crys-
talMaker Version 8.6). Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Eyk Schellenberger [98]

Basierend auf den VSOP-Kerndurchmessern wurde mit Hilfe des Programms CrystalMaker
Version 8.6 ein Magnetitkristall modelliert und die Anzahl der Eisenatome pro VSOP auf 6500
abgeschitzt [118].

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Citrat-Ionen auf der Eisenoxid-Kernoberfliche. Aus
[119].

In wissrigen Losungen und unter physiologischen Bedingungen liegt der pH-Wert weit entfernt
vom isoelektrischen Punkt der Zitronensédure, sodass die abstoflenden elektrostatischen Krifte

gegeniiber den van der Waals-Kréften dominieren und die Nanopartikel in Suspension bleiben.

Die Halbwertzeit von VSOP im Blut ist dosisabhingig und liegt in Miusen bei einer Dosis von
0,5 mmol Fe/kg Korpergewicht (KG) bei ca. 30 Minuten [120]. Bei Menschen betridgt die Halb-
wertszeit von VSOP im Blut dosisabhéngig zwischen 30 Minuten und 1,5 Stunden (0,015—

17



0,075 mmol Fe/kg KG) [121]. Damit besitzen VSOP beim Menschen die kiirzeste Halbwerts-
zeit aller SPION. Da die Halbwertszeit bei Menschen die in Kleintieren immer iibersteigt, wei-
chen die gewédhlten Dosen bei Tieren (0,2—1 mmol Fe/kg KG) von denen in der klinischen
Anwendung (0,05 mmol Fe/kg KG) ab. Bei lingeren Zirkulationszeiten ist der Ubergang in

tiefere Kompartimente wahrscheinlicher [122].

1.5.2.2 Ferumoxytol (Feraheme®, Rienso®)

Bei sterisch stabilisierten Ferumoxytol-Partikeln handelt es sich um einen SPION, der mit car-
boxylierten Kohlenhydrat-Polymeren (Carboxymethyl-Dextran aus Polyglucose-Sorbitol-Car-
boxymethylether, PSC) umhiillt ist (s. Abb. 6 und 7).

2o Carboxmethyl- &AL NG I B A T e |
ORor—"\_-0 dextran Bee [ & 5 &
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Abbildung 6: Chemische Struktur des Polyglucose-Sorbitol-Carboxymethylethers (PSC) in
Ferumoxytol und der Interaktion mit den Fe**Kernionen (modifiziert nach [123,124]).

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines sterisch stabilisierten Nanopartikels mit Carboxyme-
thyl-Dextran-Ketten

Ferumoxytol ist flir die parenterale Therapie der Eisenmangelandmie im Rahmen einer Nie-
reninsuffizienz in Deutschland und in den USA zugelassen [125]. Die Zulassung der Food and
Drug Administration (FDA) wurde 2018 auf Eisenmangelandmien erweitert, bei denen eine
orale Therapie nicht vertréglich oder erfolgreich war. Die zugelassene Dosis entspricht einer

unverdiinnten Einzeldosis von 510 mg elementares Eisen als Ferumoxytol in 17 ml-Losung.
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Diese wird unverdiinnt intravends als Bolus iiber ca. 17 Sekunden gefolgt von einer zweiten
Dosis nach ca. einer Woche. Nach der Gabe empfiehlt sich eine Uberwachung fiir mindestens
30 Minuten, um Uberempfindlichkeitsreaktionen auszuschlieBen. In Abhiingigkeit vom An-

sprechen kann das Vorgehen nach 30 Tagen wiederholt werden.

Ferumoxytol besitzt eine carboxylierte Hiille, die fiir die Funktionalisierung der Partikelober-
fliche genutzt werden kann [126]. Anders als bei VSOP trigt diese Hiille maBgeblich zur Grofle
der Ferumoxytol-Nanopartikel bei. Der mittels Transmissionselektronmikroskopie ermittelte
Durchmesser des Eisenkerns betridgt 6,5 + 0,4 nm (bei ca. 5800 Eisenatome pro Kern) [123],
wobei die Kerne teilweise irreguldre Formen besitzen. Auch kleinere Durchmesser von etwa
3,5 nm (entspricht ca. 1100 Eisenatome pro Kern laut Abschédtzung mit Crystalmaker Version
8.6) sind moglich [127,128]. Der hydrodynamische Durchmesser von Ferumoxytol ist mit
17,85 + 2,24 nm deutlich groBer als der Kerndurchmesser. Mittels Elektronmikroskopie ldsst
sich nur der Kern der Eisenoxid-Nanopartikel messen, da dieser eine hohere Dichte als die kar-
bonhaltige Hiille (Zitronensdure bei VSOP und Carboxymethyl-Dextran-Hiille bei Ferumoxy-
tol) besitzt.

Bedingt durch die Carboxymethyl-Dextran-Hiille ist die Zirkulationszeit von Ferumoxytol im
Vergleich zu der von VSOP deutlich ldnger. Die Beschichtung von Nanopartikeln mit Dextran-
oder Polyethylenglykol-(PEG)-Hiillen wird oft als ,,stealth“-coating bezeichnet, da diese Hiille
die Partikeln vor dem mononukledren Phagozytensystem (MPS) schiitzt. Die hydrophile Poly-
saccharid- oder PEG-Hiille ist biologisch abbaubar und weist eine geringere Immunogenitét
sowie Toxizitdt auf. Die Carboxymethylierung der Dextranketten verringert die Immunogenitét
weiter und verlidngert durch die negative Ladung bei physiologischem pH die Halbwertszeit.
Die Halbwertszeit von Ferumoxytol betrdgt in Méausen bei Dosen zwischen 0,14 und 0,28 mmol
Fe/kg KG (8-16 mg/kg KG) ca. 4 Stunden [129]. Auch bei anderen Nagetieren (Ratte, Kanin-
chen) liegt die Halbwertszeit bei 4 Stunden [130]. Bei Menschen betrdgt die Halbwertszeit je
nach Dosis 12—15 Stunden (0,04-0,08 mmol Fe/kg KG) [131].

1.5.3 Anwendungen von SPION

1.5.3.1 Klinische Anwendungen

Die Anwendung von SPION zeigt in den iiblichen Dosierungen (20—50 mg Fe) keine signifi-
kanten Nebenwirkungen [132]. Selten treten Kopfschmerzen, Vasodilatationen, eine Hypoten-
sion oder allergische Reaktionen (z. B. Urtikaria) [133] auf, die stark von der Art der Nanopar-
tikel abhdngen. In Tierexperimenten mit hoher Dosierung (bis 100 mg Fe/kg KG, d.h. ca.
1,8 mmol Fe/kg KG) wurden keine toxischen Nebenwirkungen beobachtet [134].
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Die Zirkulationszeit im Blut und die Elimination durch das MPS hingt mafgeblich von der
GroBe, der Dosis und den Oberfldcheneigenschaften (u. a. Ladung) der Partikeln ab [135]. Die
Aufnahme der zirkulierenden SPION erfolgt unabhingig von ihrer Gréf8e und Ladung haupt-
sdchlich in der Leber und Milz [136]. Der SPION-Kontrastmittel Endorem® (150 nm) wird
beispielsweise zu ca. 80 % in der Leber, zu 5-10 % in der Milz und zu 1-2 % im Knochenmark
aufgenommen [137,138]. Ultrakleine SPION (USPION) mit ca. 20 nm Durchmesser weisen
eine lange Halbwertszeit im Blut auf und sind daher als Blutpool-Kontrastmittel geeignet [138].
Die steigende Zirkulationszeit mit zunehmender Dosis beruht auf einer Sittigung des MPS

[139].

Die superparamagnetischen Eigenschaften und die Anreicherung in den erwédhnten Organsys-

temen bestimmt die klinische und experimentelle Anwendung der Nanopartikel.

Aufgrund ihrer superparamagnetischen Eigenschaften sind Nanopartikel als Kontrastmittel fiir
die MRT geeignet. Sie beeinflussen sowohl die longitudinale (T1) als auch die transversale Re-
laxation (T2), wobei sie im Gegensatz zu konventionellen MRT-Kontrastmitteln letztere vor-
rangig modulieren. Aufgrund des hohen magnetischen Momentes verstirken SPION die Re-
laxation von Protonen, die sich den Partikeln ndhern. Die Verkiirzung der Relaxationszeiten
durch die schnellere Relaxation erklért, warum Nanopartikel primér die transversale Relaxati-
onszeit (T2) beeinflussen. Eine T2-Verkiirzung bewirkt eine Signalabnahme, eine Verkiirzung
von T; dagegen eine Signalzunahme. Die Wirksamkeit eines Kontrastmittels beziiglich der Re-
laxationszeit wird iiber die Relaxivitit (1, r2 oder r,") ausgedriickt. Diese ist umgekehrt propor-
tional zur Relaxationszeit und hingt von der Konzentration [C] des Kontrastmittels ab. Weiter
wird die Relaxivitdt von der Temperatur und der Feldstirke beeinflusst. Fiir klinische Anwen-
dungen bezieht sich die Relaxivitit standardisiert auf eine Korpertemperatur von 37° C und

eine Feldstiarke von 1,5 T.

(€] 1 = 5z

Fiir die transversale Relaxation T2 durch SPION gilt, dass r2 bis zu einem Magnetfeld von 0,5 T
linear mit der Grofe des Nanopartikels zunimmt (Zunahme der Magnetisierung bis zur Satti-
gung gemif der Funktion nach Langevin). Bei hoheren Feldstarken ist r unabhingig vom Mag-

netfeld [140].

Generell hingt die Auswirkung der Nanopartikel auf die Relaxationszeiten von mehreren Fak-
toren (z. B. Kristallzusammensetzung, Morphologie (sphdrische vs. nicht-sphdrische Parti-

keln), GroB3e) ab [140]. Der relative Einfluss eines Kontrastmittels auf r1 oder r> wird mit dem
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Relaxivititsverhiltnis (r1/r2) ausgedriickt. Die Relaxivitit r, und 1" korreliert mit der GroBe des
Eisenoxid-Kerns. GroBlere Nanopartikel bewirken groBere lokale Feldinhomogenitéiten und ei-
nen stirkeren Verlust der transversalen Magnetisierung (Dephasierung) und damit einen gro-
Beren Suszeptibilititseffekt. Fiir T; ist das Verhiltnis komplizierter, da hier zwei Prinzipien
(Néel-Relaxation, Curie-Relaxation) zusammenkommen [140]. Tendenziell wirken kleinere
Kerndurchmesser stirker auf Ti. Bei Nanopartikeln < 5 nm ist das magnetische Moment gerin-
ger, sodass r» abnimmt. Gleichzeitig kommt es durch das hohere Oberflichen-Volumen-Ver-
héltnis (A/V-Verhiltnis) zu einem groBeren Effekt auf die Spin-Gitter-Relaxation (T1), die
mehr auf einer direkten Koordination der Wassermolekiile an der Metall-Austauschfldche be-

ruht.

Verschiedene Modelle wie das von Gillis, Roch und Gossuin [141,142] beschéftigen sich mit
dem Zusammenhang zwischen den Struktureigenschaften (Zusammensetzung, Kristallstruktur)

der SPION und dem Einfluss auf das lokale Magnetfeld.

Die vorliegende Arbeit behandelt die verwendeten Nanopartikel vereinfacht als sphérische
Strukturen, wobei weder der VSOP- noch der Ferumoxytol-Kern sphérisch sind. Die Kristall-
form (Anisotropie) beeinflusst das entstehende Magnetfeld um die Eisenoxid-Nanopartikel,
was sich wiederum auf die magnetische Anisotropie-Energie und daher auch auf Magnetisie-
rungseigenschaften wie die Relaxivititen auswirkt. Sphérische Kristallkerne weisen eine

schlechtere 17 als polyedrische Nanopartikel bei gleicher GroBe auf [140].

Im Vergleich zu den Standard-MRT-Kontrastmitteln, die auf paramagnetischen Gadolinium-
(Gd)-Komplexen beruhen, ist die Sensitivitit der auf Eisenoxid-basierenden Kontrastmittel ho-
her. SPION koénnen im mmol-umol-Bereich detektiert werden, wiahrend bei Gd-Kontrastmit-
teln Konzentrationen im mmol-Bereich erforderlich sind [143]. Beide Kontrastmittel unter-
scheiden sich in ihre Magnetisierungseigenschaften, so nimmt die longitudinale Relaxivitét (r1)
des makrozyklischen Gd mit hoheren Magnetfeldstirken ab, wéahrend bei Partikelsystemen die
12 konstant bleibt [140]. Daraus ergeben sich weitere Vorteile von SPION gegeniiber Gd-Kon-
trastmitteln, insbesondere fiir Forschungsanwendungen, wo aufgrund der Auflésung auch ho-

here Magnetfelder angewendet werden.

Die SPION-Nachweisgrenze hingt von den gewdhlten MRT-Sequenzen ab. Gradientenecho-
(GRE)-Sequenzen sind sensitiver flir Suszeptibilititseffekte als Spin-Echo-(SE)-Sequenzen.
Durch Anpassung der Sequenzparameter (Flipwinkel, Echozeit, Repetitionszeit) kann die Sen-

sitivitdt weiter erhoht werden. Dariiber hinaus erlauben Rekonstruktionsalgorithmen basierend
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auf der Information aus komplexen Datensétzen hochauflosender 3D-Gradientenecho-Sequen-
zen besseren Darstellungen der magnetischen Suszeptibilititsdnderungen [ 144—148]. In solchen
suzeptibilidtsgewichteten (SWI) Sequenzen zeigt sich die verkiirzte T2* durch eine Signalre-
duktion (Hypointensitit). Durch Nanopartikel erzeugte Hypointensititen sind deutlich grofer

als ihr tatsdchliches Volumen. Dieses Phinomen wird als «blooming effect» bezeichnet [149].

Dariiber hinaus sind indirekte semiquantitative Eisenkonzentrationsbestimmungen moglich.
Kartierungsalgorithmen aus gemessenen Suszeptibilitits- und Phasengradienten-Karten
(SGM/PGM)[150,151] steigern die Sensitivitit fiir paramagnetische und superparamagnetische
Substanzen. Da die magnetische Suszeptibilititsdnderung (Ay) von organischem Gewebe meist
sehr niedrig ist (10#) [152], erlaubt eine hohere Ay Aussagen zur Konzentration der eisen-hal-
tigen Proteine/Materialien. Eine Ay = 0,21 ppm in SI-Einheiten im Vergleich zum Liquor ent-

spricht einer Konzentration von ca. 60 pg Eisen pro g Gewebe [153].

Nicht alle Eisenformen lassen sich mittels MRT nachweisen. Bei Bindung von Sauerstoff an
Fe**-Tonen zeigen diese eine Ay = 0. Durch diese Bindung kommt es zu einer Verdnderung der
Elektronenkonfiguration der duBersten Elektronenschale und Paarung der Elektronen. Gepaarte
Elektronen lassen sich kaum durch ein Magnetfeld magnetisieren. Somit verhélt sich oxyge-

niertes Himoglobin diamagnetisch und desoxygeniertes Himoglobin paramagnetisch [102].

Initial wurden SPION als Leber-Kontrastmittel entwickelt, da sich diese hauptsichlich in die-
sem Organ anreichern. Da SPION beziiglich der Detektion von Tumoren keine hohere Sensiti-
vitdt aufweisen, wurde diese Anwendung weitestgehend verlassen [154]. Dennoch wird die
Anreicherung in das MPS klinisch genutzt. Aktuell sind bestimmte SPION (z. B. Ferumoxytol)

als intravendse Eisensubstitutionstherapie zugelassen.

1.5.3.2 Experimentelle Anwendungen
Aufgrund des hohen A/V-Verhiltnisses sind Nanopartikel auch als Transportmittel interessant.

Fiir eine Kugel gilt:

A 4xmx¥2 3 6
%4 %* & * 73 r d
Durch Kiirzen erhilt man einen Quotienten aus 6 durch den Durchmesser (d). Da Eisenkerne
eher eine polyedrische Form besitzen, ist das A/V-Verhiltnis noch héher. Zur Vereinfachung

werden die Partikeln und deren Kerne in dieser Arbeit als kugelformige Strukturen betrachtet.
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Fiir ihre Funktion als Transportmittel miissen Nanopartikel in Suspension bleiben. Dazu werden
die Eisenoxid-Kerne der SPION mit einer Hiille versehen. Die Hiille stellt sicher, dass die Na-
nopartikel in einer stabilen Suspension bleiben, und verfiigt iber weitere nutzbare physikoche-
mische Eigenschaften. Dazu zdhlen die Beladbarkeit der Nanopartikel und ihre pharmakokine-
tischen Eigenschaften in vivo. Durch ihre superparamagnetischen Eigenschaften konnen

SPION in vivo durch hochsensitive bildgebende Verfahren nachverfolgt werden.

Die besonderen pharmakokinetischen Eigenschaften der SPION konnen am Beispiel ihrer Zir-
kulationszeit veranschaulicht werden. Diese wird durch verschiedene Faktoren bestimmt und
spielt fiir den Transport z. B. von therapeutischen Wirkstoffen eine wichtige Rolle. Als wich-
tigste Parameter gelten die GroBe der Nanopartikel sowie die physikochemischen Eigenschaf-
ten der Hiille, die fiir die Interaktion mit den biologischen Komponenten (z. B. Plasmaproteine,

Monozyten) sowie der Vertraglichkeit der Nanopartikel relevant ist.

Nanopartikel > 100 nm werden rasch vom MPS erkannt. Die Leber und die Milz spielen als
Ausscheidungsorgane eine wichtige Rolle. Kleinere Nanopartikel (<10 nm) kdnnen zusétzlich
renal ausgeschieden werden. Somit gilt eine Gro3e von 10—-100 nm als idealer Bereich fiir den
Einsatz im Organismus. Fiir reproduzierbare Ergebnisse ist eine uniforme monodisperse Dis-

tribution der Partikelgrofe erforderlich.

Die Hiille verhindert die Agglomeration und interagiert mit Plasmaproteinen [155]. Eine nega-
tive Nettoladung der Nanopartikel verringert die Affinitdt zu Plasmaproteinen und die Phagozy-
toserate, wodurch sich die Zirkulationszeit der Nanopartikel verldngert [156,157]. Die Interak-
tion der Partikel mit den Plasmaproteinen fiihrt zur Bildung einer Proteinkorona und zur Opso-
nisierung der Nanopartikel, was die Phagozytose begiinstigt [158]. Nanopartikel mit einer Po-
lymerhiille aus PEG oder Dextran sollen weniger mit Plasmaproteinen interagieren [98], was
sie vor der Erkennung durch das MPS «maskiert» [159,160]. Die Bildung einer Proteinkorona
um die Nanopartikel herum kann auch protektiv wirken. Beispielsweise reduziert sich dadurch
die Thrombogenitit und das Hamolyse-Potenzial mancher Nanopartikel [161]. Obwohl Al-
bumin das hdufigste Plasmaprotein ist, bildet es nur einen kleinen Anteil der Proteinkorona, da
es nur kurz adsorbiert bleibt [156]. Nach einer initialen Anlagerung insbesondere von Albumin
und Fibrinogen werden sie im Verlauf durch andere Proteine abgeldst, die trotz geringerer Kon-

zentration eine hohere Affinitét fiir die Nanopartikeloberflache aufweisen [161-163].

Die physikochemischen Eigenschaften der Hiille konnen auch zur Beladung der Nanopartikel

mit Wirkstoffen genutzt werden. Beispielsweise konnen Wirkstoffe kovalent an funktionelle
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Gruppen der Hiille gekoppelt werden. Auch eine elektrostatische Adsorption ist moglich. Par-
tikeln mit einer Hiille aus positiv geladenem Polyethylenimin (PEI) werden zum Transport von

DNA-Plasmiden fiir die Gentherapie getestet [164].

SPION eignen sich aufgrund ihres groBen A/V-Verhiltnisses als Arzneistoff-Tragersysteme fiir
eine magnetische Anreicherung durch externe Magnetfelder (magnetic drug delivery, MDD).
Die gute Biokompatibilitit beruht auf die Einschleusung der Eisenoxid-Kerne in den endogenen
Eisenmetabolismus. Nach Aufnahme in leberspezifische Makrophagen (Kupffer-Zellen) wer-
den SPION lysosomal abgebaut und das Eisen aus dem Kern gelangt in den Eisenpool (als
Héamosiderin oder Ferritin). Im Vergleich zur Gesamteisenkonzentration im Korper (ca. 4-5 g)
ist die libliche Eisendosis bei der diagnostischen Bildgebung (50200 mg Eisen) gering. Fiir
eine chronische Eisentoxizitdt in der Leber sind minimal 4 mg Fe/g Gewebe erforderlich
(Normwert: 0,2 mg Fe/g Gewebe). Die abbaubare Hiille ist metabolisch ein geringes Problem.
Beispielsweise werden Dextrane liber Dextranasen abgebaut und anschlieBend renale eliminiert
[165]. Auf der anderen Seite stellt die Hiille eine immunologische Herausforderung dar.
Dextrane weisen im Vergleich zu Sucrose oder Carboxymaltose eine hohere Antigenizitét auf,

die das Risiko fiir anaphylaktische Reaktionen erhoht [166].

Auch eine Kontrastmittel-Anreicherung durch ,,undichte” Getéle ist moglich. Dieser enhanced
permeability and retention (EPR) Effekt spielt insbesondere bei entziindlichen Prozessen (u. a.

bei Infarkten) sowie bei neoplastischen Prozessen mit anormaler Angiogenese eine Rolle.

Fiir den Transport von Wirkstoffen ist es erforderlich, dass der Cargo bis zum Erreichen des
Zielgewebes stabil auf den Nanopartikeln (Nanocarrier) verbleibt. Die Nanopartikel sollen im
Blut stabil bleiben und nicht aggregieren, sich auflésen oder den Cargo vorzeitig verlieren
[116]. Ein haufiges Problem ist die vorzeitige burst-artige intravaskuldre Entladung des Nano-
carriers [167]. Nach dem Transport zum Zielgewebe miissen Nanopartikel den Wirkstoff mog-

lichst kontrolliert abgeben.

Daher gibt es Ansétze zur Entwicklung von Stimulus-sensitiven pharmazeutischen Nanocarrier
[168], die den Einsatz von niedrigeren Dosen erlauben und damit die Effekte aulerhalb des
Zielgewebes minimieren. Weitere Herausforderungen sind die Abgabe des Wirkstoffs vor der
Endo-/Phagozytose im Zielgewebe und die Vermeidung der Internalisierung der Nanopartikel.
Nach der Endo-/Phagozytose des Gesamtkonstruktes muss gewéhrleistet werden, dass der
Wirkstoff die Endosomen verlésst, um in das gewlinschte intrazelluldre Kompartiment zu ge-

langen [169].
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Die SPION-Internalisierung hdngt von der Ladungsdichte und der Groe ab [170]. Generell
scheinen Partikeln < 100 nm internalisiert werden zu konnen, Partikeln < 40 nm gelangen in
den Zellkern und Partikeln < 35 nm konnen die Blut-Hirn-Schranke durchqueren [170]. Die
Internalisierung erfolgt iiber Pinozytose oder Rezeptor-vermittelt iiber Clathrin- und Caveolin-
abhingige Mechanismen [171]. Studien an Liposomen belegen, dass die Phasendnderung der
Lipidmembran bei einer Interaktion mit Nanopartikeln von der Ladungsdichte der Partikeln
abhéngt. Positiv geladene Partikeln verfliissigen die Membran, wiahrend negativ geladene Par-
tikeln zu einer Gelatinierung fiihren. Diese Gelatinierung ist umso stirker, je dichter die nega-
tiven Ladungen beieinander liegen [172]. Obwohl SPION von den Zellen im Allgemeinen gut
vertragen werden, kann die Internalisierung zu hoherem oxidativen Stress fiithren, der sich letzt-

endlich auf die Proteinexpression sowie Zellproliferation und -differenzierung auswirkt [135].
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Analyse von SPION zum Transport von therapeu-
tisch wirksamen CPP in Muskelzellen. Als Beispiel fiir SPION wurden VSOP und Ferumoxytol
aufgrund ihrer Nanopartikel-spezifischen Eigenschaften gewdhlt. CPP sind aufgrund ihrer Fi-
higkeit ins Zellinnere zu gelangen fiir die Forschung und Therapieentwicklung zunehmend von
Interesse. Ihre fehlende Zellspezifizitdt und geringe Halbwertszeit erschweren ihren klinischen
Einsatz. Ziel des Transports mittels Nanopartikel ist eine Erhdhung der Steuerbarkeit des Trans-

ports in vivo und eine Verldngerung der Halbwertszeit.

Vor ihrer Anwendung in vivo wurden die Nanopartikel ausfiihrlich in vitro untersucht. So wur-
den die Nanopartikel hinsichtlich Peptidadsorption bzw. Partikelbeladung und Suspensionssta-
bilitdt in vitro untersucht und charakterisiert. Die Wirkstoffabgabe aus den Nanopartikeln und
Peptidaufnahme in die Zelle wurde in vitro untersucht. AnschlieBend wurde der Transport von
CPP mittels SPION als moglicher Therapieansatz fiir die Dysferlinopathie an einem etablierten
Mausmodell untersucht. /n vitro konnte bereits ein therapeutischer Effekt dieser Dysferlin-spe-

zifische CPP in Dysferlin-defizienten humanen Muskelzellen gezeigt werden.
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3 Methoden

3.1 Chemikalien und Substanzen
Fiir alle wassrigen Losungen wurde destilliertes Wasser (Aqua dest.) verwendet. Die Wasser-
aufbereitung erfolgte mit einer Reinstwasseranlage der Firma Millipore (Eschborn, Deutsch-

land). Wenn nicht anderes angegeben, wurden die Chemikalien von Sigma-Aldrich bezogen.

3.1.1 Zellpenetrierende Peptide (CPP)

Das 20 Aminosduren lange CPP (s. Tab. 1) enthielt zehn Aminosduren aus der Sequenz des
mutierten Dysferlins und eine zehn Aminosduren lange tat-Sequenz (TAT). Dieses TAT-Dys-
ferlin-Peptid (TDP) konnte in vitro an Myotuben von Dysferlin-Patienten die Funktion von
Dysferlin wiederherstellen [46].

Tabelle 1: TAT-Dysferlin-Peptid (TDP)

Die Sequenz YGRKKRRQRRR entspricht die TAT-Sequenz. Die Carboxy-terminale Sequenz LAWG-
PRNMKS stammt aus dem mutierten Dysferlin.

Peptid: Nettoladung | Grofle
(Sequenz) (Da)

TAT-Dysferlin-Peptid
(YGRKKRRQRRRCLAWGPRNMKS)

+10 2804

Zum Nachweis im Zielgewebe wurde das TDP mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Es
wurden drei Fluorophore mit unterschiedlichen chemischen Charakteristika und Fluoreszenzei-
genschaften untersucht (s. Tab. 2 und 3). Die verwendeten Fluorophore werden vor der Abkiir-
zung TDP genannt (z. B. ATTO495-TDP). Die kovalente Kopplung der Fluorophore erfolgte
iiber eine Maleimid-Gruppe an einem Cystein-Rest, der in die Peptidsequenz zwischen der pe-
netrierenden Sequenz und dem Dysferlin-Peptid eingebaut wurde. Die Synthese der Peptide
sowie deren kovalente Markierung mit dem Fluorophor wurde von der Firma BIOSYNTAN
GmbH (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt. Die Peptide wurden als Trifluoressigsdure-Salze
geliefert und trugen am Carboxy-Terminus eine Amidgruppe. Die Reinheit der Peptide von
mindestens 95 % wurde mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC) und Mas-

senspektrometrie vom Hersteller {iberpriift.

Als Prototyp fiir die Beladung wurde zunidchst ATTO495-TDP (s. Tab. 2 und 3) getestet. Die
Vertrdglichkeit dieses markierten Peptids in humanen Muskelzellen wurde bereits durch unsere
Arbeitsgruppe belegt [46]. In Vorexperimenten stellte sich ATTO495-TDP jedoch als ungeeig-

net fiir den Nachweis im Muskelgewebe (Zielgewebe) heraus.
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Die unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der beiden anderen Farbstoffe erlaubten die
Evaluation der Empfindlichkeit der elektrostatischen Adsorption an den Nanopartikeln. Die
Oxidationsresistenz der Dysferlin-Sequenz von Dy557-TDP und cIDCC-TDP wurde durch den
Austausch von Methionin durch Norleucin erhoht [173,174]. Die von der Firma Biosyntan
durchgefiihrte HPLC ergab, dass wéhrend der Lagerung (-20° oder +4°C) ein Teil des Methio-
nins des ATTO495-TDP zu Methionin-Sulfoxid oxidiert wurde.

Tabelle 2: Fluorophor-markierte TAT-Dysferlin-Peptide (TDP)

YGRKKRRQRRR-C(ATTO495-ME)-LAWGPRNMKS-AMID

ATTO495 O O
(Firma: ATTO-TEC GmbH) S /( )\ 7

[

YGRKKRRQRRR-C(Dy557-ME)-LAWGPRN-Nle-KS-AMID

Dy557
(Firma: Dyomics GmbH)

YGRKKRRQRRR-C(cIDCC-ME)-LAWGPRN-NIle-KS-AMID
cIDCC

(Firma: IC Discovery GmbH)
NN

Tabelle 3: Eigenschaften der Fluorophore

Absorptions- Emissions- Grofle
Fluorophor Ladung
maximum (Aabs) | maximum (Aem) (g/mol)
positiv
ATTOA495 498 525 474
(Acridinderivat)
negativ (Carboxy-
Dy557 556 578 953,98
und Sulfonsduren)
cIDCC 640 660 positiv (Indolgruppe) 550
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3.1.2. Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPION)

Abbildung 8: SPION-Suspensionen — Eppendorfgefiifie mit den unverdiinnten VSOP- (links) und
Ferumoxytol-Losungen (rechts) (Eisenkonzentration 409 bzw. 537 mM)

VSOP
Die verwendeten VSOP (s. Abb. 8 und Tab. 4) wurden von Frau Monika Ebert in der Abteilung
Experimentelle Radiologie der Charité — Universitdtsmedizin Berlin (Berlin, Deutschland) her-

gestellt und charakterisiert [175].

Ferumoxytol (Feraheme®, Rienso®)

Ferumoxytol (Feraheme®) wird von der Firma AMAG Pharmaceuticals, Inc. (Massachusetts,
USA) produziert. Die benutzte Charge wurde iiber die Apotheke der Charité — Universititsme-
dizin Berlin (Berlin, Deutschland) bezogen (s. Abb. 8 und Tab. 4).

Tabelle 4: Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPION) und deren Eigenschaften
(Ref-1[123],°[129]°[120])

Hydro-
Kerngrofie Hiille Zeta-Po- | Halbwerts-
SPION dynamischer o
(Fe-Atome) (Stabilisierung) | tenzial ({) | zeit (Maus)
Durchmesser
5 nm 7,40 nm Zitronensaure -36,5 mV
VSOP ‘ 0,5h3
(6500) (£0,93) (elektrostatisch) (pH 7,4)
Carboxymethyl-
Ferum- 6,5 nm 17,85 nm -37,2 mV
Dextran 4h?
oxytol (5784)! (£2,24) . (pH 7,4)!
(elektrosterisch)
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3.2 Gerate und Messmethoden
3.2.1 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die DLS ist eine verbreitete Technik zur Groenbestimmung von Nanopartikeln in Suspension
basierend auf der temporalen Intensitatsfluktuation der Lichtstreuung durch die Brownsche Be-
wegung. Die GroBe der Nanopartikel wird mithilfe der Stokes-Einstein-Gleichung anhand ihrer
Diffusionskoeffizienten ermittelt [176]. Der gemessene hydrodynamische Durchmesser gibt die

GroBe der Nanopartikel (Kern und Hiille) zusammen mit der umgebenden Solvathiille wieder.

Die Messung des hydrodynamischen Durchmessers der Eisenoxid-Nanopartikel (GroBenbe-
stimmung) erfolgte mit dem Gerédt Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern Instruments (Herren-
berg, Deutschland). Das DLS-Gerdt war mit einem Standard Helium-Neon-Laser mit einer

Wellenlédnge von 633 nm ausgestattet.

Als Software wurde die Zetasizer Version 6.20 verwendet. Die Messungen wurden mit einer
Ultramikrokiivette (105.251.005-QS, 3 x 3 mm) der Firma Hellma Analytics (Miillheim,
Deutschland) durchgefiihrt und erfolgten bei einer Temperatur von 23°C sowie einem Mess-

winkel von 173° (Riickstreuung). Pro Probe erfolgten 6 aufeinander folgenden Messungen.

Die GroBenbestimmung der Nanopartikel erfolgte, sofern nicht anders beschrieben, direkt nach

der Konjugation in Aqua dest. (Milli-Q-Pore).

Zur Untersuchung der Suspensionsstabilitidt unter physiologischen Salzkonzentrationen er-
folgte zusdtzlich auch die Messung des hydrodynamischen Durchmessers nach Resuspension
der Partikellosung in einem Verhiltnis von 1 zu 10 in einer physiologischen Pufferlosung (s.

Tab. 5).

Tabelle 5: Physiologische Pufferlosung

Pufferzusammensetzung (pH 7,4)
NaCl 140 mM

KClI 5 mM

CaCl, 1,35 mM

MgCl, 1 mM

HEPES 10 mM
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3.2.2 Zeta-Potenzial

Die Messung des Zeta-Potenzials beruht auf einer Elektrophorese der Suspension, die an den
Laser-Doppler-Effekt gekoppelt wird. Wie oben ausgefiihrt, konnen Diffusionsbewegungen der
Partikeln zu einem Abstreifen der diffusen Schicht fithren. Nach Verstiarkung dieser Diffusi-
onsbewegungen durch Elektrophorese wird die elektrophoretische Mobilitit der suspendierten
Nanopartikel im Medium mittels Laser-Doppler gemessen. Dabei wird das elektrische Poten-
zial auf der duBBeren Grenze der AuBlenschicht bestimmt. Die lonenstdrke und die Valenz gelds-
ter lonen tragen zur Ausdehnung der diffusen Schicht bei. Das pH beeinflusst die Ladung der
Nanopartikel durch die Wasserstoffionen-Konzentration. Ein Zeta-Potenzial von < -30 mV gilt

allgemein als elektrostatisch stabilisierend [116,117].

Das Zeta-Potenzial wurde bestimmt, um einen Eindruck iiber die Gesamtladung der Nanopar-
tikel zu gewinnen. Auch hier wurde das Gerit Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern Instru-
ments (Herrenberg, Deutschland) verwendet. Fiir die Messung wurden 1 ml der zu untersu-
chenden Nanopartikel-Suspension in einer Konzentration von 1 mM Fe (in 2-(4-(2-Hydro-
xyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsédure (HEPES) Puffer, 5 mM, pH 7,4) vorsichtig mit einer
1 ml Spritze in eine gefaltete Einweg-Kapillarzelle (Malvern) gegeben. Dabei galt es, die Ent-
stehung von Luftblasen zu vermeiden. Fiir die Bestimmung wurde die Methode ,,Smoluch-

owski* im Zeta-Potenzial-Modus der Software Zetasizer gewéhlt.

3.2.3 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit dem Gerit Fluorescence Spectrophotometer F-7000 der
Firma Hitachi (Tokyo, Japan) mit der Software FL solutions Version 2.1 durchgefiihrt (s.
Tab. 6). Die Messungen erfolgten in einer Halbmikrokiivette (104F-QS, 4 x 10 mm) der Firma
Hellma Analytics (Miillheim, Deutschland).

Tabelle 6: Einstellungen Fluoreszenzphotometer

ATTO495 Dy557 cIDCC
Schlitzbreite SlitEx 5 nm
Schlitzbreite SlitEm 5 nm
PMT Voltage 400 V
Anregungswellenlédnge (Ex) 500 nm 560 nm 640 nm
Detektionswellenldnge (Em) 515-545 nm 570-670 nm 650750 nm
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Die Niéhe der Fluoreszenzmolekiile zueinander und zur Metalloberfldche des Nanopartikelkerns
fiihrt zu einem Fluoreszenz-Quenching durch direkten Energietransfer [177]. Das Quenching
ist nur iiber kurze Distanzen mdglich, sodass sich mit zunehmender Entfernung des Fluorophors
von der Eisenoxid-Kernoberfliche das Quenching verringert und die Fluoreszenzintensitét zu-
nimmt. Uberschiissige, nicht an Nanopartikeln gebundene TDP werden nicht vollstindig ge-

quencht, wodurch die Fluoreszenzintensitét ansteigt.

3.2.4 Relaxivititsmessungen

Im Allgemeinen gelten Nanopartikel als stabil, wenn sie sich iiber die Zeit konstant in einem
GroBenbereich befinden. Da der hydrodynamische Durchmesser (s. Kap. 3.2.1) in proteinhalti-
gen biologischen Medien nur schwer gemessen werden kann, da Proteine selber als Kolloide
das Licht streuen [178], wurde die Suspensionsstabilitit in biologischen Medien anhand der
transversalen Relaxivitét (r2) der Eisenoxid-Nanopartikel gemessen. r2 (Umkehrwert der trans-
versalen Relaxationszeit) korreliert direkt mit der Grof3e der Nanopartikel. Laut Literatur zeigen
einige Nanopartikel (in Abhédngigkeit von der Struktur und dufleren Hiille) eine lineare Korre-
lation zwischen r; und der GroBe [140,179]. Die Relaxivitit ist ein Mal} fiir die Wirksamkeit
eines Kontrastmittels und hingt von der Temperatur, der Viskositit sowie der Beweglichkeit

der Teilchen ab [180,181].

Eine zuverldssige Methode zur Bestimmung der Suspensionsstabilitdt von Eisenoxidnanopar-
tikeln ist die Messung der Relaxationszeit bei unterschiedlichen Konzentrationen. Zwischen
der Relaxivitdt und der Eisenkonzentration besteht eine lineare Korrelation [182]. Ein fehlender
linearer Zusammenhang deutet auf instabile Messwerte und somit auf eine Instabilitét der sus-

pendierten Nanopartikel hin.

Im Rahmen des vorliegenden Projektes wurden in einer orientierenden Messung ausgewdhlte
Nanopartikel untersucht. Weiter wurde die zeitliche Anderung der transversalen Relaxivitit (r2)
in fotalem Kélberserum (FCS) bei gleicher Konzentration untersucht. Als Vergleich dienten

unbeladenen SPION bei gleicher Eisenkonzentration.

Die Untersuchung erfolgte an dem Gerit minispec nqg40 NMR analyzer (40 mHz, 0,94 T) der
Firma Bruker BioSpin (Karlsruhe, Deutschland) mit der Software minispec Version 2.51 bei
einer konstanten Temperatur von 37°C. Das Probevolumen betrug 300 pl. Als Proberéhrchen
dienten Kernspinresonanz-(NMR)-Proberéhrchen (5 mm x 203 mm, diinnwandig) der Firma
VWR (Pennsylvania, USA). Vor der Messung wurden die Proben im Wasserbad auf 40°C tem-
periert.
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3.2.5 Agarose-Gel

Zur direkten Analyse der Dissoziations- bzw. Desorptionstendenz der an den Nanopartikeln
adsorbierten TDP wurden die Proben elektrophoretisch aufgetrennt. Dabei wandern geloste
Molekiile und Kolloiden in Abhéngigkeit von ihrer Nettoladung in einem elektrischen Feld zur

entgegengesetzt geladenen Elektrode.

Physikalisch entsteht die Ladung, die die Teilchen in Bewegung setzt, durch Scherkrifte auf
der Ebene der elektrischen Doppelschicht der Nanopartikel. Die Scherkréfte entsteht durch die
Bewegung der im Trigermilieu gelosten Ionen. Solche beweglichen Ladungstrager sind Vo-
raussetzung fiir eine elektrophoretische Trennung. Faktoren wie die Viskositét, Porenweite und
Ionenstédrke des Triagermilieus sind fiir alle Teilchen gleich. Die Porenweite ist indirekt propor-

tional zur Agarose-Konzentration im Gel.

Mathematisch kann die Kraft F, die die geldsten Teilchen in Bewegung setzt, als Produkt der
Ladung ¢ und des elektrischen Feldes £ ausgedriickt werden.

F=qx*FE

Als Widerstand wirkt die Reibungskraft, die sich nach dem Gesetz von Stokes berechnet und
direkt proportional zur Geschwindigkeit der Teilchen v, deren GréBe r und der Viskositét n des

Tragermediums ist.
F, =6 m*xr* nxv

Somit ist die Wanderung der lonen direkt proportional zu ihrer Nettoladung und indirekt pro-

portional zu ihrer Grofe.

Fiir die vorliegenden Experimente wurde eine Gelelektrophorese mit einem 1 %igen (m/v) Aga-
rose-Gel als Trdger durchgefiihrt. Weitere Faktoren (z. B. Wanderungsgeschwindigkeit v um-
gekehrt proportional zum Teilchenradius) spielten fiir die Fragestellung eine untergeordnete

Rolle. Dieses Trennverfahren wurde bereits an unbeladenen Gold-Nanopartikel getestet [183].

Die Agarose BroadRange Rotigarose (Roth, Deutschland) wurde in einem Verhéltnis von 1 zu
100 in HEPES-Puffer als Trennpuffer (140 mM NaCl, 10 mM HEPES) aufgeldst. Nach dem
Mischen wurde das Gel (ca. 95-100 ml) vorsichtig und luftblasenfrei in einen Geltrdger (Firma:
neoLab, Heidelberg Deutschland) gegossen. Der Kamm (21 Taschen mit ca. 25 pl Maximalvo-
lumen) wurde in die Mitte des Gels platziert. Nach dem Festwerden wurde das Gel in die Gel-

elektrophorese-Kammer (Midi-I, neoLab) gelegt. Die Elektrophoresekammer wurde mit ca.
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850 ml HEPES-Puffer (140 mM NaCl, 30 mM HEPES) als Laufpuffer aufgefiillt. Die Nano-
partikel-Proben wurden nach der Konjugation mit 1-2 pl Glycerin gemischt, um eine freie Dif-
fusion nach dem Einbringen in die Taschen zu vermeiden. Um den Einfluss der Serumproteine
auf die Nanopartikel zu untersuchen, wurde die beladenen Nanopartikel teilweise mit FCS in
einem Verhéltnis von 1 zu 5 (Endvolumen 20 pl) gemischt. Anschlieend wurden 2 pl Glycerin
hinzugefiigt. In jede Probentasche wurden 22 pl Probe gegeben. Die Kammer wurde dann mit
dem an das Power Supply (PowerPac Basic der Firma BioRad, USA) angeschlossenen Deckel
verschlossen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 33 V. Der Gellauf wurde nach er-
folgreicher Auftrennung und maximal nach 3 Stunden beendet. Nach dem Entfernen aus der
Kammer wurde das Gel mit einer UV-Handlampe (Hersteller Benda, Typ NU-6 KL, mit
A =254 und 366 nm) analysiert.

Bei der Auftrennung wurde darauf geachtet, ob die Proben von den mittig liegenden Probeta-

schen zur Anode (positive Elektrode) oder zur Kathode (negative Elektrode) wanderten.

Fiir die semiquantitative Auswertung der Fluoreszenzunterschiede der Proben mit den Farb-
stoffen ATTO495 (Ex 500 nm; Em 525 nm) und Dy557 (Ex 560 nm, Em 570 nm) wurde das
Geldokumentationssystem G-Box EF-2 der Firma VWR (USA) und das Aufnahmeprogramm
GeneSYS verwendet. Fiir die Anregung mit dem UV-Transiluminator (A = 240 nm) wurde der
Filter auf UV032 (572-630 nm) eingestellt. Andere verfiigbare Anregungslampen waren de
LED-Lampen Green (540 nm) oder Red (640 nm)

Fiir eine semiquantitative Auswertung der Fluoreszenzunterschiede der Proben mit dem Farb-
stoff cIDCC (Ex 640 nm; Em 660 nm) wurde das Geldokumentationssystem Odyssey Infrared
Imaging System der Firma Licor (USA) verwendet. Fiir die Darstellung wurde der Channel 700
eingestellt (Ex 685 nm; Em 700 nm).

Die Dateien der Dokumentationssystemen Syngene und Li-Cor wurden im Format tif exportiert

und mit ImageJ ausgewertet.

Fiir die Auswertung der entstandenen Elektrophorese-Sédulen nach der Auftrennung wurde bei
allen Elektrophorosesdulen ein gleichgroBer Bereich auf der gleichen Hohe auf der Kathoden-
und Anodenseite gewdhlt. Als Referenz fiir die maximal erreichbare Fluoreszenzintensitét des
jeweiligen Farbstoffes diente die Fluoreszenzintensitit der Sdulen mit dem freien TDP. Die
gemessenen Werte auf der Kathoden- und Anodenseite der Partikel-Sédulen wurden mit dem
Referenzwert (gleiche Farbstoff-Konzentration) verglichen, um den relativen Anteil an TDP zu

bestimmen, der frei (Kathode) oder an die Nanopartikel gebunden (Anode) gewandert ist. Die
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Differenz, die durch die Messung nicht erfasst wurde, wurde als der Signalanteil interpretiert,
der durch die Nanopartikel gequencht wurde. Die Summe der drei Anteile — Intensitét auf der
Kathodenseite, Intensitit auf der Anodenseite und der gequenchte Anteil — entsprach 100 %.
Der Fluoreszenzanteil auf der Anodenseite sowie der «gequenchte» Anteil wurden als der ad-

sorbierte TDP-Anteil interpretiert, der an die Nanopartikel gebunden war.

3.2.6 Mikroskopie
3.2.6.1 Konfokales Laser Scan Mikroskop

Um die in den Myotuben eingeschleusten CPP darzustellen, wurden Aufnahmen mithilfe eines
konfokalen Laser Scan Mikroskops (CLSM, Zeiss LSM 700 confocal microscope) mit dem
40 x Objektiv und mit dem LCI Plan-NEOFLUAR 63x/1.3 Objektiv mit Immersion in Glycerol
(Zeiss, Deutschland) angefertigt. Das Mikroskop verfiigt iiber vier Laser (405 nm, 488 nm,
555 nm, 639 nm). Fiir die Experimente wurden der 405 nm Laser fiir die Darstellung der Kern-
farbung mit Hoechst, der 555 nm fiir die Darstellung des Fluorophors Dy557 und der 639 nm
Laser fiir die Darstellung des Fluorophors cIDCC verwendet. Die Laser wurden auf 3—5 % der
Maximalkapazitit eingestellt, um einerseits eine gute Darstellung zu gewihrleisten und ande-

rerseits ein Bleaching der Fluoreszenz zu vermeiden.

Die Aufnahmen wurden von lebenden oder von mit 3,7 % Formaldehyd fixierten Zellen ge-
macht. Nach der Fixierung erfolgte eine Kernfairbung mit Hoechst, das in einem 1:1000-Ver-

hiltnis in Phosphat buffered saline (PBS) (Thermofisher, USA) verdiinnt wurde.

Fiir die Verarbeitung der Bilder wurde die Software von Zeiss LSM ZEN 2011 (black edition,

64 bit, version 7.0) verwendet.

Zur Analyse der CPP-Aufnahme in die Zellen wurden mehrere Bilder der gleichen Zelle mit
dem 63 x Objektiv und unterschiedlichen Brechentfernungen (Z-Stacking) aufgenommen. Die
Bilder wurden mit dem Programm ImageJ analysiert: Fiir die semiquantitative Messung der
intrazelluldren Fluoreszenzintensitdt wurde der Plugin segmentation editor verwendet. Dabei
wurde ausschlieBlich in der Ebene gemessen, in der die Hoechst-Fluoreszenzintensitét ihr Ma-
ximum hatte, um eine intrazelluldre Lokalisation des gemessenen CPP-konjugierten Fluoro-

phors sicherzustellen.

3.2.6.2 Evos
Zusitzlich zu den Aufnahmen mit dem konfokalen Laser Scan Mikroskop wurden die Zellen

im Rahmen ihrer Kultivieriung mit einem Fluoreszenzmikroskop Evos FL Cell imaging system
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(Invitrogen Thermofisher, Massachusetts USA) regelmiBig kontrolliert. Die weniger aufwen-
digen Phasenkontrastbilder erlaubten schnellere Riickschliisse auf eine toxizitétsbedingte

Apoptose.

3.2.6.3 Fluoreszenzmikroskopie
Zur histologischen Untersuchung der Gewebsproben (s. Kap. 3.2.9) wurde das Fluoreszenz-
mikroskop Mikroskop Axio Observer.Z1 (Zeiss, Deutschland) ausgestattet mit einem Apo-
tome-Gerit (Zeiss, Deutschland) und einem motorisierten Tisch (Zeiss, Deutschland) verwen-
det. Der motorisierte Tisch erlaubte die Aufnahme von einem groBeren Sichtfeld durch das
Zusammenfiigen von mehreren Bildern aus einem ausgewihlten Region of Interest. Als
Filtersdtze wurden die Filtersdtze von Zeiss 49 (Anregungswellenlinge 365 nm, Detektions-
wellenldnge 445 nm) fiir DAPI, 45 (Anregungswellenldnge 560 nm, Detektionswellenlidnge
630 nm) fiir Dy557 und 50 (Anregungswellenldnge 640 nm, Detektionswellenlinge 690 nm)
fiir cIDCC. Fiir die Verarbeitung der Bilder wurde die Software von Zeiss ZEN 2012 verwendet

3.2.7 Elektrostatische Beladung der Nanopartikel

Die elektrostatische Beladung der SPION (VSOP, Ferumoxytol) erfolgte stochiometrisch. Dazu
wurde die SPION-Suspension im gleichen Volumenverhéltnis zur TDP-Losung gegeben. Die
Ansitze wurden zunédchst mit der Pipette und anschlieBende mit einem Vortex-Gerit vermischt.

Um duBlere Faktoren auszuschlieBen, erfolgte die Beladung in Aqua dest. (Milli-Q-Pore).

Durch die hohe Anzahl an basischen Aminoséduren (s. Tab. 1, Arginin- (R) pKs-Wert = 12,5;
und Lysin-Seitenketten (K) pKs-Wert =10,8) ist TDP unter physiologischen Bedingungen
(pH 7,4) positiv geladen. Diese Ladung interagiert mit der negativ geladenen Hiille der Nano-
partikel (deprotonierte Carbonsdure-Resten) (Zeta-Potenzial <-30 mV fiir beide Partikeln) und
gewidhrleistet die Adsorption.

Die berechnete Eisenkonzentration nach Beladung betrug 210 mg/I (3,74 mM Fe in H>O) fiir
VSOP und 48,2 bzw. 35,2 mg/1 (0,86 mM bzw. 0,63 mM Fe in H,O) fiir Ferumoxytol.

Charakterisierung der mit den TDP beladenen Nanopartikeln erfolgte durch Gréfenmessung
(s. Kap. 3.2.1) und Messung der Fluoreszenzintensitit (s. Kap. 3.2.5). Als Kriterien fiir die
Suspensionsstabilitit wurden die GroBen- und Relaxivititsmessungen (s. Kap. 3.2.4) in ver-
schiedenen Medien verwendet. Die Reversibilitit der Beladung wurde anhand der Quenching-
fahigkeit in FCS und mittels Agarose-Gelelektrophorese (s. Kap. 3.2.5) untersucht. Die Abgabe
der Peptide und deren Aufnahme in Muskelzellen wurde in vitro an Myotuben (s. Kap. 3.2.6
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und 3.2.8) untersucht. Die Pharmakokinetik wurde orientierend fiir ausgewéhlte Nanopartikel

untersucht (s. Kap. 3.2.9).

Vor jedem Experiment wurden die Nanopartikel frisch angesetzt. Die Nanopartikel wurden

nach der Nomenklatur — Fluorophor-Peptid:SPION — bezeichnet.

3.2.8 Zellkulturexperimente

Fiir die Experimente zur CPP-Internalisierung in Muskelzellen wurden gesunde humane My-
otuben verwendet. Diese wurden durch die Fusion primérer, aus humanem Muskelgewebe iso-
lierter Myoblasten generiert. Die Verwendung des humanen Muskelgewebes zu Forschungs-
zwecken wurde durch die Ethikkommission genehmigt (EA1/203/08, EA2/051/10, Charité

Universitdtsmedizin Berlin).

3.2.8.1 Zellkulturbedingungen

Die nach dem vorab beschriebenen Verfahren [46] isolierten Zellen wurden in einem CO»-In-
kubator (BBD 6220, Thermo Scientific) bei 37°C, 5 % CO2 und 96 % Luftfeuchtigkeit kulti-
viert. Als Proliferationsmedium wurde Skeletal Muscle Cell Growth Medium (SMCGM) (Pro-
vitro, Berlin) mit 10 % FCS (Biochrom, Berlin), 1,5 % GlutaMax (Thermofisher, USA) und
40 pg/ml Gentamycin verwendet. Die Myoblasten fiir die Experimente befanden sich maximal

in der neunten Passage und wurden bis zu 60—70 % Konfluenz kultiviert.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Myoblasten mit 0,25 % Trypsin-Losung
(Thermofisher, USA) fiir 3—5 Minuten bei 37°C vom Kulturboden gelost. Die Trypsin-Wirkung
wurde anschlieBend durch Zugabe von SMCGM (9:1) gehemmt. Zur Weiterkultivierung wur-
den die Zellen auf eine Zellkulturplatte pipettiert, wo sie ohne Mediumwechsel fiir mindestens
24 Stunden belassen wurden. Zur Bestimmung der Zellmenge wurden 25 pl der Zellsuspension
in eine Neubauer-Zihlkammer (Marienfeld-Superior) pipettiert. Die Zellen in den neun Quad-

raten (Fliche 9 mm?) wurden iiber folgende Formel quantifiziert:

Anzahl gezahlte Zellen

Zell l=
etlenpro W = o (mm?) * Kammertiefe (mm) = Verdiinnung

Fiir die Experimente wurde die gewlinschte Anzahl an Zellen (2500-5000 Zellen) in ein Well
eines 8 Well p-Slides mit Glasboden (Ibidi, Martinsried, Deutschland) iiberfiihrt, das anschlie-

Bend mit 300 pl Proliferationsmedium aufgefiillt wurde.

3.2.8.2 Differenzierung
Bei einer Konfluenz der Myoblasten von 70 % wurden die Zellen zu Myotuben differenziert.

Als Differenzierungsmedium wurde Opti-MEM® (Thermofisher, USA) mit 40 pg/ml
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Gentamycin verwendet. Laut Herstellerangaben enthélt Opti-MEM®: Hypoxanthin, Thymidin,
Natrium-Pyruvat, L-Glutamin, Transferrin, Insulin sowie Spurenelemente. Der pH-Wert wurde
mithilfe von Phenolrot kontrolliert und mit HEPES und Natrium-Hydrogencarbonat (NaHCO3)
(2,4 g I'") gepuffert.

Die Fusion von gesunden Myoblasten zu mindestens 3-kernigen Myotuben dauerte 2—3 Tage.

3.2.8.3 Dissoziations- und Aufnahmeexperimente

Fiir die Carrier-Funktion miissen Nanopartikel stabil beladen werden und im Blut zirkulieren
konnen. Beim Erreichen des Zielgewebes muss das Peptid von den SPION abgegeben werden
und in die Zielzellen eindringen. Fiir die in vitro Analyse der Internalisierung wurden gesunde
humane Myotuben verwendet, in deren Kulturmedium CPP, Nanopartikel oder CCP-Nanopar-
tikel gegeben wurden. Als Kontrolle dienten Ansétze nur mit Kulturmedium. Zur Analyse des
zeitlichen Verlaufs der Internalisierung wurde die Fluoreszenzintensitdt im Zytosol und im Kul-
turmedium verglichen. Uberstieg die intrazellulire Fluoreszenzintensitit die des Kulturmedi-
ums, wurde dies als eine intrazelluldre Akkumulation des Fluorophors gewertet. Die Differenz
der Fluoreszenzintensitdt (AFluo(i-e) = Fluoreszenzintensitdt Zytosol (Fi) — Fluoreszenzinten-

sitdt Medium (F¢) diente als Surrogatparameter fiir die Latenzzeit bis zur Internalisierung.

Zur Untersuchung der zeitlichen Translokation der CPP (s. Kap. 4.6.1) wurden lichtmikrosko-
pische Aufnahmen der Zellen zu fiinf Zeitpunkten innerhalb der ersten Stunde (5, 10, 20, 30,
45, 60 Minuten) nach Zugabe der Substanzen fiir die Internalisierungsexperimente angefertigt.
Nach 40 Minuten wurde mit der Untersuchung des néchsten Wells begonnen. Es folgten weitere
Aufnahmen nach 70-80 und 120 Minuten. Insgesamt befanden sich die Slides wéhrend des
Experimentes fiir 2 Stunden auferhalb des Inkubators. Die Zellkammern blieben dabei die
ganze Zeit verschlossen, um eine Kontamination zu vermeiden. Die Offnung des Deckels der
Ibidi-Slides und die Zugabe der Peptid- bzw. Partikel-Losungen erfolgte unter sterilen Bedin-

gungen.

Nach Beendigung der Zeitreihe-Experimente wurden die Zellen mit 3,7 % Formaldehyd (Roth,
Deutschland) fiir 20 Minuten fixiert. Danach schloss sich eine Kernfirbung mit Hoechst fiir
3 Minuten an. Die Zellen wurden abschlieBend mit PBS bedeckt und bei 4°C fiir maximal
2 Wochen aufbewahrt.

Weiter (s. Kap. 4.6.2.) wurden Z-Stack-Aufnahmen von Myotuben nach einer Inkubation von
4 Stunden durchgefiihrt. Der lange Zeitraum wurde gewahlt, um einen maximalen Unterschied

zwischen der intra- und extrazelluldren Fluoreszenz zu erzielen und so die Internalisierung der
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Peptide und deren Freisetzung aus den Nanopartikeln besser zu differenzieren. Das intrazellu-
lire Kompartiment wurde auf mehreren Ebenen mit einem eingestellten Abstand als Z-Stack
im konfokalen Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Die Aufnahmen erfolgten nach Fixation

und Kernfiarbung der Zellen.

Die Z-Stacks wurden mit einem fiir die jeweilige Zelle erstellten Atlas in Image] ausgewertet.
Zur Orientierung diente die Fluoreszenz der Kernfiarbung. So wurde die Differenz der Fluores-

zenz intrazelluldr und extrazellulédr auf der gleichen Hohe berechnet.

Fiir die Experimente wurde das Differenzierungsmedium (152 pl) aufgefrischt. Danach wurde
die in sterilem Aqua dest. aufgeldste Peptid- und Nanopartikel-Suspension (18 pl), hinzugege-

ben.

3.2.9 Tierversuche

3.2.9.1 Injektion und Gewebeentnahme

Alle Tierversuche erfolgten in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz. Die
durchgefiihrten Versuche wurden beim Berliner Landesamt fiir Gesundheit und Soziales bean-
tragt und genehmigt (Tierversuchsvorhaben G0028/15, Erweiterung des Antrages mit Geneh-
migung vom 17.05.2016).

Fiir die Experimente wurde ein neuer Mausstamm (MMex38) verwendet, bei dem die Dysfer-
linopathie durch eine Missense-Mutation hervorgerufen wird (Dysf c.4079T > C (NCBI Gen-
bank: NM _001077694.1) in Exon 38, Dysf p.Leul360Pro (NCBI GenPept: NP_001071162.1)).
Dieser Aminosdureaustausch entspricht dem der humanen Mutation DYSF p.L1341P. Bei Pa-
tienten fiihrt diese Mutation zu einer Fehlfaltung des Proteins, zur Aggregation im Zellinneren
und zu vorzeitigem Abbau des Proteins. Klinisch ruft die Mutation das Vollbild der Muskel-
krankheit (Dysferlinopathie) hervor. Der Mausstamm wurde ausfiihrlich charakterisiert und es
findet sich auch hier das Vollbild der Erkrankung mit all den Spezifika, die durch die Missense
Mutation bedingt sind [184].

Zur Bestimmung der Halbwertszeit der Nanopartikel im Blut wurden MMex38-Méuse (n = 1
pro Gruppe) systemisch injiziert. Die Halbwertszeit der zirkulierenden Nanopartikel wurde an-
hand der Fluktuation der Fluoreszenzintensitit des TDP im Blut ermittelt. Nachdem die Tiere
unter Verwendung eines Anésthesiegerits (Volker) mit 1-2%-haltigem Isofluran-Sauerstoft-
Gemisch anésthetisiert worden waren, wurden die Nanopartikel-Suspensionen in einer Dosis

von 500 pmol Fe/kg intravends appliziert (Schwanzvene). 150 Minuten nach der Injektion wur-
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den die Mause schmerzlos getotet. AnschlieBend wurden Blutproben sowie Proben aus der Gal-
lenfliissigkeit und dem Urin entnommen. Verschiedene Gewebe (Oberschenkelmuskulatur, Tri-
ceps surae, Leber, Milz, Lunge, Niere) wurden nach der Entnahme in vorgekiihltem Isopentan
eingefroren. Wihrend des gesamten Zeitraums wurde ein Neodym-Magnet an ein Bein ange-
bracht, um den Einfluss eines anziehenden magnetischen Feldes auf die Halbwertzeit und die

Moglichkeit einer Anreicherung der beladenen Nanopartikel zu analysieren.

3.2.9.2 Blutentnahme

Zur Bestimmung der Halbwertszeit wurde Blut vor der Injektion der Nanopartikel und (5, 15,
30, 45 und 90 Minuten je 15-20 pl (Gesamtvolumen 75 pl bis max. 100 pl) nach der Injektion
aus der Schwanzvene entnommen. Fiir die Blutentnahmen wéhrend der ersten Stunde wurde
ein Verweilkatheter verwendet. Dabei wurde die Maus mittels Isofluran-Inhalation in kontrol-
lierter Narkose gehalten. Um die Narkose nicht unnétig zu verldngern, erfolgte die Blutent-
nahme nach 90 Minuten mittels Einmalpunktion. Wihrend der 60-miniitigen Narkose wurden
die Méduse temperiert (Warmematte, 37°C). Die Blutproben wurden in einem 1:1-Verhiltnis
mit Heparin (Endkonzentration 1250 IE/ml) gemischt, um die Gerinnung zu inhibieren. An-
schlieBend wurde das Blut zentrifugiert (4°C, 5 Minuten, 1000G), um den korpuskularen Anteil
vom Plasma zu trennen. Der Uberstand wurde im Verhiltnis 1:10 mit 0,9%ige NaCl verdiinnt.
Die Fluoreszenzintensitidt wurde mit dem Fluoreszenzphotometer gemessen. Anhand der zeit-
lichen Anderung der Fluoreszenzintensitit des Fluorophors im Blut wurde die Halbwertszeit
ermittelt. Diese wurde mit der in der Literatur beschriebenen Halbwertzeit fiir VSOP und
Ferumoxytol verglichen [120,129]. Mit dieser Methode sollte der Einfluss des Cargos (TDP)
auf die Halbwertszeit ermittelt werden und Riickschliisse auf eine mogliche frithzeitige Peptid-

freisetzung bzw. -desorption gezogen werden.

3.2.9.3 Histologie
Nach der Entnahme der Muskelproben wurden diese mit Gum Tragacanth, auf Korkpléttchen
fixiert, fiir zehn Sekunden in halbgefrorenem Isopentan (Roth, Deutschland) geschwenkt und
anschlieBend in fliissigem Stickstoff eingefroren. Fiir die Herstellung vom Gum Tragacanth
wurde Tragacanth-Pulver (Merck, Deutschland) und Glycerin (Roth, Deutschland) verwendet.
Die Proben wurden bei -80°C aufbewahrt.

Mit dem Cryostat 2800 Frigocut-E (Leica, Deutschland) wurden zum Zweck der histologischen
Untersuchung Cryoschnitte angefertigt. Fiir die Suche der Nanopartikel wurden unterschiedli-
che Schnittdurchmesser (6-12 um) gewéhlt, um ein groBeres Gewebsvolumen zu untersuchen.

Die Gewebsschnitte wurden mit dem Eindeckmedium mit DAPI-Farbung Fluoroshield (Merck,
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Deutschland) auf Objektréger verfestigt und dann mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht

(s. Kap. 3.2.6.3).

3.2.9.4 Fluoreszenzspektrometrie Gewebslysate
Um die Sensitivitdt fiir den Nachweis des Peptides im Muskelgewebe zu erhdhen, wurden Ge-
websschnitte mit einem Tris-Triton-Lysispuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,5%
Triton-x100, I mM EDTA, 0,5 % Na-Deoxychelat, | mM Vanadat, 50 mM NaF) verdaut. Zum
Tris-Triton-Lysispuffer wurde Phenylmethylsulfonylfluorid (Roth, Deutschland) und das Pro-
tease-Inhibitor-Cocktail Complete (Merck, Deutschland) je 1:10 hinzugefiigt. Die Muskeln
wurden im hergestellten Lysispuffer mit dem Handvortexer verkleinert. AnschlieBend wurden
sie nach einer 30 Minuten Lagerung auf Eis zentrifugiert (4°C, 1300RPM). Der Uberstand
wurde abpipetiert. Fiir die Proteinbestimmung wurde das Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fischer, USA) verwendet. Die Proteinbestimmung erfolgte geméf Protokoll vom Her-
steller. Hierfiir wurde die zu untersuchende Probe 1:20 mit der Arbeitslosung (Reagenz A und
Reagenz B in einem Verhéltnis 50:1) gemischt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Mes-
sung der Proteinintensitdt erfolgte bei 562 nm mit einem Photometer-Gerit. 100 pg des Pro-
teinlysats wurden fiir eine fluoreszenzphotometrische Analyse verwendet (Endvolumen
100 pl). Die Einstellungen fiir die fluoreszenzphotometrische Messungen erfolgten wie oben

ausgefiihrt (s. Kap. 3.2.3).

3.3  Statistik

Die graphische Darstellung der Ergebnisse und statistische Auswertung wurde mit der Statistik-
Software Graphpad Prism Version 8.2.1 (GraphPad Software, Californien, USA) durchgefiihrt.
Fiir die gemessenen Partikeldurchmesser (s. Kap. 4.1 und 4.2) wurde der Mittelwert und Stan-
dardfehler (SEM) berechnet und dargestellt. Fiir die Messung der Partikeldurchmesser von
ATTO495-TDP:Ferumoxytol in zunehmender Salzkonzentration (s. Kap. 3.2.4 und 4.2.2.)
wurde ein nicht-lineares Regressionsmodel mit Darstellung des 95%-Konfidenzintervalls ver-
wendet. Die gemessene Partikeldurchmesser in Wasser sowie die Relaxometrie-Messungen in
Serum (s. Kap. 4.3) wurden iiber Spline-Interpolation verbunden. Die gemessene Fluoreszenz
aus den Elektrophorese-Experimenten (s. Kap. 3.2.5 und 4.5) wurde mit Balken dargestellt.
Zur Untersuchung der freien Peptidanteile (s. Abb. 30 und 31) wurde einen Zweistichproben t-
Test mit Welch-Korrektur verwendet. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet
und ausgefiihrt. Fiir die Auswertung der intrazelluldren Translokation in den Zellen (s. Kap.

3.2.8 und 4.6) wurde der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.
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Bei Planung der Tierversuche wurde durch einen externen Statistiker (Dr. Andreas Busjahn,
HealthTwiSt GmbH, Berlin) eine Fallzahlanalyse durchgefiihrt. Die Messungen aus den orien-
tierenden Pharmakokinetik-Experimenten (s. Kap. 4.7) wurden mit einer nichtlinearen Regres-
sionsanalyse mit einer einphasigen exponentiellen Zerfallsfunktion (one-phase exponential de-
cay) untersucht. Zur Auswertung des Nachweises mittels Fluoreszenzspektrometer (s. Kap. 4.7,
Abb. 52) aus den lysierten Muskelproben wurde einen Einstichproben t-Test verwendet. P-

Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant erachtet.
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4  Ergebnisse

4.1 Elektrostatische Beladung der Nanopartikel

Zur Bestimmung des optimalen Verhiltnisses zwischen Peptid und SPION wurden die Nano-
partikel zu verschieden konzentrierten Peptidlosungen gegeben (s. Tab. 7). AnschlieBend wurde
die GroBe der konjugierten Partikel (s. Kap. 3.2.1) sowie die Fluoreszenz (s. Kap. 3.2.5) ge-
messen. Zur Kontrolle wurden die Partikeldurchmesser der SPION und die Fluoreszenz der
Peptide alleine (in den gleichen Konzentrationen) bestimmt. Verhiltnisse, bei denen die Fluo-
reszenz vollstdndig oder nahezu vollstdndig geldscht wurde und sich die Partikeldurchmesser

nicht dnderten, wurden als optimal gewertet.

Tabelle 7: Verwendete beladene Nanopartikel mit Anzahl an Fluorophor-TDP pro SPION und Groéfle
(hydrodynamischer Durchmesser in Aqua. dest.) der Partikel

SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel; TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very
small iron oxide particle; ATTO495, Dy557, cIDCC = Fluorophore

Beladung
Grofle) | ATTO495-TDP | Dy557-TDP | cIDCC-TDP
SPION:
2 3 2
Vsop (11,5nm) (6,5nm) (9,9nm)
Feraheme 1 16 16

(13nm) (26nm) (26nm)

4.1.1 Beladung von VSOP

In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse der Grolenmessungen (linke y-Achse) und
der Fluoreszenzmessungen (s. Abb. 9, rechte y-Achse) bzw. der relativen Fluoreszenzmessun-
gen (s. Abb. 11 und 12, Quotient aus Fluoreszenz der konjugierten Partikeln / Fluoreszenz der
freien Peptide, rechte y-Achse) in Abhingigkeit vom VSOP/Peptid-Verhéltnis zusammenge-
fasst. Ein geringes Verhéltnis entspricht eine hohe Fluoreszenzausloschung (Quenching) durch

die VSOP.

4.1.1.1 ATTO495-TDP:VSOP

Das ATTO495-TDP diente als Beispielpeptid fiir die Fahigkeit von VSOP mit einem markier-
ten TDP beladen zu werden. Die Beladung erfolgte bei einer VSOP-Endkonzentration von
0,2 uM (1,3 mM Fe). Bis zu einer Beladung von 2 Peptide pro VSOP blieb die Partikelgrofe
relativ konstant (11.5 nm). Diese nahm danach mit zunehmender Beladungszahl zu und wurde
instabil (s. Abb. 10). Erst ab einer Beladung von 12 Peptide pro VSOP wurden die Partikel
erneut stabil und die Partikelgrofe blieb konstant bei 17,85 nm (s. Abb. 9).

43



2000+ 10

500. | /l\\ i

100
904
801
704
601 L,

501 I

404

304 LD

20 . 8

104

[nv] jensusjuizuszsaion)g

hydrodynamischer Durchmesser [nm]

o - « ™ © (o]

Anzahl ATTO495-Peptide pro VSOP

12

Abbildung 9: VSOP-Beladung mit unterschiedlichen Mengen an ATTO495-TDP — Grofle (links,
schwarze Symbole) und Fluoreszenzintensitit (rechts, griine Symbole) der beladenen Nanopartikel
(n=2 Proben)

Erlduterungen der Achsenbeschriftungen siehe Kapitel 4.1.1. Methodik siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.3.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; ATTO495 = Fluorophor

A) B)

Abbildung 10: Beispiel einer stabilen (A) und einer instabilen (B) Nanopartikel-Suspension

A) stabile Beladung bei 3 ATTO495-TDP pro Very small iron oxide particle (VSOP) in Aqua dest.
B) aggregierte Partikeln bei 9 ATTO495-TDP pro VSOP in Aqua dest.)(Eisenkonzentration 73 mg Fe/l
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; ATTO495 = Fluorophor

4.1.1.2 Dy557-TDP:VSOP

Die Beladung der VSOP mit Dy557-TDP fand bei einer Partikel-Endkonzentration von 0,6 uM
(3,75 mM Fe) statt. Bei einer Beladung von 15 Peptiden pro VSOP wurden die Nanopartikel
instabil; die GroBe und GroBenverteilung nahmen zu (s. Abb. 11). Es blieben mehr freie unge-
bundene Peptide in der Suspension, sodass das die Fluoreszenzausloschung abnahm. Bis zu

einer Beladung von 3 Peptide pro VSOP blieb die Partikelgrof3e relativ konstant (6.5 nm)
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Abbildung 11: VSOP-Beladung mit unterschiedlichen Mengen an Dy557-TDP — Grofle (links,
schwarze Symbole) und Fluoreszenzverhiltnis (rechts, rote Symbole) der beladenen Nanopartikel
(n=2 Proben)

Erlduterungen der Achsenbeschriftungen siehe Abschnitt 4.1.1. Methodik siche Kapitel 3.2.1 und 3.2.3.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557 = Fluorophor

4.1.1.3 cIDCC-TDP:VSOP

Die Beladung der VSOP mit cIDCC-TDP erfolgte wie mit Dy557-TDP bei einer Partikel-End-
konzentration von 0,6 uM (3,75 mM Fe). Die Nanopartikel zeigten bereits bei einer Beladung
von drei Peptide pro VSOP eine abnehmende Suspensionsstabilitdt, unter anderem auch mit
einer breiteren Grofendispersion (s. Abb. 12). Wie bei ATTO495-TDP blieb die Partikelgrofle
bis zu einer Beladung von 2 Peptide pro VSOP relativ konstant (9.9 nm). Makroskopisch konnte

eine Instabilitit bei einer Beladung von 5 Peptide pro VSOP (s. Abb. 13) beobachtet werden.
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Abbildung 12: VSOP-Beladung mit unterschiedlichen Mengen an cIDCC-TDP — Gréfie (links,
schwarze Symbole) und Fluoreszenzverhiiltnis (rechts, tiirkise Symbole) der beladenen Nanopartikel
(n=2 Proben)

Erlduterungen der Achsenbeschriftungen siche Abschnitt 4.1.1. Methodik siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.3.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor

.

Abbildung 13: Exemplarische Darstellung der makroskopischen Eigenschaften der Nanopartikel-
Suspensionen — Beladung von VSOP mit cIDCC-TDP

Instabile Nanopartikel bilden makroskopisch Aggregate, die im Gefifboden sedimentieren. An diesem
Beispiel erkennt man dieses Phdnomen bei einer Beladung mit fiinf Peptiden pro VSOP.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor

4.1.1.4 Zeta-Potenzial

Wie bereits erwihnt, ist das Zeta-Potenzial insbesondere fiir rein elektrostatisch stabilisierte
Nanopartikel relevant. Die Messung des Zeta-Potenzials erfolgte an beladenen und nicht-bela-
denen VSOP. Es wurden nur TDP-VSOP untersucht, die fiir die weitere Anwendungen stabil
genug waren (Dy557-TDP:VSOP und cIDCC-TDP:VSOP). Alle untersuchten Nanopartikel be-

hielten ein negatives Zeta-Potenzial von <-30 mV (s. Tab. 8).
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Tabelle 8: Eigenschaften von VSOP

Aufgefiihrt sind das Zeta-Potenzial [mV] und der hydrodynamische Durchmesser (Gréfe) [nm] in Aqua
dest. fiir die Nanopartikel Dy557-TDP:VSOP und cIDCC-TDP:VSOP mit einer Beladung von drei bzw.
zwei Peptiden pro VSOP.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor

Zetapotential
Belad
eglot};g unbeladen | Dy557-TDP | cIDCC-TDP
SPION:
-36,5mV -33mV -45,9mV
VSOP 3 9

(7,40nm) (6,5nm) (9,9nm)

4.1.2 Beladung von Ferumoxytol
Im Folgenden wird die Beladung der Ferumoxytol-Partikel (Feraheme®) mit den drei Peptiden
analysiert. Die Ferumoxytol-Partikel lieBen sich maximal mit 16 Peptiden beladen, bevor ihre

GroBe relevant zunahm und sie instabil wurden.

Die Erlduterung der Abbildungen (Abb. 14—-16) entspricht den Anmerkungen zu den VSOP-
Beladungen (s. Kap. 4.1.1; linke y-Achse: Ergebnisse der Groflenmessungen, rechte y-Achse:
Ergebnisse der (relativen) Fluoreszenzmessungen). Auch hier kennzeichnet ein niedriges Flu-

oreszenzverhiltnis eine starke Fluoreszenzausloschung (Quenching) durch die Nanopartikel.

4.1.2.1 ATTO495-TDP: Ferumoxytol

Wie bei den VSOP diente auch die Beladung von Ferumoxytol mit ATTO495-TDP als Prototyp
der Analyse, ob der Nanopartikel mit einem fluoreszierenden TDP beladen werden kann (s.
Abb. 14). Die Beladung erfolgte bei einer Partikel-Endkonzentration von 0,03 uM (0,2 mM
Fe). Als ideales Beladungsverhiltnis wurde eine Beladung von 11 Peptide pro Ferumoxytol

gewdhlt (s. Tab. 7).
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Abbildung 14: Ferumoxytol-Beladung mit unterschiedlichen Mengen an ATTO495-TDP — Grifie
(links, schwarze Symbole) und Fluoreszenzintensitiit (rechts, griine Symbole) der beladenen Nano-
partikel (n=2 Proben)

Erlauterungen der Achsenbeschriftungen siche Kapitel 4.1.1. Methodik siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.3.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; ATTO495 = Fluorophor

4.1.2.2 Dy557-TDP:Ferumoxytol

Die Beladung von Ferumoxytol mit Dy557-TDP erfolgte bei einer Partikel-Endkonzentration
von 0,71 uM (4,6 mM Fe) (s. Abb. 15). Als ideales Beladungsverhéltnis wurde eine Beladung
von 16 Peptide pro Ferumoxytol gewihlt (s. Tab. 7).
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Abbildung 15: Ferumoxytol-Beladung mit unterschiedlichen Mengen an Dy557-TDP — Gréfie (links,
schwarze Symbole) und Fluoreszenzverhiltnis (rechts, rote Symbole) der beladenen Nanopartikel
(n=2 Proben)

Erlduterungen der Achsenbeschriftungen siehe Kapitel 4.1.1. Methodik siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.3.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; Dy557 = Fluorophor
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4.1.2.3 cIDCC-TDP:Ferumoxytol

Die Beladung von Ferumoxytol mit cIDCC-TDP erfolgte bei einer Partikel-Endkonzentration
von 0,5 uM (3,33 mM Fe). Bedingt durch das Messverfahren mit dem DLS-Gerdt war die Be-
stimmung des hydrodynamischen Durchmessers ab einer Beladung von 30 Peptiden pro Nano-
partikel methodisch nicht mehr méglich (s. Abb. 16). Die Fluoreszenzemission der angeregten
cIDCC-Molekiile (650750 nm) iiberlagerte sich mit dem Laser (A 633 nm) des DLS-Geréts
und verfdlschte das Messverfahren. Dieses Problem war bei der Beladung von VSOP nicht zu

beobachten.
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Abbildung 16: Ferumoxytol-Beladung mit unterschiedlichen Mengen an cIDCC-TDP — Gréfie (links,
schwarze Symbole) und Fluoreszenzverhiltnis (rechts, blaue Symbole) der beladenen Nanopartikel
(n=2 Proben)

Erlduterungen der Achsenbeschriftungen siche Kapitel 4.1.1. Methodik siehe Kapitel 3.2.1 und
3.2.3.TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor

4.2  Stabilitit in ionischen Losungen

4.2.1 Stabilitit unter physiologischen Bedingungen

Neben der Beladungsdichte wurde auch die Suspensionsstabilitit der beladenen Partikel analy-
siert. Die Beladung der Partikel erfolgte in Aqua dest., sodass der Einfluss von Proteinen oder
Ionen ausgeschlossen werden konnte. Da die Partikel fiir den Einsatz im biologischen Organis-
mus vorgesehen waren, musste ihre Suspensionsstabilitit auch unter physiologischen Bedin-

gungen getestet werden.

Daher wurde die Gro8enmessung der Partikeln mittels DLS zur Untersuchung der Suspensi-

onsstabilitit nicht nur in Aqua dest., sondern auch in einem 10 mM HEPES-Puffer bei einem
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physiologischen pH (pH = 7,4) und einer physiologischen Konzentration aller zentralen Salze

durchgefiihrt (Tab. 5).

Auf Messungen im Serum wurde verzichtet. In Voruntersuchungen ergaben sich inkonstante
GroBenwerte im Serum mittels DLS aufgrund des hohen Gehalts an Serumproteinen. Die im

Serum enthaltenen Proteine verursachten selber eine Lichtstreuung.

Bei sehr instabilen Losungen war makroskopisch eine sofortige oder zunehmende Ausféllung
der Partikel mit Bildung von sichtbaren Ablagerungen im Eppendorf Gefd3 zu beobachten (s.
z.B. Abb. 24).

Beim Mischen der beladenen Nanopartikel mit der Puffer-Losung trat eine Anderung des hyd-
rodynamischen Durchmessers in Abhéngigkeit von der Beladungsdichte auf. Tendenziell war
die Anderung unabhiingig vom verwendeten SPION bei hoherer Beladung gréBer. Ohne Bela-
dung zeigten weder VSOP noch Ferumoxytol veridnderte hydrodynamische Durchmesser bei

Zugabe der Puffer-Losung.

Insgesamt waren die beladenen VSOP-Partikel empfindlicher. Es kam zu einer Zunahme der
PartikelgroBe und GroBenvarianz der Partikelpopulation (grofere Standardabweichungen) bis

zur Bildung von zwei unterschiedlichen Partikelfraktionen (Abb. 17b-1, c-3).
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Abbildung 17: Grofieniinderung der VSOP im physiologischen Puffer bei unterschiedlicher Bela-
dung mit ATTO495-TDP:VSOP (a) Dy557-TDP:VSOP (b) cIDCC-TDP:VSOP (c)

Die y-Achse zeigt die gemessenen hydrodynamischen Durchmesser der Partikeln. Dargestellt werden
die Durchmesser in Aqua dest. (schwarze Punkte) und nach Zugabe der Pufferlosung in einem Ver-
hdiltnis von 1 zu 10 (graue Punkte). Wenn die Messwerte zwei Maxima ergaben (polydisperse Nano-
partikel-Suspension) (in grau, Abb. b und c), wurden beide aufgetragen.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; ATTO495, Dy557, cIDCC =
Fluorophore
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Abbildung 18: Grifeninderung der Ferumoxytol-Partikeln im physiologischen Puffer bei unter-
schiedlicher Beladung mit ATTO495-TDP: Ferumoxytol (a) Dy557-TDP: Ferumoxytol (b)

Die y-Achse zeigt die gemessenen hydrodynamischen Durchmesser der Partikeln. Dargestellt werden
die Durchmesser in Aqua dest. (schwarze Punkte) und nach Zugabe der Pufferlosung in einem Ver-
héiltnis von I zu 10 (graue Punkte).

cIDCC-TDP: Ferumoxytol konnte mit dieser Methode nicht untersucht werden (siehe oben).

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; ATTO495, Dy557, cIDCC = Fluorophore

Die Ferumoxytol-Nanopartikel erwiesen sich im Vergleich zu den VSOP-Partikeln als stabiler
in der Pufferlésung. Die Abnahme des hydrodynamischen Durchmessers wies auf eine Ab-
nahme der Hydrathiille hin. Dieses Phinomen trat insbesondere bei Dy557-TDP:Ferumoxytol
auf. Bei den cIDCC-TDP:Ferumoxytol-Partikeln kam es nach Zugabe der Pufferlosung zu

Fehlmessungen aufgrund der Zunahme der Fluoreszenz von cIDCC.
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4.2.2 Stabilitit unter zunehmender Ionenstirke
Die rein elektrostatisch stabilisierten TDP-VSOP erwiesen sich bereits bei einer physiologi-
schen lonenstérke als instabil (s. Abb 17). Der in den Experimenten verwendete physiologische

Puffer (s. Tab. 5) hatte eine Ionenstirke von 304,1 mM.

Um die Rolle der sterischen Stabilisierung bei den elektrosterisch stabilisierten Ferumoxytol-
Nanopartikeln zu untersuchen, wurde die Ionenstirke des Dispersionsmediums stetig erhdht.
dazu wurden die Nanopartikel in NaCl-Losungen mit zunehmenden molaren Konzentrationen
gelost. NaCl verdndert nicht den pH, so dass auf diese Weise die lonenstirke isoliert untersucht
werden konnte. Fiir die Versuche wurden exemplarisch ATTO495-TDP:Ferumoxytol Nano-
partikel (10 Peptide pro Partikel) verwendet. Die initiale lonenstirke betrug 100 mM, die ma-

ximale Ionenstirke 500 mM.

Der hydrodynamische Durchmesser blieb bei steigender lonenstérke durchgehend konstant (ca.
18 nm). Interessanterweise kam es bei den gleichen Nanopartikeln im physiologischen Puffer
(314 mM Ionenstirke) zu einer leichten Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers auf

24 nm (s. Abb. 18).
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Abbildung 19 Grofen- und Fluoreszenzinderung von ATTO495-TDP:Ferumoxytol mit zunehmen-
der lonenstirke (zunehmende NaCl-Konzentration) (10 ATTO495-TDP pro Partikel).

Die linke y-Achse zeigt den hydrodynamischen Durchmesser der Partikeln (schwarze Punkte). Die
rechte y-Achse zeigt die Fluoreszenzintensitdit (griine Punkte). Die hydrodynamischen Durchmesser
wurden mit einem nicht-linearen Regressionsmodell berechnet. Gezeigt werden die Mittelwerte
(16,8 nm, schwarze Linie) und das 95 %-Konfidenzintervall (13,1-20,4 nm, gestrichelte Linie)
(' =0.274).

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; ATTO495 = Fluorophor
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4.3  Stabilitit in Serum-Relaxometrie-Messungen

Zur Untersuchung der Suspensionsstabilitdt der Nanopartikel im Serum wurden Relaxometrie-
Messungen durchgefiihrt. Bei 37°C und einem magnetischen Feld von 0,94 T zeigt VSOP eine
2 von 45 mM-!s"l, Ferumoxytol hatte bei gleicher Konzentration (in Aqua dest. als Dispersi-

onsmedium) eine 1> von 89 mM-!s!.

Mit zunehmender Beladung von VSOP mit cIDCC-TDP kam es zu einer Zunahme des Durch-
messers in Wasser und von r>in FCS (s. Abb. 20). Die Anderung von r, war direkt proportional
zur Anderung des Partikeldurchmessers. Bei Ferumoxytol fiihrte die Beladung durch cIDCC-
TDP zu keiner wesentlichen Anderung in r? trotz der Zunahme im Durchmesser (s. Abb. 22).
Die verldngerte Inkubationszeit (24 Stunden) in FCS bei 37°C fiihrte weder bei cIDCC-
TDP:VSOP noch bei cIDCC-TDP:Ferumoxytol zu einer signifikanten Anderung von, (s. Abb.
21, 23).

Im Vergleich zu Dy557-TDP:VSOP erwies sich cIDCC-TDP:VSOP schon makroskopisch in
FCS als instabiler (s. Abb. 24).
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Abbildung 20: Relation des hydrodynamischen Durchmessers und der transversalen Relaxivitiit
(r2) von cIDCC-TDP:VSOP

Die linke y-Achse zeigt den hydrodynamischen Durchmesser der Partikeln in Aqua. dest (schwarze
Punkte). Die rechte y-Achse zeigt r» in FCS (gelbe Punkte).

FCS = fotales Kdlberserum;, TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle,
cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 21: Veriinderung der transversalen Relaxivitit (r2) von cIDCC-TDP:VSOP bei zuneh-
mender Inkubationsdauer im fotalen Kalbsserum (FCS)

Dargestellt wird r> von drei unterschiedlichen Beladungen von VSOP mit cIDCC-TDP (0, 1 und 2
Molekiile) nach Resuspension in FCS. Die Nanopartikel-Suspensionen wurden durchgehend bei 37°C
gehalten.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle, cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 22: Relation des hydrodynamischen Durchmessers und der transversalen Relaxivitiit
(r2) von cIDCC-TDP: Ferumoxytol

Die linke y-Achse zeigt den hydrodynamischen Durchmesser der Partikeln in Aqua. dest (schwarze
Punkte). Die rechte y-Achse zeigt r» in FCS (gelbe Punkte).

FCS = fotales Kdilberserum; TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 23: Veriinderung der transversalen Relaxivitiit (r;) von cIDCC-TDP:Ferumoxytol bei
zunehmender Inkubationsdauer im fotalen Kalbsserum (FCS)

Dargestellt wird r; von cIDCC-TDP:Ferumoxytol (16 Peptide pro Partikel) und von Ferumoxytol
alleine nach Resuspension im FCS. Die Nanopartikel-Suspensionen wurden durchgehend bei 37°C
gehalten.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, cIDCC = Fluorophor

e

Abbildung 24: Dy557-TDP:VSOP und cIDCC-TDP:VSOP nach Resuspension mit fotalem Kil-
berserum (FCS)

Verwendet wurden je 20 Peptide pro Partikel.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC, Dy557 = Fluorophore
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4.4  Einfluss der Serumproteine auf die Peptidfreisetzung
Bei der Beladung der SPION mit den fluoreszierenden Peptiden kam es zu einem Quenching

der Fluoreszenz durch direkten Energietransfer auf der Metalloberfliche und zwischen den

Farbstoffen [177].

Serum ist als Dispersionsmedium interessant, da es sowohl lonen, die sich auf die elektrische
Doppelschicht auswirken, als auch Proteine enthilt, die als Kolloide agieren. Da die GréBen-
und Relaxivitdtsmessungen keine validen Ergebnisse hinsichtlich der Stabilitdt der Peptidad-
sorption lieferten, wurde die Adsorptionsstabilitit durch Anderung des Quenching-Verhaltens
der Nanopartikel in FCS als Dispersionsmedium getestet. Um moglichst physiologische Bedin-
gungen zu simulieren, wurde das FCS auf 37°C erwirmt. Anhand der Anderung des Quen-
ching-Verhaltens {iber die Zeit sollte der Einfluss der Inkubation in FCS auf das Dissoziations-
bzw. Desorptionspotenzial der TDP-SPION-Konstrukte beurteilt werden. Der Einfluss der la-

minaren und turbulenten Strdme im Gefdlsystem wurde nicht beriicksichtigt.
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Abbildung 25: Abnahme des Quenching-Effekts nach Resuspension der mit cIDCC-TDP belade-
nen Nanopartikel in fotalem Kilberserum (FCS)

Die y-Achse zeigt das Verhdltnis der Fluoreszenzintensitdt der Peptid-Nanopartikel-Konstrukte ge-
geniiber dem freien Peptid bei gleicher Konzentration in Aqua dest. (griin) und FCS (gelb). Ein ge-
ringes Verhdltnis steht fiir ein hohes Quenching der Fluoreszenz durch die Beladung.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 26: Zeitliche Anderung des Quenching-Effektes der cIDCC-TDP:VSOP Nanopartikel
in fotalem Kilberserum (FCS) bei unterschiedlicher Beladung

Die y-Achse zeigt das Verhdltnis der Fluoreszenzintensitdt der der Peptid-Nanopartikel-Konstrukte
gegeniiber dem freien Peptid bei gleicher Konzentration. Ein geringes Verhdltnis entspricht ein hohes
Quenching der Fluoreszenz durch die Beladung. Die Nanopartikel-Suspensionen wurde bei Raum-

temperatur inkubiert.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 27: Abnahme des Quenching-Effektes der cIDCC-TDP:VSOP (FCS) bei Zunahme der
lonenstirke

Die Ilonenstdirke wurde durch Zugabe einer NaCl-Lésung erhoht (0,6 M NaCl). Die y-Achse zeigt das
Verhdltnis der Fluoreszenzintensitdt der Peptid-Nanopartikel-Konstrukte gegentiber dem freien Pep-
tid bei gleicher Konzentration. Ein geringes Verhdltnis steht fiir ein hohes Quenching der Fluoreszenz
durch die Beladung. Messungen in Wasser (links) und Messungen in fotalem Kdlberserum (FCS,
rechts). Messungen ohne NaCl (griin), Messungen mit NaCl (gelb)

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor

Die Inkubation in FCS fiihrte zu einer Abnahme des Quenchings des Fluoreszenzfarbstoffes
cIDCC. Bei cIDCC-TDP:Ferumoxytol war die Abnahme am stirksten (s. Abb. 25). Bei VSOP
war die Quenching-Abnahme bei einer Einzelbeladung (ein cIDCC-TDP pro VSOP) am hochs-
ten (s. Abb. 26, rosa). Am stabilsten zeigte sich die Beladung von 2 cIDCC-TDP pro VSOP (s.
Abb. 26, rot). Insgesamt nahm mit zunehmender Inkubationszeit in FCS das Quenching bei

cIDCC-TDP:VSOP ab (s. Abb. 26).

Durch eine Zunahme der lonenstirke um 600 mM wurde das Quenching von cIDCC-
TDP:VSOP aufgehoben (s. Abb. 27 zweite Sdule). Im Wasser fiihrte die Zunahme der Ionen-
starke zu einer Freisetzung von ca. 21 % der adsorbierten Peptide. In FCS kam es bereits ohne
Zugabe von NaCl zu einer Freisetzung von ca. 20 % der adsorbierten Peptide (s. Abb. 27 dritte
Sdule). Nach Zunahme der lonenstirke um 600 mM setzte eine vollstdndige Desorption der

Peptide ein (s. Abb. 27 vierte Séule).
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4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Abbildung 28: Agarose-Gelelektrophorese von ATTO495-TDP und Dy557-TDP als freie Peptide
oder adsorbiert an SPION (VSOP bzw. Ferumoxytol)

Die Probetaschen lagen in der Mitte des Gels. Wiihrend der Elektrophorese wanderten die positiv-
geladenen Peptide zur Kathode (Minuszeichen) und die negativ-geladenen Partikeln zur Anode (Plus-
zeichen). Die Konzentration der in FCS resuspendierten Partikel und Peptide (3, 5, 7, 9, 11, 13, 15)
entsprach 10 % der initialen Peptid- bzw. Partikelkonzentration. Von links nach rechts: normale
Lichtbildaufnahme, Lichtbildaufnahme unter UV-Beleuchtung, Aufnahme im Geldokumentationssys-
tem (Syngene G:BOX).

.A) SPION alleine: 1) VSOP, 2) Ferumoxytol, 3) Ferumoxytol in FCS

B) ATTO495-TDP: 4) ATTO495-TDP, 5) ATTO495-TDP in FCS, 6) ATTO495-TDP:Ferumoxytol,
7) ATTO495-TDP:Ferumoxytol in FCS, 8) ATTO495-TDP:VSOP, 9) ATTO495-TDP:VSOP in FCS.
C) Dy557-TDP: 10) Dy557-TDP, 11) Dy557-TDP in FCS), 12) Dy557-TDP:Ferumoxytol,
13) Dy557-TDP:Ferumoxytol in FCS, 14) Dy557-TDP:VSOP, 15) Dy557-TDP:VSOP in FCS

FCS = fotales Kdlberserum; SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel;, TDP = TAT-
Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle;, ATTO495, Dy557 = Fluorophore

Zur Untersuchung der Stabilitét der Peptidadsorption wurden die SPION-Peptid-Partikel bzw.
die freien Peptide mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (s. Abb. 28 und 29). Die glei-
chen Versuche wurden in Aqua dest. und FCS durchgefiihrt, um den Einfluss der Serumproteine

auf die adsorbierten Peptide zu analysieren.

Dy557 wies eine stirkere Fluoreszenzintensitét als ATTO495 auf (s. Abb. 28 Felder 4 und 10
im Vergleich). Wie die Lichtbildaufnahmen unter UV-Beleuchtung erkennen lielen, beruhte
der Unterschied teilweise auf den Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffes. Zum anderen
spielte die Methodik eine Rolle, da der Sensor mit dem eingebauten Filter UV032 (572—
630 nm) den Fluoreszenzbereich von Dy557 besser abdeckte. Insgesamt war die Anregung mit

dem UV-Transilluminator (240 nm) stérker als mit den anderen verfiigbaren LED-Lampen (s.
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Kap. 3.2.5). m. Das Fluorophor cIDCC lief3 sich nur mit dem Infrarotdokumentationssystem
Li-Cor darstellen.

Die konjugierten Ferumoxytol-Nanopartikel (s. Abb. 28 Felder 6 und 12) lieBen sich elektro-
phoretisch einfacher abtrennen als die VSOP-Nanopartikel (s. Abb. 28 Felder 8 und 14). Die
Resuspension in FCS wirkte sich auf die Konjugation und Eigenschaften der Peptide sowie der
Nanopartikel aus. So fiihrte die Resuspension vom freien Peptid im FCS zu einer Abwanderung
von diesem Richtung Kathode (s. Abb. 28 Felder 5 und 11, sowie Abb. 29 Feld 5). Durch Re-
suspension von VSOP (s. Abb. 28 Feld 1 und Abb. 29 Feld 2) im FCS legten diese eine gerin-
gere Strecke zuriick (s. Abb. 28 Felder 9 und 15, sowie Abb. 29 Felder 3 und 7). FCS fiihrte
auch zu einer Dekonjugation der Peptide. Dies fiel insbesondere bei cIDCC (s. Abb. 29 Felder
7 und 9).

B okt

Abbildung 29: Agarose-Gelelektrophorese von cIDCC-TDP als freies oder adsorbiert an SPION
(VSOP bzw. Ferumoxytol)

Die Probetaschen lagen in der Mitte des Gels. Wiihrend der Elektrophorese wanderten die positiv-
geladenen Peptide zur Kathode (Minuszeichen) und die negativ-geladenen Partikeln zur Anode (Plus-
zeichen). Die Konzentration der in FCS resuspendierten Partikel und Peptide (3, 5, 7) entsprach 10 %
der initialen Peptid- bzw. Partikelkonzentration.Von links nach rechts. Lichtbildaufnahme unter UV-
Beleuchtung, Aufnahme im Infrarot-Dokumentationssystem (Li-Cor, Odyssey).

A) SPION alleine: 1) Ferumoxytol, 2) VSOP, 3) VSOP in FCS). .
B) cIDCC-TDP: 4) cIDCC-TDP, 5) cIDCC-TDP in FCS), 6) cIDCC-TDP:VSOP,
7) cIDCC-TDP:VSOP in FCS), 8) cIDCC-TDP:Ferumoxytol, 9) cIDCC-TDP:Ferumoxytol in FCS).
FCS = fotales Kdlberserum; SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel;, TDP = TAT-
Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor

Die Auswertung mittels ImagelJ zeigte auch, dass unter wissrigen Bedingungen sich Dy557-
TDP in der Gelelektrophorese stirker als cIDCC-TDP von den Nanopartikeln abtrennen lief3
(s. Abb. 30 und 31). Dieser Effekt war bei den beladenen Ferumoxytol-Nanopartikeln stirker
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(s. Abb. 30). Der Anteil an freien Peptid, der ohne weitere Faktoren desorbierte, war bei Dy557-
TDP:Ferumoxytol (ca.31 %, s. Abb. 30 Sdule 1) signifikant mehr als bei cIDCC-
TDP:Ferumoxytol (ca. 6 %, s. Abb. 30 Sdule 3) (Zweistichproben t-Test, p = 0,0397). Bei den
beladenen VSOP war die Differenz deutlich geringer und statistisch nicht signifikant (p 0,31).
Auch hier war aber der Anteil an desorbiertem freien Peptid bei Dy557-TDP:VSOP (ca. 8%, s.
Abb. 31 Saule 1) hoher als bei cIDCC-TDP:VSOP (ca. 2,6%, s. Abb. 31 Saule 3).

Der Einfluss von FCS war bei den Ferumoxytol-Nanopartikeln grofer als bei den VSOP-Na-
nopartikeln. Insgesamt wirkte sich FCS stirker auf die mit cIDCC-TDP beladenen Nanopartikel
aus. Der Anteil an freiem Peptid betrug im FCS 25% bei cIDCC-TDP:VSOP (Zunahme von
22,5%, s. Abb. 31 Sdule 3 und 4) und 40% bei cIDCC-TDP:Ferumoxytol (Zunahme von 34%,
s. Abb. 30 Sdule 3 und 4). Bei Dy557-TDP:Ferumoxytol kam es zu einer Abnahme des freien
Peptides um ca. 10 % (s. Abb. 30 Sdule 1 und 2). Dy557-TDP:VSOP zeigte keine wesentliche
Anderung durch die Inkubation mit FCS (s. Abb. 31 Siule 1 und 2).
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Abbildung 30: Auswertung der Agarose-Gelelektrophorese-Experimente der Peptid-beladenen
Ferumoxytol-Partikel

Die y-Achse zeigt das Verhdltnis der Fluoreszenzintensitdten der SPION-Peptid-Konjugate gegentiber
der Fluoreszenzintensitdt der freien Peptide. Fiir die Auswertung wurde die Kathoden- und die Anoden-
seite getrennt voneinander gemessen. Das freie Peptid wanderte ausschliefflich zur Kathode, sodass die
Anodenseite nicht beriicksichtigt wurde. Die nicht beladenen SPION wanderten ausschlieflich zur
Anode. Die Fluoreszenz auf der Kathodenseite der SPION-Peptid-Konjugat-Spuren wurden als freies
Peptid (orange) und die Fluoreszenz auf der Anodenseite als SPION (braun) bewertet. Die Differenz
zwischen der Fluoreszenzintensitdit der Peptidspuren und der zugehérigen SPION-Peptid-Konjugat-
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Spuren entsprach der gequenchten Fluoreszenz und wurde als SPION-Peptid-Konjugat bewertet (Stri-
che). Die Versuche wurden in Aqua dest. und in fotalem Kdlberserum (FCS) durchgefiihrt.

FH = Ferumoxytol; SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel; TDP = TAT-Dysferlin-
Peptid; Dy557, cIDCC = Fluorophore
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Abbildung 31: Auswertung der Agarose-Gelelektrophorese Auswertung der Peptid-beladenen Very
small iron oxide particle (VSOP)

Die y-Achse zeigt das Verhdltnis der Fluoreszenzintensitdten der SPION-Peptid-Konjugate gegentiber
der Fluoreszenzintensitdt der freien Peptide. Fiir die Auswertung wurde die Kathoden- und die Anoden-
seite getrennt voneinander gemessen. Das freie Peptid wanderte ausschlieflich zur Kathode, sodass die
Anodenseite nicht beriicksichtigt wurde. Die nicht beladenen SPION wanderten ausschlieflich zur
Anode. Die Fluoreszenz auf der Kathodenseite der SPION-Peptid-Konjugat-Spuren wurden als freies
Peptid (orange) und die Fluoreszenz auf der Anodenseite als SPION (braun) bewertet. Die Differenz
zwischen der Fluoreszenzintensitit der Peptidspuren und der zugehérigen SPION-Peptid-Konjugat-
Spuren entsprach der gequenchten Fluoreszenz und wurde als SPION-Peptid-Konjugat bewertet (Stri-
che). Die Versuche wurden in Aqua dest. und in fotalem Kdlberserum (FCS) durchgefiihrt.

SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel; TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very
small iron oxide particle; Dy557, cIDCC = Fluorophore

4.6  Zellexperimente — Peptidabgabe und -aufnahme

4.6.1 Zeit bis zum Eintritt in die Zellen

Die Internalisierung (Zeit bis zum Eintritt in die Zelle) und Akkumulation (Zeit bis das intra-
zelluldre Fluoreszenzsignal das extrazelluldre Fluoreszenzsignal iiberschritt) der fluoreszieren-
den Peptide unterschied sich in Abhidngigkeit vom Fluoreszenzfarbstoff und vom Nanopartikel,

auf dem sie beladen wurden.
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Abbildung 32: Verlauf der Internalisierung von cIDCC-TDP in Myotuben

Auf der y-Achse ist die Differenz der intrazelluldren und extrazelluldren Fluoreszenz aufgetragen. Ein
AFluo(i-e)) > 0 wurde als intrazellulire Akkumulation gewertet. Dargestellt wird die Akkumulation.
von cIDCC-TDP alleine (tiirkis) und cIDCC-TDP: Ferumoxytol (braun).

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor

Die Akkumulation von cIDCC-TDP trat erst nach 20 Minuten ein. Dies galt sowohl fiir das
freie Peptid als auch fiir cIDCC-TDP:Ferumoxytol (s. Abb. 32). Mit zunehmender Zeit flachte
die Akkumulationstendenz von cIDCC-TDP:Ferumoxytol ab, wogegen das freie cIDCC-TDP
weiterhin exponentiell akkumulierte. Dieser Befund ldsst darauf schlieBen, dass ein Teil des
Peptides, wie bereits in den vorangegangenen Experimenten erkennbar, noch mit dem Nano-
partikel verbunden war, was die Internalisierung verhinderte. Ansitze mit cIDCC-TDP:VSOP

erwiesen sich als zelltoxisch. Es blieben wenige iiberlebende Zellen. Diese zeigten keine intra-

zelluldre Fluoreszenz (s. Abb. 42) und wurden fiir Abbildung 32 nicht berticksichtig.

Intrazellulidr verteilte sich das freie cIDCC-TDP besser als das cIDCC-TDP aus den Ferumoxy-
tol-Nanopartikeln (s. Abb. 33). cIDCC-TDP:Ferumoxytol verblieb vorwiegend in intrazelluli-
ren Einschliissen. Eine Eisenfarbung mit der Berliner Blau-Reaktion war relativ schwach, so-
dass die entstandene Eisencyanat-Komplexe mit dem Mikroskop kaum dargestellt werden

konnten.
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Abbildung 33: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen der intrazelluliren Akkumulation von cIDCC-
TDP in gesunden Myotuben im zeitlichen Verlauf
a) freies cIDCC-TDP, b) cIDCC-TDP:Ferumoxytol.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor

Bei Dy557-TDP setzte die Internalisierung in die Zellen aus den Ferumoxytol-Nanopartikeln
verzogert ein (5 Minuten vs. 10 Minuten) (flachere Kurve mit absolute AFluo(i-e) fiir Dy557-
TDP kleiner als fiir Dy557-TDP:Ferumoxytol, s. Abb. 34). Intrazelluldr akkumulierte es dann
frither als das freie Dy557-TDP (AFluo(i-e) > 0 bei 27 Minuten vs. 32 Minuten nach Zugabe,
s. Abb. 34 dunkelrot und hellbraun). Bei Dy557-TDP:VSOP kam es zu keiner signifikanten
intrazelluliren Akkumulation (s. 34 grau und Abb 35c). Die Fluoreszenzintensitit blieb extra-
zelluldr durchgehend hoher als intrazelluldr (s. Abb. 34 und 36). Interessanterweise lieBen sich

die VSOP intrazellulédr in den Durchlichtbildern (s. Abb. 43) erkennen.

Dy557-TDP aus Dy557-TDP:Ferumoxytol verteilten sich besser intrazelluldr als das freie Pep-
tid alleine (s. Abb. 35). Im Vergleich zu cIDCC-TDP:Ferumoxytol (s. Abb. 33b) lieBen sich
weniger Zelleinschliisse mit Dy557-TDP (s. Abb. 35b) als Inhalt nachweisen.
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Abbildung  34: Verlauf der Internalisierung von  Dy557-TDP in  Myotuben
Auf der y-Achse ist die Differenz der intrazelluliren und extrazelluldren Fluoreszenz aufgetragen.
Ein AFluo(i-e)) > 0 wurde als intrazelluldre Akkumulation gewertet. Dargestellt wird die Akkumula-
tion. von Dy557-TDP alleine (Peptide, rot), Dy557-TDP:Ferumoxytol (Ferumoxytol braun), Dy557-
TDP:VSOP (VSOPs, grau)

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557 = Fluorophor

Abbildung 35: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen der intrazelluliren Akkumulation von Dy557-
TDP in gesunden Myotuben im zeitlichen Verlauf

a) freies Dy557-TDP, b) Dy557-TDP:Ferumoxytol, ¢c) Dy557-TDP:VSOP.

Dy557-TDP aus Dy557-TDP:Ferumoxytol verteilte sich besser als freies Dy557-TDP. Dy557-TDP
aus VSOP-Nanopartikeln lief3 sich mit dieser Methode nicht nachweisen.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557 = Fluorophor
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4.6.2 Peptidabgabe und Eintritt in die Zellen

Zur Untersuchung der intrazelluldren Akkumulation der Peptide wurden auch gewaschene und
fixierte Zellen (4 Stunden nach Peptid- bzw. Partikel-Zugabe) untersucht. Durch dieses Vorge-
hen lieBen sich intrazellulire und auf der Zellmembran adsorbierten Peptide unterscheiden.
Mittels des Z-Stack-Verfahrens konnte zusétzlich die intrazelluldre Verteilung dargestellt und

das intrazelluldre Kompartiment gegeniiber dem extrazelluldren Medium abgegrenzt werden.

Die Ergebnisse entsprachen weitgehend den Resultaten aus den Zeitreihe-Experimenten
(s. Abb. 32, 34). Auch hier war die intrazellulire Akkumulation von cIDCC-TDP am hdchsten,
wenn das freie Peptid zugegeben wurde (s. Abb. 36). Auch die intrazelluldre Verteilung war fiir
das freie cIDCC-TDP besser als fiir cIDCC-TDP aus Ferumoxytol-Nanopartikeln (s. Abb. 38,
40). cIDCC-TDP:Ferumoxytol lie8 sich vorwiegend in intrazelluldren Einschliissen nachwei-
sen (s. Abb. 40). Nach Inkubation der Zellen mit cIDCC-TDP:VSOP lief3 sich auch mit dieser
Methode kein intrazelluldres cIDCC-TDP nachweisen, obwohl es extrazellular am Gefaf3boden
vorhanden war. Intrazelluldr fiel bei den Lichtbildaufnahmen die Akkumulation von VSOP in

intrazelluldren Einschliissen auf (s. Abb. 42).

In den Ansédtzen mit Dy557-TDP war auch mit dieser Methode die intrazelluldre Akkumulation
des Peptids aus den Ferumoxytol-Nanopartikeln hoher als die des freien Peptids (s. Abb. 37).
Zudem zeigten die Z-Stack-Aufnahmen eine bessere Verteilung des Peptides aus den
Ferumoxytol-Nanopartikeln (s. Abb. 39, 41). In den Ansétzen mit Dy557-TDP:VSOP lieen
sich intrazelluldr sowohl Dy557-TDP als auch VSOP nachweisen (s. Abb. 43). Dy557 konnte

sowohl in intrazelluldren Einschliissen als auch im Zytosol nachgewiesen werden.
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intrazellulare Akkumulation von cIDCC-TDP
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Abbildung 36: Intrazellulire Akkumulation von cIDCC-TDP

Auf der y-Achse ist die Differenz der intrazelluldren und extrazelluldren Fluoreszenz (Mittelwert +
Standardabweichung, n = 3) in den Mikroskopie-Aufnahmen aufgetragen. Ein AFluo(i-e)) > 0 wurde
als intrazelluldre Akkumulation gewertet. Beriicksichtig wurden nur Zellen aus Ansdtzen, in denen
die Fluoreszenz des extrazelluliren Mediums dargestellt werden konnte. (Inkubationszeit = 4 Stun-
den).

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557 = Fluorophor

intrazellulare Akkumulation von Dy557-TDP
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Abbildung 37: Intrazelluliire Akkumulation von Dy557-TDP

Die Akkumulation entspricht ein Uberschreiten der Fluoreszenzintensitdit intrazelluléir gegeniiber ext-
razelluldr in Mikroskopieaufnahmen. Dargestellt ist der Mittelwert der Fluoreszenzdifferenz
(AFluo(i-e)) und die Standardabweichung (n = 3). Jeder Punkt entspricht eine Zelle. Beriicksichtig
wurden nur Zellen, wo in der gleichen Aufnahme das extrazelluldre Medium als Kontrolle dargestellt
werden konnte. (Inkubationszeit = 4 Stunden)
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Abbildung 38: Z-Stack-Aufnahme einer Myotube mit freiem cIDCC-TDP (cIDCC-TDP gelb,
Hoechst-Kernfiirbung blau)

Die Aufnahme erfolgte nach 240 Minuten. Ein Teil des cIDCC-TDP blieb an der Membran haften.
Ein Teil verteilte sich im Zytosol. Es lieflen sich auch intrazelluldre Einschliisse erkennen.
Zoomfokus: 63 x. Die Skala stellt 1 um dar.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor

Abbildung 39: Z-Stack-Aufnahme einer Myotube mit freiem Dy557-TDP (Dy557-TDP rot,
Hoechst-Kernfirbung blau)

Die Aufnahme erfolgte nach 240 Minuten. Ein Teil des Dy557-TDP blieb an der Membran haften.
Ein Teil verteilte sich im Zytosol. Die Verteilungsmuster von Dy557-TDP und cIDCC-TDP waren
verschieden (vgl. Abb. 40). Es liefsen sich vereinzelte intrazelluldre Einschliisse erkennen.
Zoomfokus: 63 x. Die Skala stellt I um dar.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC, Dy557 = Fluorophore
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Abbildung 40: Z-Stack Aufnahme einer Myotube mit cIDCC-TDP:Ferumoxytol (cIDCC-TDP
gelb, Hoechst-Kernfiirbung blau)

Die Aufnahme erfolgte nach 240 Minuten. cIDCC-TDP:Ferumoxytol verblieb vorwiegend in intra-
zelluldren Einschliissen. Nur ein kleiner Anteil von cIDCC-TDP verteilte sich im Zytosol.
Zoomfokus: 63 x. Die Skala stellt 1 um dar.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 41: Z-Stack Aufnahme einer Myotube mit Dy557-TDP: Ferumoxytol (Dy557-TDP rot,
Hoechst-Kernfirbung blau)

Die Aufnahme erfolgte nach 240 Minuten. Ein Teil von Dy557-TDP blieb an der Membran haften.
Ein Grofiteil verteilte sich im Zytosol. Es lief3 sich im Vergleich zur Abbildung 43 mehr Dy557-TDP
intrazellulir — nachweisen.  Vereinzelt  zeigten sich auch intrazellulire Einschliisse.
Zoomfokus: 63 x. Die Skala stellt 1 um dar.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; Dy557 = Fluorophor

Abbildung 42: Fluoreszenzmikroskop-Aufnahme einer Myotube mit cIDCC-TDP:VSOP (cIDCC-
TDP gelb, Hoechst-Kernfiirbung blau)

In der Durchlichtaufnahme erkennt man eine groffe Anzahl an intrazelluldren Einschliissen mit Na-
nopartikeln. Eine Fluoreszenz von cIDCC-TDP lief3 sich nicht nachweisen.

Zoomfokus: 63 x. Die Skala stellt 1 um dar.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor
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Abbildung 43: Z-Stack Aufnahme einer Myotube mit Dy557-TDP:VSOP (Dy557-TDP rot,
Hoechst-Kernfirbung blau)

Oben Fluoreszenzaufnahme ohne Durchlichtbild. Unten Fluoreszenzaufnahme mit zusdtzlichem
Durchlichtbild. Die Aufnahme erfolgte nach 240 Minuten. Gezeigt sind Durchlichtbild die intrazel-
luldren Einschliisse mit VSOP. In einigen dieser Einschliisse lief3 sich die Fluoreszenz von Dy557-

TDP nachweisen. Ein Teil von Dy557-TDP blieb an der Membran haften oder verteilte sich iiber
kiirzere Strecken im Zytosol.

Zoomfokus: 63 x. Die Skala stellt 1 um dar.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557 = Fluorophor
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4.7 Orientierende Pharmakokinetik

Blutprobe vor Injektion (t0) P%T&-tfgr%rézm

(3 Stunden)

|
[ LT ]

I.v.-Injektion Blutproben nach Blutprobe nach
TDP-SPION-Komplex. |5, 15,30, 60 Minuten 2 Stunden

Abbildung 44: Schematische Darstellung der Pharmakokinetik-Experimente

Fiir die Pharmakokinetik-Experimente wurden Dysferlin-defiziente Mduse (MMex38-Mduse) im Alter
von 20-24 Wochen verwendet. Pro TDP-SPION wurden vier Mduse behandelt.
SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel;, TDP = TAT-Dysferlin-Peptid

Die zu untersuchenden Nanopartikel wurden basierend auf den in vitro Ergebnissen ausgewahlt,

Bestimmt werden sollte die Bluthalbwertszeit und die Nachweisbarkeit im Zielgewebe.

Dysferlin-defiziente Méuse (MMex38) wurden mit den Nanopartikeln cIDCC-TDP:VSOP,
cIDCC-TDP:Ferumoxytol oder Dy557-TDP:VSOP mit einer Eisendosis von 500 pmol/kg KG
intravends injiziert. AnschlieBend wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Blutproben entnom-

men, um die Peptide fluoreszenzphotometrisch nachzuweisen (s. Abb. 44).
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Tabelle 9: Halbwertszeit der TDP-SPION in Miiusen bei einer Dosis von 500umol Fe/kg Korperge-
wicht

Aufgefiihrt sind die Halbwertszeit [Minuten], der hydrodynamische Durchmesser (Gréfe) [Nanometer]
in Aqua dest. Die Daten der untersuchten Nanopartikel-Peptid-Konstrukte wurden mit aus der Literatur
stammenden Halbwertszeiten fiir VSOP (500umol Fe/kg KG) und Ferumoxytol (280 umol Fe/kg KG)
verglichen [120,129] .

KG = Kérpergewicht; SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel; TDP = TAT-Dysfer-
lin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557, cIDCC = Fluorophore

Halbwertszeit
Belad
eé‘rgﬁg unbeladen | Dy557-TDP | cIDCC-TDP
SPION:

30Min 17Min 4Min

VSOP - 3 2
(7,40nm) (6,5nm) (9,9nm)
4h - ca.l,5h

Feraheme - 16 16
(17,85nm) (26nm) (26nm)

Um die gleiche Eisendosis zur erreichen, musste cIDCC-TDP:Ferumoxytol im Vergleich zu
cIDCC-TDP:VSOP in einer zehnfach hoheren Dosis (179ug vs. 18,5ug) appliziert werden (s.
Abb. 45 und 46). Die Auswertung der Fluoreszenzintensitit der Blutproben ergab fiir alle Par-
tikel einen exponentiellen Abbau der intravaskuldren Konzentration (s. Abb. 45-47). Weiter
lieB sich eine hohere Konzentration in den post-mortem entnommenen Ausscheidungsfliissig-
keiten (s. Kap. 3.2.9), Galle (hepatische Elimination) und Urin (renale Elimination), nachwei-

sen. Die Peptide wurden vornehmlich renal ausgeschieden.
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Pharmakokinetik
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Abbildung 45: Zeitlicher Verlauf der cIDCC-TDP: Ferumoxytol-Fluoreszenzintensitiit in Korper-
Sliissigkeiten Dysferlin-defizienter Miuse
Es wurden Blutproben zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert (schwarze Symbole) (s. Kap. 3.2.9).
Zusdtzlich wurde einmalig Urin (griine Symbole) nach einer Stunde gesammelt. Am Ende des Expe-
rimentes wurden zusdtzlich zum Blut auch Urin- (griin) und Gallenproben (braune Symbole) entnom-
men. Als Negativkontrolle fiir Urin und Galle dienten Proben von einer Peptid-naiven Maus entnom-

men. Peptiddosis 179 ug (16 Peptide pro Nanopartikel) bei einer Eisendosis von 500 umol/kg Kor-
pergewicht.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; cIDCC = Fluorophor
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Pharmakokinetik
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Abbildung 46: Zeitlicher Verlauf der cIDCC-TDP:VSOP-Fluoreszenzintensitit in Korperfliissig-
keiten Dysferlin-defizienter Miiuse

Es wurden Blutproben zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert (schwarze Symbole) (s. Kap. 3.2.9).
Am Ende des Experimentes wurde zusdtzlich eine Urinprobe entnommen. Gallenfliissigkeit konnte
hier nicht entnommen werden (Gallenblase durchstochen). Als Negativkontrolle fiir Urin und Galle
dienten Proben von einer Peptid-naiven Maus entnommen. Peptiddosis ca. 19 ug (ca. 2 Peptide pro
Nanopartikel) bei einer Eisendosis von 500 umol/kg Korpergewicht.

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid;, VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor
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Pharmakokinetik
Dy557-TATDysfPeptid - VSOP
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Abbildung 47: Zeitlicher Verlauf der Dy557-TDP auf VSOP-Fluoreszenzintensitiit in Korperfliis-
sigkeiten Dysferlin-defizienter Miiuse
Es wurden Blutproben zu verschiedenen Zeitpunkten analysiert (schwarze Symbole) (s. Kap. 3.2.9).
Zusdtzlich wurde einmalig Urin (griine Symbole) nach einer Stunde gesammelt. Am Ende des Expe-
rimentes wurden zusdtzlich zum Blut auch eine Gallenprobe (braune Symbole) entnommen. Eine
Urinprobe konnte bei leerer Harnblase am Ende des Experiments nicht entnommen werden. Als Ne-
gativkontrolle fiir Urin und Galle dienten Proben von einer Peptid-naiven Maus entnommen. Peptid-
dosis 99 ug (2 Peptide pro Nanopartikel) bei einer Eisendosis von 500 umol/kg Korpergewicht.
TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; Dy557 = Fluorophor
Post-mortem wurden die Quadriceps-Muskeln sowie die restliche Muskulatur der Oberschen-

kel entnommen. Diese Muskeln sind bei einer Dysferlin-Defizienz bevorzugt betroffen [19].

In Kryoschnitten der Muskeln (s. Kap. 3.2.9.3) konnten, unabhingig von der Schnittdicke, die
fluoreszierenden Peptide aller drei verwendeten Nanopartikel nicht nachgewiesen werden (Bil-
der nicht gezeigt). Die Verdauung von Gewebsschnitte (s. Kap. 3.2.9.4) zeichnete sich wie er-
wartet, durch eine hohe Sensitivitit aus. Mit dieser Methode war ein Nachweis von cIDCC
moglich (s. Abb. 48). Die gemessene Fluoreszenzintensitit (Agx=640 nm, Agm=670 nm) war

signifikant hoher als bei den Negativkontrollen (One sample t-test, p=0,015).
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Nachweis cIDCC in lysiertem Gewebe (QUAD)
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Abbildung 48: Fluoreszenzphotometrischer Nachweis von cIDCC in lysiertem Muskelgewebe [100
ug Protein]. Pro Nanopartikel wurden drei Proben lysiert und aufbereitet. Der Scatter-Plot zeigt die
Mittelwerte und das 95 %-Konfidenzintervall der Messungen. (one sample t test, *p<0,005).

negK = Quadriceps von MMex38 nach Ferumoxytol-Injektion iv.; cIDCC-Fh = cIDCC-
TDP:Ferumoxytol;, cIDCC-VSOP = cIDCC-TDP:VSOP

TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very small iron oxide particle; cIDCC = Fluorophor
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung eines Wirkstoffabgabesystems (Drug
Delivery System, DDS) fiir CPP, das nach systemischer Applikation eine Anreicherung und
Abgabe im Skelettmuskel ermoglicht. Als Krankheitsmodell fiir das gezielte DDS wurde die
Dysferlinopathie gewéhlt. Da diese genetisch bedingte, progressive Muskelkrankheit aktuell
nicht behandelbar ist, ist das Interesse an innovativen neuen Therapieoptionen hoch. Die Ent-
wicklung von Therapieansidtzen mit CPP stehen aktuell im Fokus medizinischer Forschung
[74]. Ein intravaskuldres DDS, das eine schnelle Clearance und unspezifische Verteilung der
CPP verhindert, ist fiir die Arzneimittelentwicklung von hoher Relevanz. Eine dabei vielfach
angewendete Strategie in diesem Kontext ist die Nutzung von Nanopartikeln als intravaskuldres
DDS. In der klinischen Anwendung werden bereits liposomale Nanostrukturen eingesetzt
[185]. Sie ermdglichen eine gezielte Verteilung in spezifischen Kompartimenten und verringern
so die Toxizitdt der transportierten Wirkstoffe. Beispielsweise ldsst sich mit AmBisome®
(Gilead Sciences Ltd.) das nephrotoxische Fungizid Amphotericin B gezielt zur Leber und Milz

transportieren, was gleichzeitig die Nieren und Lungen schont [186].

Eisenoxid-Nanopartikel (SPION) als DDS befinden sich derzeit noch in der préaklinischen Er-
probung [187]. Aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften kdnnen SPION mittels MRT ver-
folgt und mithilfe externer Magnetfelder in Kompartimente geleitet werden, was die Spezifitit
des Cargos erhoht und seine Toxizitdt verringert. Ein weiterer angestrebter Einsatzbereich, ist
die gleichzeitige Steuerung der intravaskuldren Nanopartikel im Rahmen des MRT [188,189].
Bereits in den 1960er-Jahren wurde die Verwendung von Eisenoxid-Nanopartikeln als DDS
postuliert [190]. Mitte der 1990er-Jahre wurde erstmals eine klinische Phase I Studie mit einem
,magnetic drug delivery* System mit elektrostatisch beladenen Epirubicin-SPION durchge-
fiihrt [191]. Anfang der 2000er-Jahre wurde ein Doxorubicin-SPION an vier Patienten mit he-
patozelluldren Karzinomen getestet [192]. Dazu wurden die Partikeln intraarteriell tiber kon-
ventionelle Angiografie appliziert und mittels eines im Zieltumor eingebauten externen Mag-

neten angezogen [192].

5.1 Beladung der Nanopartikel und kolloidale Stabilitit

Eisenoxid-Nanopartikelkerne neigen bei neutralem pH stark zur Aggregation, sodass sie mittels
Oberflichenbeschichtungen stabilisiert werden miissen [139]. Durch elektrische Ladungen
(elektrostatische) und/oder rdumliche (sterische) AbstoBung wird den anziehenden Van-der-
Waals-Krifte entgegengewirkt, wodurch sich die Nanopartikel-Suspension stabilisiert. Solche

Oberflachenbeschichtungen konnen auch als Ankerpunkte fiir die Beladung mit Cargo-Material
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genutzt werden, vorausgesetzt, dass die abstoenden gegeniiber den anziehenden Kriften iiber-

wiegen.

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Analyse der Stabilitét elektrostatisch stabili-
sierter, mit CPP beladener Eisenoxid-Nanopartikel. Bei der Beladung sollten die Nanopartikel
eine homogene monodisperse Grofenverteilung aufweisen. Um den Einfluss weiterer Faktoren
zu minimieren, wurde die Beladung (d.h. die Peptidadsorption) in Aqua dest. (pH 7,0) und bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Bei neutralem pH liegt ein Teil der Carboxy-Gruppen der Na-
nopartikel-Beschichtungen deprotoniert vor, wihrend die Seitenketten der basischen Amino-
sduren protoniert sind. Das fiihrt zu einer elektrostatischen Interaktion der Nanopartikel-Ober-
flichen und der CPP. Ein negatives Zeta-Potenzial (<-30 mV) ist eine Grundvoraussetzung
[95, 105] fiir elektrostatisch stabilisierte Nanopartikel. Eine negativere Ladung als -30 mV er-
hoht das AbstoBungspotenzial und somit die Suspensionsstabilitit. In der vorliegenden Studie
erlaubte die Interaktion der CPP mit den elektrostatisch stabilisierten VSOP die Beibehaltung
eines stabilisierenden Zeta-Potenzials in neutralem Milieu (pH 7,0) ohne den Einfluss weiterer
Ionen. Fiir die weitere Experimente wurden nur Partikel ausgewéhlt, die stabil beladen werden
konnten, ohne dass ein Prizipitat auftrat und ein Peptid-Uberschuss notwendig war. In Tabelle
10 fasse ich meine Ergebnisse zu den Charakteristika der hier jeweils gebildeten TDP-SPION

Komplexe zusammen.

Tabelle 10: Ergebniszusammenfassung der untersuchten TDP-SPION

Die Suspensionsstabilitit der Nanopartikel bezieht sich auf die makroskopische Aggregationstendenz
bzw. Groflendnderung im entsprechenden Suspensionsmedium (s. Kap. 4.1, 4.2 und 4.3) (* Makrosko-
pisch zeigte sich keine Aggregation, aber eine Messung des hydrodynamischen Durchmessers von
cIDCC-TDP-Ferumoxytol im physiologischen Puffer war technisch bedingt nicht aussagekrdiftig, s.
Kap. 4.2.1) (** Trotz der konstanten Relaxivitit cIDCC-TDP:VSOP mit zunehmender Inkubationsdauer
im FCS zeigten sich diese im Vergleich zu den anderen Nanopartikeln makroskopisch instabiler im Se-
rum, s. Kap. 4.3. und Abb. 24). Die Adsorptionsstabilitdt bezeichnet die Tendenz der Peptide stabil auf
die SPION gebunden zu bleiben und hdngt mit der Stirke der Adsorption zusammen (Adsorptions-
stdrke). Diese ist reziprok zur festgestellten Desorptions- oder Dissoziationstendenz der Peptide aus den
SPION in der Gelelektrophorese oder durch Resuspension im Serum (s. Kap. 4.4 und 4.5). Die Wirk-
stoffabgabe bezeichnet die gewiinschte spontane Freisetzung bzw. Dissoziation vom Peptid aus den Na-
nopartikeln vor Internalisation desselben in den Zellen (s. Kap. 4.6). Die in die Zellkultur zugefiigten
TDP-SPION erlaubten auch die Untersuchung deren Toxizitdt. Bei cIDCC-TDP:VSOP wurde repetitiv
das zunehmende Absterben von ein Grofiteil der Zellen beobachtet. Bei Dy557-TDP:VSOP zeigte sich
hingegen eine zunehmende Vakuolisierung der Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt), was auf eine mégliche
Unvertriglichkeit derselben hindeutet. Die orientierende Halbwertszeit bezeichnet die ermittelte Blut-
halbwertszeit an Mdusen durch fluoreszenzphotometrische Messungen von Blutproben nach i.v.-Injek-
tion der Nanopartikel. Diese war bei allen TDP-SPION kiirzer als die der unbeladenen SPION (s. Kap.
4.7). Der Nachweis im Zielgewebe entspricht den fluoreszenzmikroskopischen oder -photometrischen
Nachweis der Nanopartikel im Zielgewebe. Dabei wurden fluoreszenphotometrisch geringe Mengen an
cIDCC in lysierten Muskelproben sowohl nach cIDCC-TDP:VSOP als auch nach cIDCC-
TDP:Ferumoxytol i.v. nachgewiesen. Ein fluoreszenzmikrokopischer Nachweis gelang nicht.
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SPION = superparamagnetischer Eisenoxid-Nanopartikel; TDP = TAT-Dysferlin-Peptid; VSOP = Very
small iron oxide particle; Dy557, cIDCC = Fluorophore

Nanopartikel DyS57-TDP:SPION cIDCC-TDP:SPION
(Peptide VSOP Ferumoxytol VSOP Ferumoxytol
pro Nanopartikel) 3) (16) (2) (16)
Suspensionsstabilitiit . . .
ja ja ja ja
(Aq. dest)
Suspensionsstabilitiit . . .
nein ja nein (-)*
(Puffer)
Suspensionsstabilit:it
stabil stabil (instabil)** stabil
(Serum)
Adsorptionsstabilitit hoch gering hoch gering
Wirkstoffabgabe schlecht/nein ja schlecht/nein ja
Zelltoxizitat unklar/mdéglich nein ja nein
Bluthalbwertszeit
kiirzer kiirzer kiirzer kiirzer
(verglichen zu SPION)
Nachweis Zielgewebe nein nein gering gering
1200
900
% 600
g A B c
2
300
[ e——] \-—-
Beladung

Abbildung 49: Schematische Darstellung des Grofien-Beladungsverhiltnisses. A=stabile Nanoparti-
kel mit niedriger Beladung. B=instabile Nanopartikel. C=voll beladene Nanopartikel mit Ladungsum-
kehr und iiberschiissigem Cargo im Dispersionsmedium.

Bei der Beladung der Nanopartikel besteht ein anndhernd glockenférmiges Verhéltnis zwischen
NanopartikelgroBe und Beladung (s. Abb. 49). Bei einer geringen Beladung sind die Partikel

klein und stabil (s. Abb. 49, A) und zeigen eine monodisperse Verteilung. Ab einem bestimmten
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Verhiltnis zwischen Nanopartikel und Peptid nimmt die Aggregationstendenz der Partikel zu,
sodass grofere Partikelaggregate entstehen und die Losung eintriibt (s. Abb. 49, B). Ein zweites
kritisches Verhéltnis wird bei der vollstdndigen Beladung der Nanopartikeloberflache erreicht.
Dies hat eine homogene Potenzialumkehr der Nanopartikeloberfliche zur Folge, wodurch die
Nanopartikel wieder eine stabile Suspension bilden (s. Abb. 49, C). Zur vollstdndigen Nano-
partikelbeladung wird ein Uberschuss an Peptid eingesetzt, der nach der Beladung beispiels-
weise durch Ultrafiltration mit einer Filtrationsmembran abgetrennt wird. Dies ist moglich, weil
die Peptide kleiner als die Nanopartikel sind. Der Versuch, wihrend der vorliegenden Experi-
mente nicht gebundene Peptide von den Nanopartikeln mittels Ultrazentrifugation mit einer
Filtrationsmembran aus regenerierter Zellulose (Amicon Ultra-4 der Firma Millipore, Eschborn
Deutschland) aufzutrennen und wiederzugewinnen, gelang nicht, da sich Peptide und Nanopar-
tikel an die Membran anlagerten (Daten nicht gezeigt). Die Anlagerung von Peptiden und Pro-

teinen stellt ein allgemein hiufiges Problem von Filtrationsmembranen dar [193,194].

Wegen des hohen Peptidbedarfs und -verlusts wurde auf eine iiberschiissige bzw. vollstindige
Beladung verzichtet. Stattdessen wurde ein geringes Beladungsverhiltnis, bei dem die Partikel
stabil blieben, ausgewdhlt (s. Abb. 49, A). ATTO495-TDP diente als CCP-Prototyp zur Bela-
dung der ausgewihlten SPION. Die Experimente ergaben das bereits beschriebene glockenfor-

mige Verhéltnis von Partikelbeladung und Aggregationspotenzial (s. Kap. 4.1., 4.2).

Die SPION konnten stabil und ohne Uberschuss mit maximal je 16 Peptiden pro Ferumoxytol-
Nanopartikel (s. Tab. 10, Abb. 14-16) und 3 Peptiden pro VSOP (s. Tab. 10 und Abb. 9, 10,
12) beladen werden. Die effektive Adsorptionsoberfliche erwies sich bei den Ferumoxytol-
Nanopartikeln durch die volumindsere Carboxymethyl-Dextranhiille fiinfmal groBer als bei
VSOP. Die Kohlenhydrathiille bietet eine grofere effektive Oberfliche fiir die Adsorption der
positiv geladenen Peptide. Bei VSOP hingegen entspricht die Adsorptionsoberfldche der Na-
nopartikel-Oberflache (d. h. A=n*r? fiir kugelformige Nanopartikel). Die Beladungsdichte von
Ferumoxytol in der vorliegenden Studie war vergleichbar mit der in anderen Analysen. Bei der
kovalenten Bindung eines Fluorochroms an Ferumoxytol wurde beispielsweise eine Beladungs-

dichte von 18 Molekiilen erreicht [123].

Das glockenformige Grofen-Beladungsverhalten wurde nicht nur beim CPP-Prototyp
ATTO495-TDP beobachtet. Das beobachtete Verhalten lie3 sich auch bei der Verwendung von
Dy557-TDP und cIDCC-TDP reproduzieren. Die Fluoreszenzfarbstoffe Dy557 und cIDCC
wurden als Alternative getestet, da sich ATTO495 fiir die weiteren Experimente dieser Studie

erwies. Muskelfasern weisen eine starke Autofluoreszenz auf, die der Fluoreszenz des green
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fluorescent protein (GFP) dhneln. Geringe Konzentrationen an Fluorophoren mit dhnlichem
Emissionsspektrum [195] wie ATTO495 sind daher im Muskelgewebe kaum nachweisbar. Ins-
gesamt dhnelte das Grofen-Beladungsverhalten der cIDCC-TDP:VSOP (s. Abb. 12) starker
dem der ATTO495-TDP:VSOP (s. Abb. 9) als das GroBen-Beladungsverhalten von Dy557-
TDP:VSOP (s. Abb. 11).

Bei den Ferumoxytol-Nanopartikeln lieen sich die Ergebnisse von ATTO495-TDP (s. Abb.
14) mit den anderen Peptiden nur eingeschrinkt reproduzieren. Bei niedrigen Beladungsver-
héltnissen zeigten die Ferumoxytol-Nanopartikel dhnliche hydrodynamische Durchmesser. Bei
hoheren Beladungsverhéltnissen verhielten sie sich in Abhéngigkeit vom untersuchten Fluoro-
phor verschieden (s. Abb. 14-16). Bei cIDCC-TDP wurde die Untersuchung durch das gerin-
gere Quenching und die Wellenldngeniiberlappungen des DLS-Detektors mit der Fluoreszenz
des Farbstoffes erschwert (s. Abb. 16). Daher konnten die mit cIDCC-TDP vollstindig belade-

nen Ferumoxytol-Partikeln nicht mittels DLS untersucht werden.

Die negative Ladung der Nanopartikel blieb trotz Adsorption der positiv geladenen Peptide
unterhalb von -30 mV. Anders als erwartet fiihrte die Interaktion des «negativeren» Dy557-
TDP mit VSOP zu einer leichten (absoluten) Abnahme des Zeta-Potenzials (von -37 mV auf -
33 mV), wihrend das positivere cIDCC-TDP eine (absolute) Zunahme des Zeta-Potenzials (auf
ca. -46 mV) bewirkte. Das Zeta-Potenzial wird durch die Anderung des Oberflichenpotenzials,
des Stern-Potenzials (durch die Anderung der Besatzdichte von Anionen bzw. Kationen an der
inneren Helmholtz-Schicht, s. Abb. 50) und der Elektrolytkonzentration des Dispersionsmedi-
ums [115] beeinflusst. Vorstellbar wire, dass das adsorbierte cIDCC-TDP einen Teil der Stern-
Schicht gebildet und zu einer Zunahme der Besatzdichte von Anionen in der diffusen Schicht
geflihrt hat, was das negativere Zeta-Potenzial erklért. Die hohere Anzahl an Anionen in der
diffusen Schicht kdnnte auch die Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers erkldren (von

7,4 nm auf 9,9 nm).
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Abbildung 50: Schematische Darstellung der elektrochemischen Doppelschicht nach dem Grahame-
Modell
Entnommen aus [196]

Mit der physiologischen Pufferlosung (s. Tab. 5) wurde die Suspensionsstabilitit der Nanopar-
tikel gegeniiber Anderungen der Elektrolytkonzentration gepriift. Eine Zunahme der Elektro-
lytkonzentration oder der ionischen Stirke fiihrt zu einer Verkleinerung der Hydrathiille der
beladenen Nanopartikel, wodurch die Nanopartikel ndher miteinander in Kontakt kommen und
iiber die CPP aneinanderhaften kénnen. Diese Uberlegungen spiegelten sich in der gemessenen

Anderung des hydrodynamischen Durchmessers (s. Abb. 17-18) wider.

Es wire plausibel, dass sich die negative Ladung vom Dy557 nach Adsorption auf der VSOP-
Oberflache nach auBlen ausrichtet und zu einer elektrostatischen Abschirmung und Stabilisie-
rung der beladenen VSOP fiihrt. Makroskopisch und iiber die Messung des hydrodynamischen
Durchmessers liel sich eine hohere Labilitdt der cIDCC-TDP:VSOP im Vergleich zu den
Dy557-TDP:VSOP nachweisen (s. Abb. 20). Auch im physiologischen Puffer (s. Tab. 5) zeigte
sich eine geringere Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers der Dy557-TDP:VSOP im
Vergleich zu den ¢cIDCC-TDP:VSOP (s. Abb. 17). Dariiber hinaus erwiesen sich vollstindig
beladene Dy557-TDP:VSOP als stabiler als cIDCC-TDP:VSOP. Bei Letzteren kam es zu einer
starkeren Aggregation und Prézipitation (s. Abb. 12, 13).

Beladene Ferumoxytol-Partikel erwiesen sich als weniger empfindlich gegeniiber einer Ande-

rung der Elektrolytkonzentration (s. Tab. 10). Die auf sterische Mechanismen beruhende Sus-
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pensionstabilitit der Ferumoxytol-Nanopartikel macht sie weniger sensitiv fiir eine Aggrega-
tion durch eine mit der Zunahme der lonenstdrke assoziierten Abnahme der Hydrathiille (s.
Abb. 19). Bei den niedrig beladenen Dy557-TDP:Ferumoxytol blieb der hydrodynamische
Durchmesser trotz Zunahme der Ionenstérke (s. Abb. 18b) sogar in einem konstanten Bereich.
Die Adsorptionsstabilitét in diesen Experimenten wurde nicht iiberpriift. Es kann deshalb nicht
ausgeschlossen werden, dass Dy557-TDP bereits vor der Messung abgegeben wurde. Dann
wire nur die Suspensionsstabilitit von Ferumoxytol bei einer hohen lonenstdrke dargestellt
worden. Bei ATTO495-TDP:Ferumoxytol (s. Abb. 18a) kam es unter den gleichen Bedingun-
gen zu einer hoheren Differenz des hydrodynamischen Durchmessers zwischen niedrig und
vollstdndig beladenen Nanopartikeln. Dieses Ergebnis konnte auf einen unterschiedlichen Be-

ladungsvorgang beider Peptide hindeuten.

5.2 Adsorptions- und Suspensionsstabilitiit in biologischen Medien

Wie dargestellt, ist die Ultrafiltration durch Zentrifugation eine hdufig verwendete Methode zur
Trennung nicht gebundener Cargo-Molekiilen und Nanopartikel. Peptide und Nanopartikel la-
gerten sich an den Filtermembranen an, was diese Methode zur Uberpriifung der Adsorptions-
stabilitét der Peptide auf den Nanopartikeln ungeeignet machte und nicht reproduzierbare Mess-

werte lieferte.

Zur Analyse der Stabilitét der Peptidadsorption wurden die beladenen Nanopartikel elektropho-
retisch aufgetrennt. Die Gelelektrophorese mit einem 1 %igen Agarose-Gel stellte eine gute
Methode dar, um nicht beladene Peptide von den Nanopartikeln zu trennen. Agarose zeichnet
sich durch eine inerte Ladung und konzentrationsabhédngige Porengrof3e aus. Die Gelelektro-
phorese-Experimente belegten, dass Dy557-TDP:Ferumoxytol (s. Abb. 30, 31) die instabilste
Peptidadsorption auswies. Ca. 30 % des Peptides blieb ungebunden bzw. konnte ohne weitere
Einflussfaktoren abgekoppelt werden (s. Abb. 30). Etwas stabiler erwies sich cIDCC-
TDP:Ferumoxytol, wo aber durch Suspension in FCS ca. 50 % vom Peptid aus den Partikeln

desorbierte (s. Abb. 30).

Nanopartikel mit einer raschen Wirkstoffabgabe sind als DDS ungeeignet, da dieses Verhalten
im Organismus zu einem «drug burst release» intravaskulér fithrt und das DDS ineffektiv
macht. Insgesamt war, wie erwartet, die Adsorption der Peptide an VSOP stabiler als an
Ferumoxytol. Die negativen Ladungen der VSOP liegen unmittelbar als eine diinne Citrat-Hiille
auf der Eisenkern-Oberflidche. Daraus resultiert eine hohe Ladungsdichte (negative Ladungen
sind auf einer kleinen Flache verteilt) und eine geringere Entfernung der direkt auf der Nano-

partikeloberfldche von VSOP adsorbierten Peptide zu den negativen Ladungen. Dies ldsst sich
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anhand des Coulombschen Gesetzes, das die Kraft zwischen zwei Punktladungen darstellt, be-
schreiben. Bei der Punktladung wird die rdumliche Ausdehnung von elektrischen Ladungen
nicht beriicksichtigt. Das Coulombsche Gesetz besagt, dass die elektrostatische Kraft (F) pro-
portional zum Produkt beider Ladungsmengen (Q1*Q2) und indirekt proportional zum Quadrat
der Entfernung beider Punktladungen (d°) ist. Je nach Vorzeichen des Produktes werden die
Punktladungen zum Zentrum der Verbindungsgerade beider Punkte gezogen (negatives Vor-
zeichen) oder von diesem abgesto3en (positives Vorzeichen). Entgegengesetzte Ladungen zie-
hen einander mit der Kraft (¥) als Produkt der Ladungen und Quotient der Entfernung an.

Q1=+Q2
F = 7z

Die hohere Ladungsdichte der Citrat-Monoschicht auf den VSOP bewirkt, dass sich die nega-
tiven Einzelladungen der Citratmolekiile symmetrisch verteilen und auf der Partikeloberfléche
konzentrieren. Durch die konzentrierte Oberflichenladung (Q:) und die dichte Adsorption
(kleine d) ist die anziehende Kraft zwischen Peptid und VSOP stark. Dagegen liegen die nega-
tiven Ladungen auf der Carboxymethyl-Dextranhiille von Ferumoxytol weiter voneinander ent-
fernt. Die Gesamtladung verteilt sich iiber ein groBBeres Volumen, sodass sich auf der Adsorp-
tionsoberfldche eine geringere Ladung auswirkt. Die Einzelladung Q: ist geringer und die Ent-
fernung d vom Zentrum der Gesamtladung grofler. Zusammengefasst ist die Anziehungskraft
F bei Ferumoxytol-Nanopartikel geringer, obwohl sich die Partikel aufgrund der Beweglichkeit
der Ketten an die Konformation des Peptides anpassen konnen. Diese Beweglichkeit fiihrt hin-
gegen moglicherweise auch dazu, dass kinetische Faktoren die Adsorptionsstabilitdt zusétzlich

beeintrichtigen.

Die stabile Adsorption zeigte sich auch im Quenching der Fluoreszenzmolekiile. Der Abstand
des Farbstoffes von der Eisenkern-Oberfléche bei Ferumoxytol ist deutlich hoher als bei VSOP
und somit der Quenching-Effekt [177] geringer. Auch der Abstand der Peptide voneinander ist

groBer, was den Quenching-Effekt durch benachbarte Fluoreszenzmolekiile vermindert.

Zur weiteren Uberpriifung der Stabilitit, sowohl der Peptidadsorption als auch der Fihigkeit
der Nanopartikel in Suspension zu bleiben, erfolgte eine Inkubation der beladenen SPION im
Serum. Fiir alle Wirkstoffe ist die priklinische Testung mit Plasma und / oder Serum fiir das
Verstindnis der Pharmakokinetik (Plasmaproteinbindung, Sicherheit, Biodistribution) und
Pharmakodynamik unverzichtbar. Das Serum enthilt Elektrolyte, Proteine, Fette und andere

Biomolekiile. Es stellt lediglich ein Modell dar, da es nicht die gleiche Protein- (65-89 g 1)

86



oder Fettkonzentration bzw. -zusammensetzung wie menschliches Plasma aufweist [98]. Den-
noch kann es bei der vorliegenden Fragestellung als physiologischer in vitro Stresstest fiir die
Adsorptionsstabilitit verwendet werden. Neben der Ionenstérke sind auch Serumproteine ein
Stressfaktor fiir die Nanopartikel. Zunédchst muss die Adsorption von Serumproteinen auf die
suspendierten Nanopartikel beriicksichtigt werden. Durch die Interaktion mit den Serumprote-
inen verkleinert sich die elektrische Doppelschicht und es kommt zur Bildung einer dufleren
Schicht um die Partikel (Proteinkorona) [158,161,197,198]. Weiter wird die Suspensionsstabi-
litdt der Nanopartikel in biologischen Medien durch eine schwer zu simulierende, mogliche
Quervernetzung mit biologischen Bestandteilen (z. B. Serumproteine) beeinflusst

[98,161,199].

Dariiber hinaus sind Proteine wie auch die SPION Kolloide, die durch elektrostatische und ste-
rische Stabilisierungsmechanismen in Suspension gehalten werden. Serumproteine besitzen ge-
nerell eine negative Nettoladung [200], die zur elektrostatischen Interaktion beitrdgt. Im Plasma
sind sie mit 15-25 mEql"! das drittwichtigste Anion [200]. Dariiber hinaus kdnnen sie in Ab-
héngigkeit von ihrer GroBe ein hohes A/V-Verhiltnis aufweisen. Die Oberfléche eines Proteins
kann iiber seine molekulare Masse berechnet werden (A = 6,3 * M%7%) [201]. Generell gilt, dass
die Oberflache weniger schnell abnimmt als die Grof3e. Durch ein hohes A/V-Verhiltnis weisen
einzelne Proteine eine hohe Adsorptionskapazitit auf und stellen potentielle kompetitive Bin-
dungspartner fiir den Cargo der Nanopartikel dar. Die negative Ladung macht sie zu potenziel-
len Alternativbindungspartnern insbesondere fiir positiv geladene Wirkstoffe [202,203], wie
das in der vorliegenden Studie untersuchte TDP. Am Beispiel von Albumin (580-585 Amino-
sduren, isoelektrischer Punkt 5,5, Nettoladung -15 bei physiologischen pH) [204,205] lassen
sich diese Zusammenhinge verdeutlichen. Albumin macht mehr als 50 % (40 g I'") der Serum-
proteine aus und gehort mit ca. 13 negativen Extraladungen zu den negativsten Serumproteinen
[204]. Zusitzlich ist es auch eines der kleinsten Proteine im Serum (Durchmesser ca. 10 nm in
globulédrer Konformation) [200]. Daraus folgt, dass kleine Proteine wie Albumin ein vergleichs-
weise hohes A/V-Verhiltnis aufweisen, wodurch sie zu kompetitiven Bindungspartnern von
elektrostatisch beladenen Nanopartikeln werden. Interessanterweise zeigten frithere Publikati-
onen, dass Ferumoxytol auch mit Molekiilen mit neutraler Ladung (z. B. Doxorubicin) [207]

beladen werden kann. Diese Nanopartikel erreichten erfolgreich ihr Zielgewebe [207].

In den vorliegenden Experimenten fiihrten Serumproteine prinzipiell zu einer Desorption der
TDP von den Nanopartikeln. Bei Ferumoxytol und sehr niedrig beladenen VSOP fand dieser

Vorgang deutlich schneller, im Sinne eines «burst-release», statt (s. Abb. 25, 26). Die einfache
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Abtrennbarkeit vom Peptid aus cIDCC-TDP:Ferumoxytol wurde die Elektrophorese-Experi-
mente (s. Abb. 30) bestitigt, wobei der Effekt weniger stark ausgepréigt war als in den fluores-
zenzphotometrischen Experimenten (s. Abb. 25). Dariiber hinaus deutet die Zunahme an Fehl-
messungen mit cIDCC-TDP:Ferumoxytol in der physiologischen Pufferlosung (s. Kap. 4.2) auf
eine durch die Zunahme der lonenstéirke bedingte Peptiddesorption hin — insbesondere, da die

DLS-Messung der Nanopartikel in Aqua dest. (s. Kap. 4.1.2.3) zuverldssig war.

Bei einer Beladung von VSOP mit cIDCC-TDP 1:1 wurde eine instabile Beladung beobachtet.
Es zu einer zeitlich progredienten Peptiddesorption im FCS (s. Abb. 26). Es ist davon auszuge-
hen, dass die dichtere Adsorption an der VSOP-Oberfldche die Oberflachenladung lokal dndert
und daher bei einer Beladung mit einem einzelnen Peptid auf der Nanopartikel moglicherweise
zur Bildung eines Dipols fithrt. Dadurch wird das Peptid zugénglicher fiir Serumproteine, die

deren Desorption aus der Nanopartikeloberfldche begiinstigen.

Die Relaxivititsmessungen in FCS ergaben, dass es zu einer Zunahme des Durchmessers und
des Gewichtes der Nanopartikel im Serum kam (s. Abb. 23), moglicherweise als Folge der sich
bildende Proteinkorona. Groere (schwerere) Nanopartikel bewegen sich langsamer, sodass lo-
kal der Einfluss auf die umliegenden Protonen (grofere magnetische Inhomogenitét) steigt, was

anhand der Zunahme von 1> (transversale Relaxivitit) im Serum nachweisbar ist [179].

Das komplette Plasma-Proteom beinhaltet circa 3700 Proteine [155]. Von ca. 50 Proteinen ist
bekannt, dass sie mit Nanopartikeln interagieren [198]. Die Interaktion wird durch die GroBe,
die Ladung sowie die Oberfldchengruppen der Nanopartikel beeinflusst [208]. Am haufigsten
wurden Albumin, Immunglobuline vom Typ G (IgG), Fibrinogen, Komplementfaktoren (ins-
besondere C3) und Apolipoproteine als Proteine der Proteinkorona identifiziert [161]. Die Pro-

teinkorona ist jedoch stetig im Wandel [193].

Die Auspriagung der Proteinkorona beeinflusst die Suspensionsstabilitidt der Nanopartikel. Sie
kann sowohl stabilisierend als auch destabilisierend wirken [98]. Die vorliegenden Untersu-
chungen im Serum ergaben eine hohere Aggregationstendenz von cIDCC-TDP:VSOP im Ver-
gleich zu Dy557-TDP:VSOP (s. Abb. 24, s. Tab. 10), bei denen Dy557 moglicherweise die
Bildung einer Proteinkorona erschwert. Eine vergleichbare Tendenz wurde bei den Ferumoxy-
tol-Nanopartikeln nicht beobachtet. Frithere Publikationen zeigten bereits, dass die mit Citrat-
Ionen beschichtete SPION deutlich hiufiger als SPION mit carboxylierten Polymeren mit bio-

logischen Medien aggregieren [209].
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Zusammenfassend ist die elektrostatische Beladung auf Ferumoxytol-Nanopartikel deutlich in-
stabiler als auf VSOP in biologischen Suspensionsmedien, aber letztere bleiben weniger in Sus-

pension und aggregieren vermehrt (s. Tab. 10).

5.3 Peptidabgabe und Internalisierung

Bei einer Verwendung von Nanopartikeln als DDS ist es fiir viele nicht-onkologische Indikati-
onen erstrebenswert, dass sich die Wirkstoffe nach Erreichen des Zielgewebes ablosen und al-
leine ins Innere der Zielzellen gelangen. Eine Internalisierung der SPION ist in solchen Kon-

texten nicht wiinschenswert, da sie den oxidativen Stress in den Zellen erh6hen kénnen [210].

Eine Wirkstofffreisetzung kann in unterschiedlicher Weise erreicht werden [168]. Bei einer
kovalenten Bindung der Wirkstoffe an die Nanopartikeloberflache sind pH-abhingige hydro-
lytische oder Redox-Vorgéinge moglich [168]. Alternativ kann die zielgewebsspezifische Ex-
pression von Enzymen genutzt werden, um den Wirkstoff im gewiinschten Gewebe von den

Nanopartikeln zu separieren [168].

Bei einer elektrostatischen Adsorption des Wirkstoffs mit der Nanopartikeloberflidche dissozi-
iert der Cargo gemdl einer von der Stirke der anziehenden Kréfte auf der Nanopartikeloberfli-
che abhingigen Dissoziations- oder Desorptionskonstante. Um die Rolle der anziehenden
Kriéfte auf der Nanopartikeloberfldche zu verdeutlichen, wurden in der vorliegenden Studie die
hinsichtlich dieses Merkmals stark voneinander abweichenden SPION VSOP und Ferumoxytol
ausgewdhlt. Wie ausgefiihrt, sind die Anziehungskrifte fiir Peptide bei VSOP deutlich stirker.
Die Wirkstoffabgabe und Internalisierungspotential wurde unter Zellkulturbedingungen an hu-

manen Muskelzellen untersucht.

Da die Zeit bis zur Internalisierung der untersuchten freien CPP nicht bekannt war, wurde der
zeitliche Verlauf der Internalisierung freier Peptide und an SPION assoziierter Peptide vergli-
chen. Dariiber hinaus sollte die Effizienz der Peptidfreisetzung aus den beladenen SPION un-
tersucht werden und erste Daten zum zeitlichen Ablauf der Internalisierung der Peptide nach
Desorption aus den Partikeln gewonnen werden. Die hierfiir gewéhlte Methode (s. Kap. 4.6)
weist jedoch verschiedene Limitationen auf. 1) Es wurde lediglich die «Internalisierung» des
Farbstoffes bestimmt. 2) Ein direkter Nachweis der Lokalisation der SPION erfolgte nicht. Die
Durchlichtbilder erlaubten keine sichere Unterscheidung zwischen an der Membran haftenden
und internalisierten SPION. 3) Bei einer Internalisierung der Nanopartikel gemeinsam mit dem
Peptid verringerte das starke Quenching durch die Eisenoxid-Kerne bei VSOP das Signal der

fluoreszierenden Peptide. Damit kann bei einem fehlenden Nachweis von intrazelluldrem
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Flurorophor-TDP:VSOP nicht ausgeschlossen werden, dass Fluorophor-TDP in den Zellen vor-
lag. Moglicherweise hatte nur keine Peptidfreisetzung stattgefunden. Das verwendete Suspen-
sionsmedium (Opti-MEM + L-Glutamin) weist eine deutliche geringere Konzentration an Pro-
teinen auf als das Blutserum auf und wurde auch nicht mit FCS supplementiert. Ein {ibliches
Zellkulturmedium mit 10 % FCS enthilt 3,0-4,5 g I'! Protein [98]. Trat vermehrt Zelldetritus
auf, wurden die Zellen vor dem Austausch des Zellmediums mit PBS kurz gespiilt. PBS enthélt
im Vergleich zu Plasma die zehnfache Konzentration an Phosphat [98], sodass das benutzte
Frischmedium nach dem Waschen mdglicherweise eine hohere Phosphat-Konzentration auf-
wies. Das mehrwertige Phosphat wirkt sich erheblich auf die Ionenstdrke. Damit hatte das ver-
wendete Suspensionsmedium zwar eine niedrigere Proteinkonzentration, aber moglicherweise

eine hohere lonenstérke.

Fiir die freien Peptide cIDCC-TDP (s. Abb. 32) und Dy557-TDP (s. Abb. 34) betrugen die
ermittelten Internalisierungszeiten ca. 20 Minuten, wobei, wie erwartet, cIDCC-TDP schneller
in die Zelle gelangte. Uber die internalisierte Menge lassen sich aufgrund der unterschiedlichen

Fluoreszenzeigenschaften der Fluorophore keine Aussagen machen.

Die Internalisierung von Dy557-TDP:Ferumoxytol war im Vergleich zu Dy557-TDP langsa-
mer (s. Abb. 34). Dieses Phanomen wurde bei cIDCC-TDP nicht beobachtet. Eine mdgliche
Erkldrung ist, dass sich die negative Ladung des Dy557 auf die Internalisierung von TDP aus-
wirkt. In weiterfiihrenden Experimenten (Daten nicht gezeigt) war Dy557-TDP nach einer in-
tramuskuldren Injektion in Médusen auch nach drei Tagen im Inneren der Muskelfasern nicht
nachweisbar. Ferumoxytol-Nanopartikel konnen iiber Endozytose ins Zellinnere gelangen
[207]. Dies erklart moglicherweise die erhdhte, jedoch verzogerte, Internalisierung von Dy557-
TDP:Ferumoxytol. Warum dieser Mechanismus bei der Internalisierung von cIDCC-
TDP:Ferumoxytol nicht greift (l&ngere Internalisierungszeiten als das freie Peptid), ldsst sich
auf den ersten Blick nicht erkldren. Man konnte postulieren, dass die negative Ladung, die die
Internalisierung von Dy557-TDP behindert, zur negativen Oberflichenladung von Ferumoxy-

tol beitragt.

Laut Wilhelm et al. [211] binden negative Ladungen von Nanopartikeln in kationischen Berei-
chen der Zellmembran und «clustern» diese. Die negativen Ladungen der Nanopartikel agieren
simultan repulsiv auf die negativen Ladungen der Zellmembran, was zu einem Biegen der
Membran fiihrt und die Internalisierung fordert [211]. Des Weiteren fiihren die abstoBenden

Kréfte der negativen Ladungen zur Reduktion der Ladungsdichte auf der Zelloberfldche, was
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die Adsorption von weiteren Nanopartikeln begiinstigt, sodass es zur Formation von Nanopar-

tikel-«Clusters» kommt [211].

Zu den potenziellen Internalisierungsmechanismen iiber die Nanopartikel ins Zellinnere gelan-
gen konnten, zdhlen die Pinozytose, die Endozytose (unspezifisch bzw. Rezeptor-abhéngig)
und die Phagozytose. Eine Phagozytose ist bei den hier untersuchten Myotuben und bei Mus-

kelfasern im Muskelgewebe unwahrscheinlich [169].

Aggregierte Nanopartikel kommen aufgrund ihrer Grofe und ihres Gewichtes haufiger mit den
Zellen in Kontakt. Die dullere Schicht aus Proteinen und anderen Biomolekiilen interagiert mit
der Zellmembran, was zur Internalisierung fiihren kann. Laut Safi et al. werden Citrat-beschich-
tete Nanopartikel moglicherweise aufgrund ihrer stirkeren Aggregationstendenz besser als Po-

lymer-beschichtete Nanopartikel internalisiert [209,212].

Zusammenfassend (s. Tab. 10) lieB sich das Peptid intrazelluldr nachweisen, wenn es alleine
oder beladen auf Ferumoxytol-Nanopartikeln hinzugegeben wurde. Das beladene VSOP lief3
sich hingegen intrazelluldr kaum bis gar nicht nachweisen (s. Abb. 36, 37), was auf eine feh-
lende Peptidfreisetzung bzw. -desorption in der Zellkultur und mdglicherweise im Zielgewebe

zuriickgefiihrt werden konnte.

5.4  Orientierende Pharmakokinetik

Die hier aufgefiihrten in vivo Experimente stellen nur einen Teil der im Rahmen des Tierver-
suchsantrags G0028/15 durchgefiihrten Experimente dar. Die dargestellten Versuche dienten
einer ersten Orientierung in Vorbereitung auf zukiinftige Experimente zur Analyse der thera-
peutischen Wirkung des intravends injizierten TDP-SPION. Dazu wurde zunédchst das TDP-
SPION als Konstrukt und die Eignung des SPION als DDS untersucht. Fiir die Entwicklung
einer Therapiestrategie ist es erforderlich, die TDP-SPION im Zielgewebe detektieren und eine
erfolgreiche Peptidabgabe nachweisen zu konnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
erste orientierende pharmakokinetische Untersuchungen durchgefiihrt. Als Zeitpunkt fiir den
histologischen Nachweis der Nanopartikel im Gewebe wurde das Vierfache der Bluthalbwerts-

zeit (intravaskuldre Zirkulation) gewéhlt.

Abbildungen 4547 zeigen die gemessenen Bluthalbwertszeiten der Nanopartikel. Da in den in
vitro Experimenten Dy557-TDP sehr schnell aus den beladenen Ferumoxytol-Nanopartikeln
freigesetzt wurde (s. Kap. 4.4 und 4.5), wurde bei diesen SPION keine Bluthalbwertszeit be-

stimmt.
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Die gemessenen Bluthalbwertszeiten der beladenen TDP:SPION-Konstrukte waren erwar-
tungsgemél deutlich geringer als die der nichtmodifizierten SPION (s. Tab. 10). Betont werden
sollte aber, dass die Werte fiir die Bluthalbwertszeit ausschlieBlich auf Fluoreszenzmessungen
des Fluorophors im Blut beruhen. Eine Desorption vom Peptid und anschliefende Zirkulation

der nicht-beladenen SPION lésst sich nicht ausschlieBen.

Die Verkiirzung der TDP:VSOP-Konstrukte war am ausgeprégten bei cIDCC-TDP:VSOP (30
vs. 4 Minuten) (s. Tab. 9). Bei Dy557-TDP:VSOP hingegen war diese Verkiirzung weniger
ausgeprégt (17 min vs. 30 min) (s. Tab. 9) und die Bluthalbwertzeit war sogar viermal ldnger
als die von cIDCC-TDP:VSOP (17 Minuten vs. 4 Minuten). Diese Befunde unterstiitzen den
aufgrund der negativen Ladungen beobachteten und postulierten positiven Einfluss von Dy557

auf die Beladung.

In den entnommenen Muskelproben konnten die Nanopartikel bzw. der Fluoreszenzfarbstoff
(sowohl cIDCC als auch Dy557) trotz Analyse von Gewebeschnitten unterschiedlicher Mus-
keln und unterschiedlicher Schnittdicke mittels Fluoreszenzmikroskopie nicht nachgewiesen
werden (s. Tab. 10). Aus diesem Grund wurden lysierte Muskelproben analysiert (s. Abb. 48).
Dieses Vorgehen sollte der Entscheidungsfindung dienen, ob weitere Versuchstiere in das lau-

fende Projekt eingeschlossen werden.

Das cIDCC lieB sich fluoreszenzphotometrisch in den Gewebelysaten (100 pg Protein) nach-
weisen. Die Fluoreszenzintensitdt der Proben zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied
verglichen mit der Negativkontrolle. Insgesamt war die gemessene Fluoreszenz jedoch sehr
gering, so dass der Schluss, dass die Peptide in vivo in ausreichender Menge das Zielgewebe
(die Muskelfasern) tatsdchlich erreichen, nicht zuldssig ist. Dies gilt insbesondere, da die the-
rapeutische Effizienz des Peptides eher als gering eingeschitzt wird. Zudem wurden keine Ver-

suche zum Nachweis der intravends injizierten freien Peptide durchgefiihrt.

Bei Dy557-TDP wurde auf eine fluoreszenzphotometrische Analyse von Muskelgewebelysaten
nach Dy557-TDP:VSOP i.v. verzichtet. Hierfiir gab es zwei Griinde. 1) Dy557-TDP lieB sich,
wie bereits oben erwihnt, in weiterfiihrenden Experimenten (Daten nicht gezeigt) nach einer
intramuskuldren Injektion in Miusen auch nach drei Tagen im Inneren der Muskelfasern nicht
nachweisen. 2) Die negative Ladung von Dy557 unterscheidet Dy557-TDP maf3geblich vom
therapeutisch wirksamen nicht-fluoreszierenden TAT-Dysferlin-Peptid [46]. Dieser Ladungs-
unterschied hat zur Folge, dass Ergebnisse aus in vivo Versuche mit Dy557-TDP:VSOP nicht
zur funktionellen Evaluierung vom nicht-fluoreszierenden TDP:VSOP herangezogen werden

konnen.
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5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Kernbestreben dieser Arbeit war die Entwicklung und Analyse von SPION zum Transport
von therapeutisch wirksamen CPP in Muskelzellen. Es bestétigte sich die Hypothese, dass sich
SPION mit kleinen CPP basierend auf einer elektrostatischen Interaktion gut beladen lassen.
Solche CPP:SPION-Konstrukte erwiesen sich aber als zu instabil fiir die Anwendung in vivo.
Biologische Organismen sind komplexe Systeme mit zahlreichen Charakteristika, die eine An-
wendung labiler Therapeutika erschweren. Aus diesem Grund war eine Evaluation der thera-

peutischen Effektivitit des TDP:SPION in vivo nicht moglich.

Neben einer Destabilisierung der Beladung konnen diese Charakteristika auch die Zirkulations-
zeit beeintridchtigen. Laut Literatur werden ca. 95 % der Dosis von systemisch applizierten Na-
nomaterialien in der Leber und Milz sequestriert und erreichen nicht die Zielorgane [213-215].
Diese Einschriankungen stellen insbesondere bei Nanosystemen mit reversiblen Beladungsvor-
gingen und unbekannter Wirkeffizienz ein groes Problem dar. Auch eine vorzeitige Wirk-
stoffabgabe kann einen erfolgreichen Transport des Wirkstoffes zum Zielgewebe (teilweise)
verhindern. Geringe Wirkstoffmengen reichen dann bei einer insgesamt geringen spezifischen

Wirksamkeit des Wirkstoffes moglicherweise nicht aus.

Diese Arbeit beinhaltet orientierende Versuche fiir zukiinftige Experimente, da Eisenoxid-Na-

nopartikel und CPP weiterhin interessante Komponenten im Kontext von DDS darstellen.

Elektrostatische Beladungsansitze fiihren zwar zu empfindlichen Konstrukten, zeichnen sich
aber durch ihre unkomplizierte Herstellung und Cargo-Freisetzung aus. Laut Literatur, der vor-
liegenden Ergebnisse sowie der Kolloid-Theorien sind insbesondere Polymerhiillen-Nanopar-
tikel ideale Nanopartikel-Kandidaten. Fiir eine stabilere Beladung wiren Modifikationen der
CPP vorstellbar, die die elektrostatische Interaktion mit der Hiille verbessern und diese vor
einer vorzeitigen Freisetzung schiitzen. Relevant wére aber, dass diese Modifikationen den
transzelluldren Transport des Peptides nicht verhindern. Ein Beispiel fiir ein erfolgreiches DDS

auf der Basis einer elektrostatische Beladung ist Ferumoxytol mit Doxorubicin [207].

Dariiber hinaus spielt das zu therapierende Gewebe eine Schliisselrolle fiir die Effizienz der
Therapie. Die Wand der versorgenden Gefale des Zielgewebes stellt eine erhebliche Barriere
fiir die Anreicherung dar. Erkrankungen mit erh6hter Permeabilitit der GefdBwand eignen sich
daher besonders, da sich dadurch die Wirkstofflieferung durch das DDS ins Zielgewebe ver-
bessert. Beispiele hierfiir sind Therapieansétze bei soliden Tumoren und Entziindungsvorgén-

gen, die sich durch eine erhohte Gefallpermeabilitit auszeichnen [216]. Im Vergleich hierzu
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weist die Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur eine deutlich niedrigere GefaBpermeabilitit

auf [217,218].

Ist das DDS in der Lage, den Wirkstoff ins Zielgewebe zu transportieren, kann bei magneti-
schen Nanopartikeln durch magnetic drug delivery die Anreicherung verstirkt werden. Dazu
miissen die einwirkenden magnetischen Kréfte stark genug sein, um die hydrodynamischen
Kréfte im zirkulierenden Blut zu tiberwinden. Ferner kann es zur Kettenbildung («chainingy)

der durch das Feld zirkulierenden Nanopartikeln kommen [219].

Insgesamt ist das DDS basierend auf Eisenoxid-Nanopartikeln ein interessanter Ansatz mit ho-
hem Potenzial aber auch zahlreichen Herausforderungen. Die derzeit auf dem Markt erhaltli-
chen, auf Nanopartikeln basierenden Wirkstoffe lassen die Prognose zu, dass vermutlich in Zu-

kunft auch Eisenoxid-Nanopartikeln als DSS im klinischen Kontext verwendet werden.
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