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Kohlenhydrat-basierte Nanocarrier mit spezifischem Zell-Targeting
und minimalem Einfluss durch die Proteinkorona**

Biao Kang, Patricia Okwieka, Susanne Schottler, Svenja Winzen, Jens Langhanki, Kristin Mohr,
Till Opatz, Volker Mailinder, Katharina Landfester* und Frederik R. Wurm*

Abstract: Sobald Nanopartikel mit biologischen Fliissigkeiten
wie Blut in Kontakt kommen, adsorbieren Proteine auf ihrer
Oberfliiche, welche die sogenannte Proteinkorona ausbilden.
Die Wichtigkeit dieser Proteinhiille ist weitgehend anerkannt,
jedoch untersuchen nur wenige Studien den Einfluss von
Oberflichenfunktionalisierung der Nanocarrier auf die Pro-
teinkorona. Vor allem die Variation der Proteinkorona von
PEGylierten und zusdtzlich mit Targeting-Molekiilen verse-
henen Nanotrigern und der Einfluss auf das Targeting sind
nicht bekannt. Hydroxyethylstirke-Nanocarrier (HES-NCs)
wurden synthetisiert, anschlieffend PEGyliert und zusdtzlich
(,on top“) mit Mannose funktionalisiert, um dendritische
Zellen (DCs) spezifisch anzusteuern. Die Wechselwirkungen
mit menschlichem Plasma wurden untersucht: Niedrige Ge-
samtproteinabsorption mit einem dhnlichen Proteinmuster und
eine hohe spezifische Bindungsaffinitit zu DCs zeigen eine
leistungsfihige Kombination von ,Stealth”- und Targeting-
Verhalten.

Die Nanomedizin wird als eine Schliisseltechnologie fiir das
21. Jahrhundert angesehen. Neben der Entwicklung einer
Vielzahl von Nanotransportsystemen und spezifischem Tar-
geting ist die Entwicklung von proteinabweisenden Oberfl-
chen sehr wichtig. Sobald synthetische Nanocarrier mit bio-
logischen Fliissigkeiten in Kontakt kommen, findet aufgrund
der hohen Oberfldchenenergie und hydrophoben Wechsel-
wirkungen eine starke Adsorption von Plasmaproteinen
statt.' Es wird heute angenommen, dass das In-vivo-Schick-
sal jedes Nanotréigers durch diese Protein-Korona bestimmt
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wird und nicht von den intrinsischen Eigenschaften des —
meist polymeren — Nanotrigers.”) PEGylierung (PEG = Po-
lyethylenglykol) ist der gingige Ansatz, um die unspezifi-
schen Wechselwirkungen mit Plasmaproteinen zu reduzieren;
der Effekt wird hiufig als Stealth-Effekt bezeichnet.F! Al-
lerdings ist der Stealth-Effekt allein nicht genug: Spezifische
Targeting-Molekiile miissen zuséatzlich angekoppelt werden,
um die Nanotriger an den Zielort zu steuern.’ Aber wie
beeinflussen diese zusitzlichen Einheiten die Wechselwir-
kung mit Plasmaproteinen? Es konnte eine zusétzliche
Korona erzeugt werden, welche die In-vivo-Effizienz durch
Abschirmen und Deaktivieren des Targeting-Molekiils ver-
andert.

Die Bildung der Proteinkorona ist fiir Einkomponenten-
Nanopartikel, wie z.B. Polystyrol,”?*¢% Zinkoxid," Silicium-
dioxid,”®> Gold,*” Silber®! und Titandioxid,? ! ausfiihr-
lich untersucht. Auflerdem ist bekannt, dass Oberflichen-
modifizierung von Nanopartikeln mit PEG"®! und Zwitter-
ionen™ die Proteinadsorption stark reduziert. Die Kombina-
tion von Stealth-Verhalten mit zusétzlicher Funktionalisie-
rung (,,on top“) mit Targeting-Molekiilen ist jedoch nicht
untersucht worden. Die Protein-Interaktionen eines PEGy-
lierten Nanotrédgers vor und nach der Kopplung von zusétz-
lichen Targeting-Molekiilen ist von entscheidender Bedeu-
ting, um eine effiziente spezifische Zellaufnahme nach Blut-
kontakt zu ermdglichen. Wir vergleichen hier zum ersten Mal
PEGylierte Nanocarrier mit solchen, die zusitzlich Mannose-
Einheiten auf der PEG-Hiille tragen, in Bezug auf ihre
Blutplasma-Interaktionen. Isotherme Titrationskalorimetrie
(ITC), dynamische Lichtstreuung (DLS) und Zellaufnahme-
studien vor und nach Inkubation mit Humanplasma wurden
durchgefiihrt, und der Einfluss auf das Targeting dendriti-
scher Zellen wurde untersucht. Ferner konnte mittels Pro-
teomik-Massenspektrometrie ein charakteristisches Muster
von Plasmaproteinen auf allen Nanocarriern nachgewiesen
werden, welche die spezifische Bindung von Mannose-Lek-
tinrezeptoren nicht verhindern.

Wir arbeiten schon seit einiger Zeit an Hydroxyethyl-
stirke-Nanokapseln (HES-NCs) als biologisch abbaubare
Nanocarrier.'”? Mit der Methode der inversen Miniemulsion
konnen HES-NCs hergestellt, mit hydrophilen Substanzen
beladen und ihre Durchmesser prézise eingestellt werden.
Kiirzlich haben wir tiber die prdzise PEGylierung von HES-
NCs iiber unterschiedliche Syntheserouten berichtet.!"!! Nun
haben wir diese Strategie erweitert, sodass die Nanocarrier
zusitzlich (,,on top*) mit Targeting-Molekiilen funktionali-
siert werden konnen. PEG-Diisocyanat (OCN-PEG;,-NCO,
M, =5000 gmol™") reagiert mit den Oberflichen-Hydroxy-
gruppen des Polysaccharids und erlaubt die anschlieBende
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Kupplung mit Targeting-Molekiilen. Nachdem eine der Iso-
cyanatgruppen mit der Oberfliche reagiert hat, wird die
Reaktivitit des anderen Kettenendes aufgrund der sterischen
Hinderung und des Mobilitdtsverlusts verringert. Wenn
iiberdies iiberschiissiges PEG-Diisocyanat verwendet wird,
kann die Cyclenbildung weiter verringert werden, und die
zweite Isocyanatgruppe bleibt zugédnglich fiir weitere Reak-
tionen. Bei der Reaktion mit Methoxypolyethylenglykoliso-
cyanat (MeO-PEG,;,-NCO, M, = 5000 gmol ') werden nicht-
funktionelle PEGylierte NCs hergestellt, die als Kontrollen
fiir weitere Studien verwendet werden. Der PEGylierungs-
grad der NCs wird mittels NMR-Spektroskopie" fiir sowohl
mono- als auch difunktionelle PEGs mit ca. 5x10° PEG-
Ketten an der Oberfliche quantifiziert (Tabelle S1 in den
Hintergrundinformationen). Dies ist ein erster Hinweis, dass
das PEG-Diisocyanat selektiv an einem Kettenende, ohne die
Bildung von Cyclen, reagiert. Fiir die Kupplung von Targe-
ting-Molekiilen wurden verschiedene Synthesewege unter-
sucht. Fiir verschiedene Biomolekiilen wie Folsdure, %'
Glukose,™ Mannose,[" Galactose"*! oder Disacchariden!™!
ist bekannt, dass sie selektiv an Rezeptoren auf der Zell-
oberfliche binden. Die Kupplung dieser Targeting-Molekiile
an den Nanocarrier beinhaltet meist mehrere Reaktions-
schritte, deren Quantifizierung oft schwierig ist. Hier ver-
wenden wir ein robustes Verfahren fiir die Kupplung von
Biomolekiilen an die Oberfliche der Nanocarrier
(Schema 1), das eine prézise Quantifizierung der gekuppelten

Biomolekiile ermoglicht.
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Schema 1. Allgemeine Vorschrift zur Funktionalisierung von HES-NCs
mit Mannose mittels Isocyanatchemie. Edukte: A: Diisocyanat-PEG
(OCN-PEG110-NCO, M, =5000 gmol™") in Aceton; B: b-Mannosamin
oder 2-Aminoethyl a-b-mannopyranosid in Wasser, Verdampfen von
Cyclohexan und Dialyse.

Aufgrund der schnellen Reaktion von Isocyanaten mit
Aminen'® kénnen aminofunktionalisierte Mannose-Derivate
mit den NCO-Gruppen wihrend des Redispergierens ohne
eine zusitzliche Schutzgruppe an die Nanocarrier gekuppelt
werden (Schema 1). Die aminofunktionalisierten Kohlenhy-
drate reagieren schneller mit den NCs, noch bevor die Hy-
drolyse der Isocyanate erfolgt. Die Konzentration der ami-
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nofunktionalisierten Mannose (vor der Zugabe der NCs) wird
durch den Fluorescamin-Assay quantifiziert (Details siche
Hintergrundinformationen).!'” Nach der Kupplungsreaktion
werden die NCs durch Zentrifugation abgetrennt, und die
verbleibende Mannose-Konzentration in Losung wird durch
das gleiche Verfahren bestimmt, um so die Kupplungseffizi-
enz zu errechnen.

Zwei Mannose-Derivate wurden verwendet: b-Mannos-
amin und 2-Aminoethyl-o-D-mannopyranosid, mit den
Amingruppen an der C-2- oder C-1-Position (die funktiona-
lisierten HES-NCs werden im Folgenden als HES-PEG5000-
C2-Man und HES-PEG5000-C1-Man bezeichnet). Mit
diesem einfachen und schnellen Protokoll konnen bis ca. 2 x
10° (Tabelle S1) Mannose-Einheiten an die NCs gekuppelt
werden. Auch kupferfreie Klick-Chemie wurde untersucht,
fithrte jedoch zu einer 200-mal niedrigeren Mannosedichte als
die zuvor genannte Isocyanat-Route (siche Hintergrundin-
formationen). Dieses allgemeine Protokoll sollte auch fiir
andere Biomolekiile verwendbar sein, solange sie eine
Amingruppe tragen.

Die Bindungsaffinitit der Mannose-funktionalisierten
HES-NCs zu unreifen dendritischen Zellen (iDCs; immature
dendritic cells) wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS,
Abbildung S1) untersucht. In einer kiirzlich publizierten
Studie konnten wir zeigen, dass nicht-modifizierte HES-NCs
eine geringe unspezifische Zellaufnahme aufweisen.!'”’ Neben
der geringen Aufnahme der HES-NCs reduziert eine an-
schlieBende PEGylierung der NCs die Aufnahme in iDCs
noch weiter (Abbildung S1). Auch die NCs, die mittels Klick-
Chemie (d.h. HES-PEGS5000-DBCO-Man) Mannose-modi-
fiziert wurden, zeigen eine dhnlich niedrige Aufnahme in
dendritische Zellen wie die HES-PEGS5000. Dies ldsst sich auf
die geringe Dichte von Targeting-Einheiten pro Kapsel
(0.0028 Mannoseeinheiten pro nm?) zuriickfiihren. Die
Wechselwirkung zwischen dem Rezeptor und einzelnen
Kohlenhydratmolekiil ist mit einer Bindungskonstante im
Bereich von 10°-10* Lmol™' relativ schwach. Sind jedoch
mehr Mannose-Molekiile vorhanden, die mit dem Rezeptor
in Wechselwirkung treten, steigt die Bindungskonstante auf
10°~10" Lmol . Die durch NCO-Kupplung modifizierten
NGCs, d.h. HES-PEGS5000-C2-Man, weisen eine 200-mal
hohere Mannose-Dichte im Vergleich zu HES-PEG5000-
DBCO-Man auf (ca. 0.55 Mannose-Einheiten pro nm?). In-
teressanterweise ist die Bindungsaffinitidt zu iDC dennoch
gering (Abbildung S1B). Dies ist wahrscheinlich darauf zu-
riickzufiihren, dass die freie Hydroxygruppe an der C-2-Po-
sition des Mannose-Molekiils fiir die Interaktion mit dem
Akzeptorprotein essenziell ist und durch die Kupplung blo-
ckiert wird."” Die NCs, die mit 2-Aminoethyl-o-D-manno-
pyranosid (mit der Amingruppe iiber die C-1-Position ver-
kntipft) funktionalisiert sind (HES-PEGS5000-C1-Man),
weisen eine starke Bindung mit iDCs im Vergleich zu den
unmodifizierten und PEGylierten NCs auf (Abbildung S1C).
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass, wenn Mannose iiber
einen PEG-Linker an HES-NCs in einer ausreichenden
Dichte angebracht ist, eine Multivalenzwirkung erzielt wird,
was die zelluldre Aufnahme in iDCs ermoglicht.

Nach diesem erfolgreichen Targeting von unreifen DCs
mit Mannose-funktionalisierten HES-NCs unter unphysiolo-
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gischen Bedingungen wurde der Einfluss von Humanplasma
auf die Protein-Wechselwirkung und die Targeting-Wirk-
samkeit untersucht. Mithilfe der isothermen Titrationskalo-
rimetrie (ITC) wurden die Protein-Wechselwirkungen von
Humanplasma mit den hergestellten HES-NCs bestimmt. Die
HES-NCs wurden mit verdiinntem Humanplasma titriert, um
die Wiarme der Proteinadsorption an der Oberfldche zu be-
stimmen. Die entsprechenden Messwerte wurden in Bezug
auf die Verdiinnungswirme korrigiert. Als Referenz wurden
Standard-Polystyrol(PS)-Nanopartikel (Abbildung 1) ver-
messen, die bekanntermafBen eine hohe Proteinbindungs-
affinitit aufweisen.””!
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Abbildung 1. |TC-Bindungsisothermen fiir die Adsorption von Plasma-
proteinen auf verschiedenen Nanocarriern: unmodifizierte HES-NCs
(schwarze Quadrate m), HES-PEG5000 NCs (rote Dreiecke A) und
HES-PEG5000-C1-Man NC (blaue Rauten &) im Vergleich zu Polysty-
rol-Nanopartikeln (griine Kreise @) als Referenz.

Die Interaktion zwischen Plasmaproteinen und den Na-
nocarriern ist in allen Fillen exotherm, was beweist, dass alle
untersuchten NCs eine gewisse Protein-Interaktion aufwei-
sen. Es besteht jedoch ein erheblicher Unterschied zwischen
den hydrophoben PS-Nanopartikeln und den HES-NCs: die
Bindungsaffinitdt der Plasmaproteine, die durch die An-
fangssteigung der Bindungsisotherme représentiert wird, ist
im Falle aller HES-NCs stark verringert. Dies deckt sich mit
fritheren Ergebnissen aus unserer Gruppe und auch mit Li-
teraturberichten einer niedrigeren Proteinaffinitit von
HESPY oder anderen Kohlenhydraten.”?! Was jedoch auffillt
ist, dass die drei verschiedenen HES-NCs eine sehr dhnliche
Proteinadsorption aufweisen: ITC zeigt nur einen sehr ge-
ringen Unterschied in der Proteinaffinitidt bei PEGylierten
oder zusidtzlich Mannose-funktionalisierten HES-NCs. Dies
ist ein wichtiger Befund, da die ITC einen Einblick in die
Proteinkorona der NCs gibt und zeigt, dass die Mannose-
funktionalisierung keine signifikant erhohte Proteinadsorp-
tion verursacht. Weiterhin wurde eine dynamische Licht-
streuung (DLS) im unverdiinnten Plasma durchgefiihrt, um
die Aggregation der NCs zu untersuchen.”” Die Autokorre-
lationsfunktionen fiir die NC-Plasma-Mischungen konnen
sehr gut mittes Force Fit beschrieben werden (Abbildung S2).
Dies bedeutet, dass die Summe der Autokorrelationsfunk-
tionen der beiden Einzelkomponenten konstant gehalten
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wird und nur die Intensitidten von Plasma und NC als freie
Fitparameter gewihlt werden konnen.”! Die Ergebnisse be-
legen, dass keine Strukturen, die gréer als die Nanocarrier
oder die Plasmakomponenten selbst sind, in der Mischung
detektiert werden. Man sollte jedoch erwéhnen, dass die
Anderungen, die durch eine Monoschicht adsorbierter Pro-
teine auf der NC-Oberfliche hervorgerufen wiirden, mit
dieser Methode nicht nachgewiesen werden kénnen.?!! Somit
beweist die DLS, dass keine groBeren Aggregate von NCs
durch Wechselwirkung mit Proteinen gebildet werden. In
Kombination mit den ITC-Ergebnissen ist das wahrschein-
lichste Szenario also die Adsorption einiger (geringer) Pro-
teinmengen auf der NC-Oberfldche, die dadurch teilweise
bedeckt wird. Diese Annahme wird auch durch Protein-
quantifizierung und SDS-PAGE (Abbildung S3) gestiitzt.
Beide Methoden belegen die insgesamt geringe Proteinad-
sorption auf allen HES-NCs im Vergleich zu einem Referenz
PS-NP.

Proteomics-Massenspektrometrie belegt tiberdies, dass
die Proteinmuster, die auf allen HES-NCs identifiziert
wurden, relativ dhnlich sind, was eine vielversprechende
Voraussetzung fiir spezifisches Targeting in Plasma darstellt
(Abbildung 2). Alle HES-NCs weisen eine vergleichbare
Zusammensetzung der Proteinkorona auf. Lediglich die
PEGylierten NCs zeigen eine geringe Differenz mit einer
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Abbildung 2. \Warmekarte der am hiufigsten gemessenen Proteine in
der Proteinkorona von HES-NC, HES-PEG5000 NC und HES-PEG5000-
C1-Man NC sowie PS-NP als Referenz (bestimmt durch quantitative
Flissigkeitschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie).
Dargestellt sind nur die Proteine, die mindestens 1% der Proteinkoro-
na auf den Nanocarriern ausmachen. Die Werte wurden aus den Mol-
massen des jeweiligen Proteins berechnet.
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insgesamt geringeren Proteinadsorption (Abbildungen 2 und
S3). Wichtig ist, dass in allen Fillen die Proteinadsorption
nicht vollstandig unterdriickt werden kann. Um die Zugéng-
lichkeit der Mannose-Einheiten zu priifen, wurde die Bin-
dung an c-Typ-Lektin analysiert. Der Test wurde vor und nach
der Inkubation mit Humanplasma durchgefiithrt (Abbil-
dung 3).

R ohne Plasma
§ mit Plasma

800 -
700 -
600 -
500 -
400 -

300

Fluoreszenzintensitét

200
100

N

HES

HES- .
PEG5000 Negativkontrolle

PEG5000
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Abbildung 3. Bindung von unmodifizierten (HES), PEGylierten (HES-
PEG5000) und Mannose-funktionalisierten HES-NCs (HES-PEG5000-
C1-Man) mit c-Typ-Lektin vor oder nach Inkubation mit Humanplasma
(die Negativkontrolle wurde ohne Zugabe von Nanocarrier gemessen).

Sowohl die unmodifizierten HES-NCs als auch die
PEGylierten HES-NCs weisen keine spezifische Bindung an
c-Typ-Lektin vor und nach Inkubation mit humanem Plasma
auf (die Negativkontrolle ohne NC zeigt den gleichen Mess-
wert). Die Mannose-funktionalisierten HES-NCs binden
hingegen deutlich an das Enzym, jedoch beeinflusst die Pro-
teinkorona die Bindung von c-Typ-Lektin: Mit adsorbierten
Plasmaproteinen ist die Bindungsaffinitét verringert, aber es
kann immer noch eine deutliche Wechselwirkung nachge-
wiesen werden (Abbildung 3). In Kombination mit den MS-
Daten zeigt dies deutlich, dass die biologische Identitdt der
Nanocarrier durch die Stealth-Eigenschaften der PEGylie-
rung und durch ,,on top“-Mannose-Funktionalisierung kon-
trolliert werden kann und ein spezifisches Targeting von DCs
ermoglicht. Aufgrund ihrer wichtigen Rolle im Immunsystem
ist das Targeting von iDCs biologisch signifikant. Doch als
phagozytische Zellen konnen sie auch unspezifisch NCs auf-
nehmen. Um die spezifische Bindung nach Adsorption von
Plasmaproteinen zu iiberpriifen, wurde die Aufnahme von
Mannose-funktionalisierten HES-NCs in reife DCs (mDCs;
mature dendritic cells) untersucht. Reife DC haben eine viel
geringere Fihigkeit, als phagozytische Zelle zu fungieren,
und die Rezeptor-vermittelte Aufnahme kann deutlich
nachgewiesen werden.

Abbildung 4 belegt eindeutig eine vergleichbare Auf-
nahme von HES-PEGS5000-C1-Man in mDCs vor (Abbil-
dung 4A) und nach (Abbildung 4B) Inkubation mit Hu-
manplasma (Abbildung S5 zeigt entsprechende Mikrosko-
pieaufnahmen). Diese Ergebnisse zeigen, dass PEGylierte
Nanocarrier mit Targeting-Molekiilen, wie Mannose, funk-
tionalisiert werden konnen, um spezifisch sowohl unreife als
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Abbildung 4. In-vitro-Bindung von HES-NCs mit reifen dendritischen
Zellen vor (A) und nach (B) Inkubation mit Humanplasma. Die reifen
dendritischen Zellen wurden mit 150 pygmL~" der HES, HES-PEG5000
und HES-PEG5000-C1-Man fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Zellaufnahme
wurde mit Durchflusszytometrie analysiert. Vorinkubation der NCs mit
Plasma (B) hat einen geringen Einfluss auf die Zellaufnahme. Schwar-
ze Linie im Histogramm (links): unbehandelte mDC; griine Linie:
HES; blaue Linie: HES-PEG5000; rote Linie: HES-PEG-C1-Man.

auch reife dendritische Zellen in Gegenwart von Plasma-
proteinen anzusteuern. Die Interaktion von Plasmaproteinen
mit Mannose-funktionalisierten HES-NCs verhindert nicht,
dass spezifische Rezeptoren diese erkennen. Dieser Befund
deckt sich mit anderen Arbeiten, die iiber eine geringe Pro-
teinadsorption an Polysacchariden, insbesondere HES,™
Chitosan®! und Hyaluronsiure,”””! berichten.
Zusammenfassend wurden Hydroxyethylstarke-Nano-
carrier hergestellt und mit einem zweistufigen Protokoll se-
quentieller nukleophiler Additionen an Isocyanate PEGyliert
und anschlieBend (,,on top“) mit aminofunktionalisierter
Mannose modifiziert. Der geringe Einfluss von Mannose-
Einheiten der PEGylierten NCs auf die Zusammensetzung
der Proteinkorona nach Inkubation mit Humanplasma
konnte mittels ITC, DLS, SDS-PAGE und Massenspektro-
metrie nachgewiesen werden. Weiterhin konnte durch Zell-
aufnahmestudien der NCs in dendritische Zellen und einem
Bindungstest mit c-Typ-Lektin nachgewiesen werden, dass
die Targeting-Molekiile auch nach der Inkubation mit Plasma
fiir die biologischen Rezeptoren zugénglich sind. Wenn man
bedenkt, dass schon einfache Kohlenhydrate wie das Disac-
charid in Bleomycin!™! selektiv Krebszellen ansteuern
konnen, sollte die Kombination aus Stealth-Effekt mit Koh-
lehydrat-basiertem Targeting den Verlust des Stealth-Effekts
nach Kupplung von anderen Targeting-Einheiten vermeiden.

Stichwérter: Kalorimetrie - Kohlenhydrate - Nanocarrier -
Proteine - Wirkstofftransport

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 74367440
Angew. Chem. 2015, 127, 75447548
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