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Der oralen Verabreichung therapeutischer Peptide und Proteine ste-
hen zwei grofiere Hindernisse entgegen: der proteolytische Abbau im
Magen und ein unzulinglicher Absorptionsmechanismus fiir Poly-
peptide aus dem Darmlumen. Daher miissen Therapeutika auf Pro-
teinbasis iiber Injektionen verabreicht werden — ein schmerzhafter
Vorgang, der auf geringere Zustimmung beim Patienten stofst. Daher
war es das Ziel umfangreicher Forschungsarbeiten, diese beiden
Hindernisse zu iiberwinden und die erfolgreiche orale Verabreichung
von Peptidtherapeutika zu erméglichen. Dieser Kurzaufsatz konzen-
triert sich auf die orale Peptid/Protein-Verabreichung iiber den beste-

henden Aufnahmeweg fiir Vitamin B, aus der Nahrung. Aktuelle
Fortschritte auf diesem Gebiet schlief3en die Verabreichung von Ery-
thropoietin, des Granulocyten stimulierenden Faktors, des Luteini-
sierungshormon freisetzenden Hormons und von Insulin ein.

1. Einfiihrung

Mehrere Faktoren machen die orale Verabreichung von
Peptiden und Proteinen zu einem Hauptziel der Wirkstoff-
aufnahme.['! Um die Herausforderungen zu meistern, die sich
aus dem Transport, der Permeabilitét, der gastrointestinalen
Stabilitdt und der Grofle von Proteinmolekiilen ergeben,
wurden unterschiedliche Wege untersucht. Im Rahmen dieses
Kurzaufsatzes konzentrieren wir uns auf das Aufnahmesys-
tem von Vitamin B;, (Cobalamin), das in den letzten 10 Jahre
verstirkt beachtet wurde. Vitamin B, (kurz: By,) ist fiir alle
Tiere einschlieBlich des Menschen ein essenzieller Nah-
rungsbestandteil und Cofaktor. B, ist ein komplexes Mole-
kiil, das aus einer Nucleotideinheit und einem planaren por-
phyrindhnlichen Corrin-Ringsystem mit einem Cobalt(IIT)-
Zentrum besteht (Abbildung 3). Es wird von Bakterien syn-
thetisiert und von Sdugetieren iiber die Nahrungskette auf-
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genommen; die produzierenden Mi-
kroorganismen konnen auch im tieri-
schen Darm oder Pansen vorkommen.
In der menschlichen Erndhrung bildet
die Aufnahme von Fleisch, Leber,
Fisch, Eiern und Milch die Haupt-
quelle fiir Vitamin B{,. Erwachsene
nehmen téglich durchschnittlich 5-
30 ug Vitamin By, zu sich, und bei einem gesunden Erwach-
senen speichert der Korper normalerweise ca. 2-3 mg (mit
einer stindigen Reserve in der Leber von ca. 1 mg). Die
Existenz eines enterohepatischen Kreislaufs (1.4 pg pro Tag
aus Gallensalzen) gekoppelt mit Korperspeichern erklart,
warum nach der Unterbrechung der B,,-Absorption jahrelang
kein B,,-Mangel auftritt.

Die Nutzung des komplizierten B,,-Aufnahmewegs zur
Verabreichung von Arzneimitteln wurde schon in den 1970er
Jahren erwogen, aber erst Fortschritte in den vergangenen 10
Jahren haben das Interesse an diesem Weg wieder entfacht.
Die Verwendung von B, fiir den oralen Wirkstofftransport
hiangt im Wesentlichen von der Féahigkeit ab, By, als effektives
Wirkstofftransportmittel anzupassen. Dies ist stark abhéngig
vom Mechanismus, durch den B, geschiitzt und vom Magen-
Darm-Trakt absorbiert wird. Hier werden wir auf dieses
Thema nur kurz eingehen; Lit. [2] liefert detaillierte Infor-
mationen.

B,, wird durch Verdauungsenzyme und die acide Umge-
bung des Magen-Darm-Systems aus der Nahrung herausge-
16st. Danach wird es durch zwei Glycoproteine, den Intrinsi-
schen Faktor und Haptocorrin, gebunden und transportiert.
Haptocorrin wird von Speicheldriisen abgesondert und zu-
sétzlich von der Magenschleimhaut abgegeben.

Speichel-Haptocorrin (HC; auch Transcobalamin I (TCI)
oder R-Binder) hat bei pH < 3 eine hohe Affinitit zu By, und
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bindet es, wodurch dieses unter sauren Bedingungen vor
Hydrolyse geschiitzt ist. Es reduziert auch das Abfangen
durch die Darmfauna. Der HC:B,,-Komplex wandert vom
Magen zum Zwolffingerdarm, wo der erhohte pH-Wert die
Affinitdt von HC fiir By, verringert. Enzyme der Bauchspei-
cheldriise verdauen dort HC und setzen B, frei.”® B,, bindet
dann an das zweite der beiden Transporter-Glycoproteine aus
dem Magen, den Intrinsischen Faktor (IF, Abbildung 1).
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Abbildung 1. Aufnahmeweg fiir Vitamin B,, aus der Nahrung.

IF wird sowohl von der Magenschleimhaut als auch von
der Bauchspeicheldriise abgesondert und erleichtert den
Transport durch die Enterocyten, der durch rezeptorvermit-
telte Endocytose iiber den apikal exprimierten IF-B,,-Re-
zeptor (Cubulin) erfolgt. Im Anschluss an die Transcytose —
2.5 bis 4 h nach der Nahrungsaufnahme — erscheint B, an
Transcobalamin II (TCII; Abbildung?2) gebunden im Blut-
plasma. B, wird dann iiber den TCII:B,-Rezeptor durch

Abbildung 2. Holo-TCIl mit gebundenem Vitamin B,. Ein fiir Lsungs-
mittel zugénglicher Bereich von B,, um die Riboseeinheit ist rechts ge-
zeigt. Die Bilder wurden von Dr. Damian Allis erstellt.
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Endocytose in die Zellen aufgenommen und nach dem Abbau
von TCII durch Lysozym freigesetzt.

2. Chemische Aspekte

Unabdingbar ist es, die Bindung zwischen B, und jedem
der bindenden Proteine zu kennen, da ein potenzielles The-
rapeutikum idealerweise so mit B, verkniipft sein sollte, dass
die extrem hohe Affinitdt (IF, TC und HC: K ~5 fm) der
unterschiedlichen B,,-Transportproteine fiir das modifizierte
B, unverdndert bleibt. Der Mechanismus fiir die Diskrimi-
nierung zwischen B,, und B;,-Analoga und den spezifischen
B,,-bindenden Proteinen ist kiirzlich untersucht worden.”!

Fiir eine erfolgreiche Nutzung des B,-Wegs ist es be-
sonders wichtig, B;, und das Peptid/Protein so miteinander zu
verkniipfen, dass keine Komponente durch die andere be-
hindert wird. Das Vitamin muss noch durch die an seiner
Aufnahme beteiligten Proteine erkannt werden, und das
Peptid/Protein muss mit seinem Rezeptor/Target wechsel-

www.angewandte.de

Chemie

1041


http://www.angewandte.de

Kurzaufsitze

1042

wirken konnen, um den gewiinschten Effekt hervorzurufen.
Um dies zu erreichen, miissen auf beiden Molekiilen be-
stimmte Stellen fiir die Konjugation ausgew#hlt werden, die —
bekanntermallen oder postuliert — weder fiir die Erkennung
noch fiir die Aktivitdt von Bedeutung sind.

B;, und das Peptid/Protein kénnen 1) direkt miteinander
gekuppelt werden oder 2) durch einen Abstandhalter von-
einander getrennt sein; schlieBlich kénnen 3) Trager mit B,
konjugieren, wobei das gewiinschte Peptid/Protein unkonju-
giert im Trdger enthalten ist. Die Konjugation von Peptiden/
Proteinen mit B;, nach diesen Methoden war an drei Stellen
erfolgreich: direkte Konjugation des Peptids 1) mit den Pro-
pionamidresten in der Peripherie des Corrinrings (es gibt
drei, aber die e-Position vermeidet eine Stérung bei der IF-
Aufnahme), 2) iiber die 5'-Hydroxygruppe der Riboseeinheit
am a-,,Ende” von B, und 3) mit der Phosphateinheit, eben-
falls am a-,,Ende“ (Abbildung 3).

Abbildung 3. Die markierten B,,-Bereiche eignen sich zur Konjugation,
ohne die Affinitit fiir die Transportproteine entscheidend zu beein-
trachtigen. R=0OH (Hydroxocobalamin); R=CN (Cyanocobalamin);
R=Ado (5'-Desoxyadenosylcobalamin).

Jede Stelle kann ausgewihlt werden, je nachdem, wie die
chemische Synthese am einfachsten ist oder welche Art der
chemischen Bindung oder des Abstandhalters gewiinscht
wird. Eine erfolgreiche Aufnahme wurde fiir jede der drei
Positionen nachgewiesen. Das e-Propionamid wird durch
Erhitzen in Sdure unter Riickfluss in die Carbonsdure um-
gewandelt, und das gewiinschte e-Monocarbonsiure-B,,-De-
rivat wird durch Sdulenchromatographie isoliert. Zur Kupp-
lung wurden dann gebréduchliche Agentien wie DCC, EDAC,
CDI, CDT oder SPDP eingesetzt (siche Tabelle 1). Eine
vierte Konjugationsstelle, die zur Herstellung oral verab-
reichbarer niedermolekularer Verbindungen genutzt wurde,
ist die -axiale Position am Cobaltatom von B,,. Dies bedingt
normalerweise die Reduktion von Co™ zum stark nucleo-
philen Co' (durch Natriumborhydrid oder Zn/HCl) unter
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strengem Sauerstoffausschluss und die anschlieBende Reak-
tion mit einer Organohalogenverbindung. Die metallorgani-
sche Co-C-Bindung ist hochst instabil und lichtempfindlich.
In Anbetracht der extremen Reaktionsbedingungen und der
resultierenden instabilen Konjugate wurde dieser Weg hin-
sichtlich der Peptid/Protein-Verabreichung nicht erforscht.
Fiir interessante Beispiele zur Ankniipfung niedermolekula-
rer Verbindungen tiber das Cobaltzentrum und zum In-vivo-
Transport sei der Leser auf Arbeiten von Alberto et al.*! und
Grissom et al.’”) verwiesen.

SchlieBlich verwendeten Olesen et al.”! fiir Rinderse-
rumalbumin eine fiinfte Stelle, und zwar an der Desoxyade-
nosylgruppe, wenn 5'-Desoxyadenosylcobalamin als Bj,-
Quelle eingesetzt wurde. Diese Reaktion ergab geringe
Ausbeuten und lieferte, wie die direkte Konjugation am Co-
baltatom, ein stark lichtempfindliches Produkt.

Insgesamt wurde die Konjugation tiber die (3-Ligandpo-
sition am Cobaltatom vermieden, statt dessen wurde ge-
wohnlich die sehr stark bindende Cyanogruppe verwendet,
um diese Position wihrend der Konjugation an der Peripherie
zu blockieren.

2.1. B,,-Peptid/Protein-Konjugate

Die erste Publikation iiber ein B,,-Protein-Konjugat
wurde 1971 veroffentlicht (siche Tabelle 1).1° In dieser Studie
bildeten Olesen et al. Biokonjugate mit Rinderserumalbumin
(iiber Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid (EDAC) zur
Phosphateinheit von B;, mit Hydroxocobalamin als Aus-
gangsstoff) und mit succinyliertem yG-Globulin (unter Ver-
wendung von 5’-Desoxyadenosylcobalamin als Ausgangsstoff,
was zur Konjugation mit der Aminogruppe der Desoxyade-
nosyleinheit fiihrte). Sie untersuchten diese Konjugate nicht
hinsichtlich eines Wirkstofftransports, sondern deswegen,
weil es 1970 noch schwierig war, B;,-bindende Proteine wie IF
und TCII zu isolieren, und sie folgerten, dass die Immobili-
sierung dieser Konjugate auf Cellulosetrdgern einen Weg zur
Isolierung von Aufnahmeproteinen aus dem Serum durch
Affinitdtschromatographie erdffnen konnte. Die Forscher
isolierten mit einer solchen Vorgehensweise erfolgreich B,-
Proteine aus humanem Magensaft und Serum.

Durch die Herstellung von B,,-Biokonjugaten fiir Ra-
dioimmunassays drangen solche Systeme weiter ins klinische
Umfeld vor. Dieses Gebiet wurde wéihrend der 1970er Jahre
durch die Gruppen von Woldring,! Niswender!"”! und Ah-
renstedt erschlossen."'! Thr Ansatz umfasste die Konjugation
von B, mit humanem Serumalbumin (HSA), um Antigene
herzustellen, zu denen Antikorper erzeugt werden konnten.
Eine orale Verabreichung wurde nicht beriicksichtigt, son-
dern eher eine subkutane Injektion. B, wurde gewohnlich
unter Verwendung von Carbodiimid-Kupplungsreagentien
mit oder ohne N-Hydroxysuccinimid an HSA konjugiert. Die
Injektion mit B;,-HSA-Verbindungen induzierte in Kanin-
chen eine Antikorperreaktion.

Obwohl schon diese frithen Beitrdge zu B,,-Protein-
Konjugaten zur Erforschung von B,,-Protein-basierten Im-
munassays fiihrten (siche zum Beispiel neuere Patente von
Bio-Rad Laboratories!'>'?), begann sich das Gebiet der B.-
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Tabelle 1: Wichtige B,,-Protein/Peptid-Biokonjugate.”!

Protein/Peptid GroRe [kDa] Konjugationsstelle Linker® (Kupplungsreagens) Aktivitat Jahr  Lit.
Direkt konjugiert:
BS-Albumin 66 Phosphat Phosphat-Amin (EDAC) n.b. 1971 [6]
yG-Globulin 150 Phosphat Phosphat-Amin (EDAC) n.b.H 1971 [6]
HS-Albumin 66 e-Monocarboxy GABA (EDAC) Antikérperantwort 1974
1978 [11]
1979
IFN-con 22 5'-Ribosehydroxy ~ Glutaryl (CDI) 24-28% Aktivitat® 1994 [34]
G-CSF 19.6 e-Monocarboxy Disulfid (SPDP) 61-66% Aktivitat! 1995 [14]
Amid (EDAC) 29-85% Aktivitat!d
Hydrazid (EDAC) n.b. bis 1009 Aktivitat!
EPO 34 e-Monocarboxy ~ Amid (EDAC) n.b.[ bis 34% Aktivitat! 1995 [14]
Hydrazid (EDAC) 17-22% Aktivitat'
(DSS)
ANTIDE-1 1.6 e-Monocarboxy EGS (EDAC) n.b.M 1995 [16]
Amid (EDAC) 30% IF-Erkennung
Disulfid (SPDP) 65% IF-Erkennung
sterisch gehindertes Thiol (SMPT) 54% IF-Erkennung
Thioester (NHS-Ester von lodessig-  81% IF-Erkennung
sdure)
Transglutamase-spaltbares Tetrapep- 60% IF-Erkennung
tid (EDAC)
ANTIDE-3 1.6 e-Monocarboxy EGS (EDAC) n.b. 1995 [16]
Amid (EDAC) n.b.
Disulfid (2-iminothiolan) n.b.
sterisch gehindertes Thiol (SMPT)  37% IF-Erkennung
Thioester (NHS-Ester der lodessig-  659% IF-Erkennung
sdure
Transglutamase-spaltbares Tetrapep- 48 % IF-Erkennung
tid (EDAC)
LHRH 1.2 e-Monocarboxy Amid (DCC/NHS) 45% absorbiert 2000 [33]
DP3 0.9 e-Monocarboxy Amid (EDAC) 23% absorbiert 2000 [33]
Hexyl (EDAC) 42% absorbiert
Insulin 5.7 5'-Ribosehydroxy ~ Amid (CDI, CDT) 26% Abnahme des Blut- 2007 [30]
glucosespiegels
Verabreichung von eingeschlossenem Insulin:
mit B,, bedeckte Dextran-Na- 5.7 e-Monocarboxy Amid (CDI) 70-75% Abnahme der 2007 [31]
nopartikel Plasmaglucose
mit B,, bedeckte Dextran-Na- 57 e-Monocarboxy Amid (CDI) 70-75% Abnahme der 2007 [32]
nopartikel Plasmaglucose

[a] Abkiirzungen: BS =Rinderserum, HS=humanes Serum, IFN-con = Consensus-Interferon, G-CSF=Granulocytenkolonie-stimulierender Faktor,
EPO = Erythropoietin, ANTIDE = N-Ac-p-Nal(2), p-Phe (pCl), p-Pa1(3), Ser, Lys (Nic), p-Lys(Nic), Leu, Lys(iPr), Pro, p-Ala-NH,; LHRH = Luteini-
sierungshormon freisetzendes Hormon, DP3 =Octapeptid (Glu-Ala-Ser-Ala-Ser-Tyr-Ser-Ala), GABA=y-Aminobuttersiure, EDAC=1-Ethyl-3-(3-di-
methylaminopropyl)carbodiimid, CDI=1,1"-Carbonyldiimidazol, SPDP = N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)-propionat, DSS = Disuccinimidylsuberat,
SMPT =4-[(Succinimidyloxy)-carbonyl]-a-methyl-a- (2-pyridyldithio)toluol, ~ NHS= N-Hydroxysuccinimid, = DCC= N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid,
CDT=1,1"-Carbonyl-di-(1,2,4-triazol), EGS = Ethylenglycolbis(succinimidylsuccinat). [b] Verglichen mit nativem IFN-con. [c] Verglichen mit nicht-

konjugiertem G-CSF und EPO. [d] Der Linker wurde aufgrund hdchster Ausbeute und/oder Aktivitit gewihlt. [e] n.b. = nicht bestimmt.

Protein-Konjugation fiir die orale Wirkstoffverabreichung
erst nach einer grundlegenden Arbeit von Russell-Jones in
den 1990er Jahren wirklich zu entfalten.” 1995 und 1996
erschienene Publikationen, in denen die Synthese und orale
Verabreichung des Granulocytenkolonie-stimulierenden
Faktors (G-CSF) und von Erythropoietin (EPO; siche Ta-
belle 1)1 mit nachgewiesener In-vivo-Aktivitit beschrie-
ben wurden, wiesen den Weg. G-CSF ist ein Proteinfaktor,
der die Produktion der weilen Blutkorperchen im Korper
anregt. Amgen verwendet G-CSF zur Herstellung der inji-
zierbaren Wirkstoffe Neupogen (Filgrastim) und Neulasta
(Pegfilgrastim), die verwendet werden, um bei Krebspatien-
ten wihrend der Chemotherapie die Zahl der weiBlen Blut-
korperchen im normalen Bereich zu halten. EPO stimuliert
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die Reifung von erythroiden Vorlduferzellen zu reifen Ery-
throcyten. Es wird zur Behandlung von Anémie bei Dialy-
sepatienten eingesetzt. Wie alle Therapeutika, die in dieser
Ubersicht genannt sind, miissen auch sie parenteral verab-
reicht werden. Die Publikationen beschrieben Methoden zur
Konjugation von G-CSF und EPO mit e-Monocarbonséiure-
modifiziertem B,,. Die Verwendung von unterschiedlichen
Abstandhaltern erméglichte die Bildung von Biokonjugaten,
die signifikante Affinitdt fiir den Intrinsischen Faktor be-
hielten und bei In-vivo-Untersuchungen bis zu 85% des
parenteral verabreichten Proteins lieferten (siche Tabelle 1).

Auflerdem haben Russell-Jones und Mitarbeiter das Lu-
teinisierungshormon freisetzende Hormon (LHRH) sowie
LHRH-Antagonisten an B;, konjugiert.") LHRH steuert die
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Synthese und Freisetzung von Gonadotropinen der Hypo-
physe. Es wurden viele LHRH-Analoga entwickelt, die Sto-
rungen des Gonadotropinhaushalts behandeln kénnen. Im
Allgemeinen muss bei oraler Verabreichung mehr als das 100-
bis 1000-fache an LHRH gegeben werden wie bei parente-
raler Verabreichung. Klinische LHRH-Antagonisten werden
daher gegenwirtig iiber Injektion oder als Nasenspray ver-
abreicht.'¥ Eines dieser Analoga ist ANTIDE — N-Ac-p-Nal-
(2), p-Phe(pCl), p-Pal(3), Ser, Lys (Nic), p-Lys(Nic), Leu,
Lys(iPr), Pro, p-Ala-NH, -, das den Eisprung stark hemmt
und in minnlichen Ratten und Affen einen chemischen
Kastrationseffekt hervorruft. Russell-Jones et al."® konju-
gierten die Positionen 6 (in ANTIDE-1) und 8 (in ANTIDE-
3) iiber die e-Monocarboxy-Position mit B,. Sie untersuchten
eine Reihe nichtspaltbarer und spaltbarer Linker sowie Ab-
standhalter verschiedener Liange. ANTIDE-1 und ANTIDE-
3 wurden iber verschiedene Linker mit (2-Amino-
ethyl)amido-e-B;, verkniipft. Unter Verwendung von Anili-
do-, Ethylenglycolbis(succinimidylsuccinat)(EGS)-  oder
Disuccinimidylsuberat-Abstandhaltern ~ (siche = Tabelle 1)
wurden nichtspaltbare Linker hergestellt. Die Konjugate
zeigten eine mit nativem ANTIDE vergleichbare In-vitro-
Aktivitdt, doch ihre In-vivo-Aktivitdt war stark reduziert.
Dies war sehr wahrscheinlich eine Folge sterischer Effekte
durch die direkte Bindung des Peptids an das Vitamin oder
der schnellen Freigabe durch die B,,-bindenden Proteine.
Biokonjugate mit spaltbaren Linkern mit Disulfidbriicken
wirkten in vitro geringfiigig schwécher als solche mit Anilido-
und EGS-Verkniipfungen, aber Abstandhalter mit Disulfid-
briicken zeigten eine deutlich erh6hte Aktivitit in vivo (siehe
Tabelle 1). Auch Abstandhalter mit y-Glutamyl-e-Lysin-Bin-
dungen, die durch Serum-Transglutaminasen gespalten wer-
den, wurden getestet. Die entsprechenden Konjugate zeigten
eine passable In-vitro-Aktivitit, hatten aber eine stark redu-
zierte In-vivo-Aktivitdt. In IF-Bindungsassays wiesen alle
Konjugate von &-B;, eine mit nichtmodifiziertem B, ver-
gleichbare Aktivitidt auf. Eine geringe Aktivitét in vivo war
dann hochstwahrscheinlich auf sterische Effekte durch die
direkte Bindung des Peptids an das Vitamin zuriickzufiihren
oder auf die schnelle Abgabe durch die B,,-bindenden Pro-
teine.

Neuere Erfolge von Russell-Jones und Petrus et al. bei In-
vivo-Anwendungen mit Insulin werden in Abschnitt 3 be-
schrieben.

3. Biologische Aspekte

Die Verwendung von B;, zum Transport therapeutischer
Peptide hat neue Aufmerksamkeit erlangt, nicht nur weil es
die Absorption aus dem Magen-Darm-Trakt fordern kann,
sondern auch, weil es die Verweilzeit im Plasma erhoht.['”)
Die Nutzung von B,, zum Wirkstofftransport ist jedoch durch
die Menge an B, begrenzt, die bei einer gegebenen Dosis aus
dem Darmlumen absorbiert werden kann. Ob die B,,-Ab-
sorption mit den gesamten Korpervorriten an By, variiert, ist
unbekannt, aber der absorbierte Anteil sinkt, wenn die orale
Dosis erhoht wird." Dennoch nimmt die Gesamtabsorption
an B, mit erhohter Einnahme zu.
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Studien zur Messung der B,,-Absorption beruhen auf der
Ganzkorperzdhlung von radioaktiv markiertem B;,, der
Ziahlung von radioaktiv markiertem B, im Stuhl oder auf
beidem. Bei Tiermodellen zum B,,-Metabolismus besteht
zusdtzlich die Moglichkeit, Gewebe zu extrahieren und da-
durch die Verteilung der Markierung im Gewebe zu quanti-
fizieren. Friihe Beitrige'] lieBen jedoch den B,-Weg als ein
im Menschen einzigartiges Phdnomen erscheinen, das in
Ratten zu verschieden war, um es zu vergleichen. Diese frii-
hen Studien zur Absorption von radioaktiv markiertem B, in
Ratten mussten mit hohen Dosen ausgefiihrt werden, da die
spezifische Aktivitdt des Materials gering war. Mit der Ver-
fiigbarkeit von markiertem B;, mit hoherer spezifischer Ak-
tivitat ist es jedoch moglich, sehr viel kleinere Testdosen
einzusetzen und trotzdem hohe Genauigkeiten zu erzielen.
Tatséchlich hat sich das Rattenmodell jetzt als sehr wertvoll
fir die Evaluierung der B,-Absorption und -Exkretion er-
wiesen; Ratten zeigen dhnliche Reaktionen wie Menschen,
sogar wenn nach einer Gastrektomie Human- oder Schweine-
IF mitverabreicht werden. Die frithen Befunde in der Ratte”
ergaben eine mittlere Absorption von 52.3 % bei einer Dosis
von 1-10 ng, wihrend bei Dosen von 1-2 pg alle Tiere weni-
ger als 10% absorbierten. Dies bestitigten Moertel et al.,"”!
die Dosen von 0.01-0.545pg verwendeten, wovon im
Durchschnitt 53.4-8.0 % absorbiert wurden.

Adams et al.?!! maBen den absorbierten Anteil an radio-
aktiv markiertem B;, im Menschen und zeigten, dass bei einer
Dosis von 1 ug fast 50 % gespeichert wurden, 20 % bei einer
Dosis von 5 pg und um 5% bei einer Dosis von 25 pg. Eine
zweite B,-Dosis, die 4-6 h spiter verabreicht wurde, wurde
genauso gut absorbiert wie die erste;*? diese Zeitspanne wird
allerdings nicht benotigt, da die mittlere Regenerationszeit
von Cubilin nur 30 min betrigt.”®@ Wenn groBe Dosen an
kristallinem B, aufgenommen werden, kann bis zu 1% der
Dosis durch Massenwirkung — auch in Abwesenheit von IF —
absorbiert werden.” Diese Massenwirkung tritt wahr-
scheinlich nicht auf, wenn das relativ kleine B, an ein viel
groBeres therapeutisches Peptid gebunden ist.

Um die Verwendbarkeit von B,, als Tréager fiir Peptide
abzuschétzen, ist es wichtig, die beobachteten Werte der B,-
Absorption zu den Anforderungen des Peptidtransports in
Beziehung zu setzen. Wegen der sehr geringen Absorption
iiber das Darmepithel und den harschen Bedingungen im
Magen-Darm-Trakt betrdgt die orale Bioverfiigbarkeit von
Peptidwirkstoffen normalerweise weniger als 1-2 %.>%" Ei-
ne frithe Studie am Menschen mit Insulin zeigte, dass etwa
0.5% des aktiven Insulins absorbiert werden, wenn es in
groBer Menge (100 Einheiten pro kg Korpergewicht) direkt
in den oberen Leerdarm (Jejunum) eingebracht wird.”? Da
diese Art der Verabreichung die Proteolyse im Magen um-
geht und die Studie an einem Patienten mit totaler Pan-
kreatektomie ausgefiihrt wurde, ist anzunehmen, dass der
Wert von 0.5% nahe der oberen Grenze fiir eine orale Ver-
abreichung von ungeschiitztem Insulin liegt. Damit ein
Transportsystem wirklich niitzlich ist, muss es die Leistungs-
fahigkeit der Absorption deutlich iiber dieses Ausgangsni-
veau von 0.5% (fiir Insulin) anheben. Vorausgesetzt, die Ef-
fizienz der B,-Absorption liegt bei 5-55%, ist die Verwen-
dung von B,,, um die Aufnahme von Peptiden zu verbessern,
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sicherlich brauchbar. Da dieser Leistungsgrad jedoch nur im
oberen Grenzbereich der Absorption (ungefihr bei Dosen
von 20-25 pg im Menschen) realisierbar ist, wire ein Peptid,
das nur in geringen Dosen vorhanden ist, ein geeigneter
Kandidat fiir diesen Weg. Alternativ ist es moglich, die Be-
ladung zu erhohen, sodass jedes einzelne B;,-Molekiil meh-
rere Peptide entweder direkt oder indirekt gebunden trigt.
Eine mehrfache Dosierung von Bj,-Konjugaten konnte ein
wichtiger Weg bei zukiinftigen Untersuchungen sein.

4. Fortschritte

Da die IF-Bindung fiir den Erfolg des B,,-Aufnahmewegs
entscheidend ist, muss zunéchst die Affinitdt des modifizier-
ten B,, gegeniiber IF erforscht werden. McEwan et al.*’]
synthetisierten zwolf biologisch aktive Derivate von Vita-
min B;, mit Abstandhaltern an der 5'-Hydroxygruppe der
Ribose-Einheit. Ihr Potenzial, als Transportmittel fiir Protei-
ne, Nanokiigelchen oder Immunogene unter Verwendung des
Vitamin-B,,-Aufnahmesystems zu wirken, wurde durch Be-
stimmung ihrer Affinitdt fiir den Intrinsischen Faktor (IF)
und Nicht-IF bewertet. Die Ribose-5'-carbamat-Derivate
zeigten dhnliche Affinitét fiir den Intrinsischen Faktor wie die
e-Monocarbonsdure von B;,. Die Affinitét fiir Nicht-IF war
dhnlich derjenigen von nichtmodifiziertem B;, und sogar
hoher als fiir einige der kleineren Derivate. Mit B,-5'-Carb-
amat-Adipinsduredihydrazid derivatisierte Nanopartikel
wurden deutlich besser von Caco-2-Zellen aufgenommen als
nichtmodifizierte Partikel.*”!

Nach diesen Befunden mit IF untersuchten Russell-Jones
und Mitarbeiter durch Radiomarkierung mit ¥’Co und '*I das
AusmaB, in dem Bj,-gebundene Peptide absorbiert wur-
den.™™ In einer Versuchsreihe wurden die Bindung der B,,-
Peptid-Biokonjugate an IF, die Bindung von IF-B,-Peptid-
Komplexen an spezifische zellulire Rezeptoren (IFCR) auf
der Oberfldche von Caco-2-Monoschichten und die Transcy-
tose von Bj,-Peptiden iiber Endothelbarrieren erforscht.
AuBlerdem wurde versucht, die Ergebnisse durch In-vivo-
Messungen im Rattenmodell zu bestdtigen. Alle By,-Peptid-
Biokonjugate banden an IF und wurden durch IFCR-Re-
zeptoren auf Caco-2-Monoschichten erkannt. Die Bindung
zeigte Sidttigungsverhalten und konnte durch Zugabe eines
20-fachen Uberschusses von B,,-IF inhibiert werden. In-vivo-
Studien an Ratten ergaben 53, 45, 42 und 23 % Absorption
der eingesetzten Radioaktivitdt bei By,, B;,-LHRH, B ,-Hex-
DP3 bzw. B;,-DP3. Mit einem mehr als 10°-fachen Uber-
schuss an B, fiel die Absorption unter 4 %, und die Konju-
gate zeigten eine dhnliche Verteilung im Gewebe wie nor-
males By,.

Petrus et al.®” nutzten kiirzlich den B,,-Aufnahmeweg,
um oral Insulin zu verabreichen, das direkt an die 5'-O-Posi-
tion der Ribose-Einheit von B,, gebunden war. Der Lysinrest
an Position 29 der B-Kette von Rinderinsulin wurde iiber
CDT-Kupplung konjugiert (Abbildung4). Das Reaktions-
produkt wurde durch Ionenaustauschchromatographie ge-
reinigt und nach Ultrazentrifugieren als eine monodisperse
Spezies identifiziert. Lys29 wurde als Ankniipfungspunkt
gewihlt, weil die beiden anderen Lysinreste von Insulin se-
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Abbildung 4. Oben: B,,-Insulin-Konjugat mit Bindung zwischen dem
Lysinrest des Insulin-B-Strangs (Lys29) und der Hydroxygruppe der
B,,-Riboseeinheit. Unten: Das gleiche Konjugat gebunden an TCII.
Insulin ist rot, B,, gelb dargestellt.

lektiv geschiitzt werden konnen und weil bekannt ist, dass
Lys29 an der Oligomerisierung beteiligt ist, beziiglich der
Aktivitdt aber keine Rolle spielt. Spektrophotometrische
Studien zur Bindung des Intrinsischen Faktors zeigten, dass
das Bj,-Insulin-Biokonjugat vom Intrinsischen Faktor er-
kannt wurde.® Um die In-vivo-Wirksamkeit des B ,-Insulin-
Konjugats zu priifen, wurde Blut des STZ-induzierten Dia-
betes-Rattenmodells vor und nach der oralen Verabreichung
des Konjugats iiber einen Zeitraum von 5 Stunden untersucht
und mit dem Verlauf des Blutzuckerspiegels nach Verabrei-
chung einer Losung mit einer dquimolaren Menge freien In-
sulins verglichen. Vor der Verabreichung bestétigten Mes-
sungen des Blutzuckerspiegels im niichternen (>4h) Zu-
stand hyperglykimische Werte (15.6 +0.8 mmolL™") und so-
mit einen Insulinmangelzustand. Das Bj,-Insulin-Konjugat
ergab eine 4.7-fach groBere Abnahme des Bereichs unter der
Blutzuckerkurve (p =0.056) als bei Verabreichung von frei-
em Insulin.?” Um herauszufinden, ob die entsprechende
Anderung in der Blutzuckerkonzentration iiber einen B,-
abhingigen Aufnahmeweg vermittelt wurde, untersuchte man
die Blutzuckerkonzentration als Reaktion auf das B,,-Insulin-
Konjugat, das in Gegenwart eines 10>-fachen Uberschusses an
»freiem® B,, verabreicht wurde. Eine signifikant schwéchere
Reaktion des Blutzuckerspiegels deutete in diesem Fall dar-
auf hin, dass das ,,freie” B;, den Aufnahmeweg geséttigt hatte
und den Transport des By,-Insulin-Konjugats verminderte."!
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Die Experimente von Petrus et al. wichtig sind, doch die
absolute Senkung des Blutzuckerspiegels (um ungefihr 30 %
des Anfangswerts) erreicht noch nicht die in der klinischen
Praxis erforderlichen Werte (ca. 75% ). Da die Forscher eine
Dosis oral verabreichten, die die Obergrenze der Absorption
iiber den B ,-Aufnahmeweg iiberschritt, stellt die Senkung
des Blutzuckerspiegels um ca. 30% des Anfangswerts ver-
mutlich eine Obergrenze fiir den Insulintransport iiber den
B,-Aufnahmeweg dar, wenn man von Konjugaten mit einem
Insulin/B,-Verhiltnis von 1:1 ausgeht.

Um diesen Maximalwert zu erhohen, hat die Arbeits-
gruppe von Jain und Russell-Jones®* B ,-Nanokiigelchen
zum Insulintransport getestet. Die B;,-Nanokiigelchen wur-
den durch Modifizierung der Oberfldiche von Nanopartikeln
(NPs) mit Bernsteinsdureanhydrid und Konjugation mit
Amino-B,,-Derivaten iiber eine Carbamatbindung herge-
stellt. Die prozentuale pharmakologische Verfiigbarkeit der
70K-Nanopartikel (NPs) mit 2, 3 und 4 Gew.-% Insulin war
1.1-, 1.9- bzw. 2.6-mal hoher als mit NPs ohne B,; dies ist in
Einklang mit der Hypothese, dass die Aufnahme der NPs
durch By, vermittelt wurde. Nach der oralen Verabreichung
dieser Transportsysteme (20 IUkg™") erreichten die Gluco-
sekonzentrationen im Plasma nach 5h einen Tiefpunkt bei
70-75% der Grundwerte. Die Blutzuckerspiegel blieben da-
nach bis zu 54 h stabil, wenn auch weniger stark gesenkt. Zu
bemerken ist, dass die Tiere in dieser Studie erst eine Stunde
vor der Verabreichung niichtern gehalten wurden. Daher
konnen sich die Grundwerte infolge einer Nahrungsaufnah-
me in den 4 h vor Versuchsbeginn erhoht haben, was nicht
kontrolliert wurde. Auflerdem gibt es bei dieser Methode
Probleme mit der Formulierung, etwa durch Unterschiede in
der Dispersitit der Proteine und der Menge an eingebettetem
Protein. Dennoch zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass
mit den B,-Nanokiigelchen klinisch relevante Senkungen des
Glucosespiegels erzielt werden konnen. Dies hat zur Ent-
wicklung des Medikaments Oradel (Apollo Life Sciences)
gefiihrt, das demnéchst in die Phase I der klinischen Priifung
eintritt.

5. Ausblick

Die Synthese und In-vivo-Aktivitdt von B;,-Nanokiigel-
chen hat ein betréchtliches Potenzial fiir die orale Verabrei-
chung von Peptiden oder Proteinen. Es sind jedoch noch
Schwierigkeiten beim Design von Nanopartikeln zu iiber-
winden; dazu gehoren die Herstellungskosten, mogliche
Komplikationen durch eine Toxizitdt der Nanopartikel, Un-
stimmigkeiten bei den verabreichten Peptidmengen sowie
Formulierungs- und Polydispersitdtsprobleme. Fiir bestimmte
Proteine aber — einschlieBlich jener, bei denen der B,-Weg
die Aufnahme einer klinisch relevanten Dosis nicht ermog-
licht — kann dieser Route moglicherweise gangbar sein.

Die direkte Konjugation von Peptiden/Proteinen und B,
wire jedoch die ideale Nutzung dieses Transportmechanis-
mus. Wir sind der Meinung, dass dies auf zwei Arten gelingen
kann: Erstens, indem der Transportweg fiir Peptide/Proteine
genutzt wird, die nur in sehr niedrigen Konzentrationen im
Serum auftreten, und zweitens durch Ankniipfen einer Kette
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von Peptiden mit spaltbaren Linkern an das B,-Molekiil. Es
wird notwendig sein, die optimale Kettenldnge zu bestimmen,
da mit zunehmender Kettenldnge voraussichtlich die schiit-
zende Wirkung durch B;, und seine Aufnahmeproteine ab-
nehmen wird. Arbeiten der Autoren in Zusammenarbeit mit
Shimadzu Scientific Instruments (Maryland, US) deuten
darauf hin, dass By, allein Proteasen wie Trypsin nicht davon
abhalt, Insulin zu verdauen. Folglich wurden bioabbaubare
Polymersysteme verwendet, um das Protein zusitzlich zu
schiitzen. Wird das System so gewéhlt, dass das Polymer auch
an das Bj,-Protein-Konjugat gebunden wird und die expo-
nierten Proteinbereiche umbhiillt, kann ein besserer Schutz
gegen die Proteolyse im Magen erreicht werden.P"!

Obwohl die orale Gabe von Wirkstoffen die gebréduch-
lichste Methode ist, werden Peptid/Protein-Verabreichungs-
techniken bislang den Erwartungen noch nicht gerecht. Neue
Transportstrategien mit nur kleinen Verbesserungen bei der
Wirkstoffaufnahme konnten aber schon zu signifikanten
Unterschieden in der Patientenakzeptanz oder bei klinischen
Ergebnissen fithren. Die erfolgreiche orale Verabreichung
von Proteinen wiirde zudem die Entwicklung entsprechender
Impfstoffe nach sich ziehen, die eine stark erhohte Immun-
antwort an der wichtigsten Eintrittsstelle fiir Krankheitser-
reger, namlich der Magen- und Darmschleimhaut, ermogli-
chen wiirden. Die Entwicklung eines oralen Transportme-
chanismus fiir Vakzine und andere therapeutische Peptide
wire ein bedeutender Beitrag fiir die medizinische Versor-
gung in Entwicklungsldnder. Dies ist ein starker Anreiz, den
B,,-Aufnahmeweg fiir die orale Verabreichung von Wirk-
stoffen weiter zu verfolgen.

Die Autoren danken Dr. Damian Allis fiir die Anfertigung der
Abbildungen. Die Bilder wurden mit VMD®"! und POVray
(persistence of vision ray tracer) v.3.6.1 erstellt. Wir danken fiir
die finanzielle Unterstiitzung durch die Syracuse University
und einen Enitiative Award der Ewing Marion Kauffmann
Foundation (Kansas City, MO, USA).
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