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1. Einleitung

Die Verwendung nanoskaliger Materialien fîr therapeu-
tische Zwecke ist eines der interessantesten Felder der Na-
notechnologie. Kînstliche Nanopartikel (NPs) sind ein viel-
versprechendes Hilfsmittel, das derzeit fîr Anwendungen
beim Wirkstoff-Transport, der Diagnostik und der Bildge-
bung sowie in medizinischen Produkten wie Implantaten ge-
testet wird. Ihre geringe Grçße von normalerweise 10–
100 nm[1] ermçglicht das Durchdringen biologischer Barrie-
ren und das Eindringen in Organe und Gewebe. Kînstliche
Nanopartikel kçnnen sogar durch endozytotische Mechanis-
men in Zellen gelangen.[2] Sie haben das Potenzial fîr grç-
ßenabh�ngige Interaktionen mit Zellen, Zellorganellen,
Proteinen oder DNA. Auch wenn die Anwendungsmçglich-
keiten von Nanopartikeln bereits umfangreich untersucht

wurden, bleibt die Vorhersage der NP-
Zell-Interaktion und der NP-Biodis-
tribution ein Forschungsthema.

Die Nanotechnologie ermçglicht
es, Materialien entsprechend den An-
wendungsanforderungen spezifisch zu
gestalten. Bestimmte Eigenschaften
der Nanopartikel kçnnen manipuliert

werden, um einzigartige physikalische, chemische und biolo-
gische Eigenschaften zu erlangen und um letztlich multi-
funktionale Nanopartikel-Plattformen zur Verfîgung zu
stellen. Nanopartikel kçnnen aus verschiedensten Materiali-
en hergestellt werden, einschließlich anorganischer Materia-
lien wie Gold, Eisenoxid oder Silicium, organischer Polymere
wie Polystyrol (PS), Polylactid (PLA) oder Polylactid-co-
Glycolid (PLGA) oder Biopolymere wie Proteine, Kohlen-
hydrate oder Lipide. Die meisten Anwendungen der Nano-
medizin konzentrieren sich aktuell auf den gezielten Trans-
port von Wirkstoffen innerhalb des Kçrpers.[3] Die Verkap-
selung von Pharmazeutika in Nanopartikeln oder -kapseln
kçnnte viele Probleme umgehen und wurde bereits zum
Einsatz in der Krebstherapie vorgeschlagen.

Chemotherapeutika wie Doxorubicin und Paclitaxel wa-
ren unter den ersten Wirkstoffen, die durch Nanotr�ger mit
dem Potenzial zu einer ver�nderten Wirkstoff-Biodistribution
im Kçrper verabreicht wurden. Chemotherapeutische Arz-
neimittel kçnnen wegen ihrer Zytotoxizit�t ernstzunehmende
Nebenwirkungen hervorrufen, die sich durch den Einsatz von
Nanotr�gern als zielgerichtetes Wirkstoff-Tr�ger-System
verringern lassen. Eine lokalisierte Behandlung durch ziel-
gerichteten Wirkstoff-Transport kçnnte die therapeutische
Effizienz verbessern. Darîber hinaus sind die verkapselten
Pharmazeutika vor Degradation geschîtzt, und die Lçslich-
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keit von wasserunlçslichen Wirkstoffen kann verbessert
werden.

Zus�tzlich zu den klassischen niedermolekularen Sub-
stanzen kçnnten auch Biopharmazeutika, wie Proteine oder
Nukleins�uren, als innovative Arzneimittel fîr die Behand-
lung einer Vielzahl von Krankheiten eingesetzt werden. Sie
sind �ußerst spezifisch und potent, allerdings limitieren ihre
hohe Molekîlmasse und Instabilit�t ihre Anwendbarkeit. Die
Integration von Biopharmazeutika in nanoskalige Tr�ger
kçnnte diese Einschr�nkungen îberwinden und ihre phar-
makokinetischen Eigenschaften auf makroskopischer Ebene
maßgeblich verbessern.[4] Auf mikroskopischer Ebene ist das
Eindringen in die Zellmembran eine wesentliche Hîrde fîr
solche Biopharmazeutika. Dementsprechend ist die endo-
zytotische Aufnahme von Nanotr�gern in Zellen eine wich-
tige Eigenschaft, um diese Barriere zu umgehen. Um durch
eine Einstîlpung der Zellmembran aufgenommen zu werden,
muss der Nanotr�ger zuerst an die Zelloberfl�che binden –
ein Prozess, der inh�rent von den Oberfl�cheneigenschaften
des Nanotr�gers und insbesondere von der dabei angelager-
ten Proteinkorona bestimmt wird. Nach der Bindung schließt
sich die Zellmembran um den Nanotr�ger.

Auf makroskopischer Ebene wird passives Tumor-Targe-
ting durch den Effekt der verst�rkten Permeabilit�t und
Anreicherung (enhanced permeability and retention, EPR)
erzielt, der bereits von mehreren Forschungsgruppen genutzt
wurde.[5] Der EPR-Effekt ergibt sich aus dem gestçrten Ge-
f�ßsystem rings um das Krebsgewebe, das zur vermehrten
Aufnahme von Nanopartikeln fîhrt. Zudem kann die An-
bindung von hochaffinen Liganden das Tumor-Targeting
weiter verbessern. øhnlich kçnnen auch andere Zellen, z. B.
Zellen des Immunsystems, gezielt angesprochen werden, was
fîr einen Immunzell-basierten Therapieansatz genutzt wer-
den kann. Zur gezielten Steuerung werden îblicherweise
Antikçrper oder Liganden fîr einen spezifischen Zellrezep-
tor verwendet.

Einer der verwendeten Liganden ist Fols�ure. Diese
wurde an die Oberfl�che von Nanopartikeln gebunden, um
Krebszellen gezielt anzusprechen, die den Fols�ure-Rezeptor
îberexprimieren.[6] Ein weiterer Tumormarker, der verst�rkt
auf der Tumoroberfl�che exprimiert wird und in experimen-
tellen Anwendungen als Zielstruktur fîr die Therapie genutzt
wird, ist EGFR-2 (HER2). Fîr anti-HER2- und Fols�ure-
beschichtete Nanopartikel, die fîr das Tumor-Targeting be-
stimmt waren, konnte eine verbesserte Aufnahme gezeigt
werden.[7] Anti-CD8-Antikçrper sind fîr die gezielte Anbin-
dung von PLGA-Nanopartikeln an CD8-Zellen eingesetzt
worden.[8] Auf die Auswirkungen adsorbierter Plasmaprotei-
ne auf dieses Targeting ist hingewiesen worden,[9] allerdings
scheint es, dass diese Probleme, wie andere Gruppen zeigen
konnten, îberwunden werden kçnnen.[10]

Bislang sind nur sehr wenige Nanotr�ger-basierte Arz-
neimittel auf dem Markt verfîgbar, darunter Paclitaxel ent-
haltende Albumin-Nanopartikel (Abraxane, Celgene)[11] und
Doxorubicin enthaltende Liposomen (Doxil, Janssen),[12] die
beide in der Krebstherapie Anwendung finden. Ungeachtet
der großen Zahl neuartiger nanoskaliger Systeme gibt es nur
wenige von der FDA zugelassene Nanotr�gersysteme, was die
Komplexit�t ihrer Anwendung sowie die Hîrden bei der

�bertragung von Grundlagenforschung in pharmazeutische
Arzneimittel illustriert.

Trotz all der mçglichen Vorteile der Nanomedizin sind die
Anwendungsmçglichkeiten von Nanotr�gern nach wie vor
begrenzt, weil unser Wissen îber ihre Interaktion mit der
biologischen Umgebung unzureichend ist. Eine grîndliche
Beurteilung der durch Nanotr�ger induzierten biologischen
Reaktionen ist erforderlich. Eine wesentliche Herausforde-
rung ist dabei die Bildung der Proteinkorona: Durch den
Kontakt mit physiologischen Flîssigkeiten werden Nanoma-
terialien augenblicklich von Proteinen umhîllt (Abbil-
dung 1).[13–15] Diese schnell entstehende Proteinkorona ver-
�ndert die physikochemischen Eigenschaften der Nanotr�ger,
einschließlich hydrodynamische Grçße, Oberfl�chenladung
und Aggregationsverhalten. Die ursprîngliche chemische
Identit�t der Oberfl�che der unbedeckten Nanopartikel wird
dadurch in eine biologische Identit�t umgewandelt. Dieses
Ph�nomen ist zwar schon seit einiger Zeit bekannt, allerdings
kçnnen solche komplexen Proteingemische erst seit kurzem
durch die Methode der mit hochauflçsender Massenspek-
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trometrie gekoppelten Flîssigchromatographie (LC-MS)
entschlîsselt werden. Darîber hinaus sind die biologischen
Auswirkungen der Wechselwirkung mit Zellmembranen so-
wie der Einfluss auf den Mechanismus der zellul�ren Auf-
nahme der adsorbierten Proteine jetzt genau bestimmt wor-
den. Wir wissen nun, dass die Korona die biologische Identit�t
der Nanopartikel definiert und die Zytotoxizit�t, Biodistri-
bution sowie Endozytose in spezifische Zellen beein-
flusst.[16, 17] Wenn Nanotr�ger in den Kçrper eingebracht
werden, ist es die Proteinkorona, die von den Zellen eigent-
lich wahrgenommen wird[13] – somit ist die Vorhersage von
Nanotr�ger-Zell-Interaktionen nur unter Berîcksichtigung
der Proteinkorona mçglich.

Studien zur Analyse der Proteinkorona haben zwei
Schichten von adsorbierten Proteinen ermittelt: eine innere
Schicht von irreversibel haftenden Proteinen, die als harte
Korona bezeichnet wird, und eine �ußere Schicht von locker
gebundenen und sich st�ndig austauschenden Proteinen,
welche die weiche Korona bilden.[14, 18] Die Zuordnung wird
îber die Affinit�t der Proteine fîr die Oberfl�che der Na-
notr�ger definiert. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass
im Falle der harten Korona Proteine direkt mit der Oberfl�-
che des Nanotr�gers wechselwirken, w�hrend zur weichen
Korona gehçrende Proteine îber schwache Protein-Protein-
Wechselwirkungen mit bereits gebundenen Proteinen inter-
agieren.[16] Da die harte Korona l�ngere Zeit an der Ober-
fl�che gebunden bleibt und auch Prozesse wie Endozytose
und Translokation in verschiedene physiologische Umge-
bungen îbersteht, nimmt man an, dass die harte Korona eine
grçßere Bedeutung fîr biologische Antworten hat als die
weiche.[16] Die Bildung der Proteinkorona wurde mit unter-
schiedlichen Nanopartikelmaterialien, z. B. aus Polysty-
rol,[13,15, 18, 19] Silicium,[15, 19, 20] Metallen[21,22] oder Lipiden,[23]

beobachtet. Zwei allgemeine Konsequenzen der Proteinad-
sorption fîr Nanopartikel sind eine Zunahme der Grçße und
die Bildung einer negativen Oberfl�chenladung wegen des
anionischen Charakters der meisten Blutproteine.[23]

2. Analytische Methoden zur Charakterisierung

Angesichts der bedeutenden Auswirkungen der Protein-
korona auf Nanomaterialien fîr medizinische Anwendungen
ist die Entwicklung analytischer Methoden fîr ihre Charak-
terisierung essenziell. Verschiedene Techniken wurden zur
Analyse der unterschiedlichen Parameter der Proteinkorona
verwendet.

Die Bindungsaffinit�ten von einzelnen Proteinen oder
Proteinmischungen kçnnen durch Fluoreszenzspektrosko-
pie,[24, 25] isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)[26] oder
Oberfl�chenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR)[27] ana-
lysiert werden. Cedervall et al. waren die Ersten, die ITC und
SPR fîr die Analyse der Proteinkorona nutzten.[14] ITC ver-
folgt die W�rmever�nderung infolge der Adsorption von
Proteinen an Nanomaterialien und kann Informationen îber
die Proteinbindungsaffinit�ten und die Stçchiometrie liefern.

Durch differenzielle Zentrifugalsedimentation (DCS)[28]

und dynamische Lichtstreuung (DLS)[13, 29] kann die Dicke der
Proteinkorona bestimmt werden. DLS nutzt die Lichtstreu-
ung der Partikel in Lçsung, um ein Grçßenverteilungsprofil
zu erstellen. Ver�nderungen im hydrodynamischen Radius
werden mithilfe dieser Methode detektiert, die Informatio-
nen îber den Zuwachs der Partikelgrçße und die Protein-
induzierte Nanopartikelaggregation liefert. Bei der DCS
werden die Partikelgrçßenverteilungen mithilfe einer Dreh-
scheibe mit definiertem Saccharosegradienten gemessen. Die
prim�re Information ist die Zeit, die die Partikel bençtigen,
um von der Mitte der Scheibe durch den Gradienten zu einem
Detektor an der Außenseite zu gelangen.[19] DLS und DCS
sind zwei der wenigen Methoden, die in situ anwendbar
sind.[16]

Es stehen mehrere Verfahren zur Verfîgung, um Kon-
formations�nderungen der an der NP-Oberfl�che haftenden
Proteine zu verfolgen. Mittels Zirkulardichroismus (CD)[25,30]

kçnnen die Sekund�rstrukturen der Proteine bestimmt wer-
den, allerdings ist die Methode auf einzelne Proteine be-
schr�nkt und kann nicht auf komplexe Proteinmischungen
angewendet werden. Weitere Verfahren zur Dokumentation
von Struktur�nderungen sind die Fourier-Transform-Infrarot-
(FTIR)-Spektroskopie[25, 31] oder die Raman-Spektrosko-
pie.[32]

Um Daten zum Einfluss der Proteinkorona auf die Auf-
nahme, Aggregation, Biodistribution, Ausscheidung und To-
xizit�t zu erhalten, ist es zuerst notwendig, die Proteine zu
identifizieren. Zu diesem Zweck muss die harte Korona, nach
Inkubation der NPs in Plasma oder Serum, aufgereinigt
werden. Die Isolierung von NP-Protein-Komplexen aus dem
umgebenden Medium ist eine zentrale Herausforderung der
Proteinkorona-Forschung, da sie die Interaktion der Partikel
und Proteine stçren kçnnte.[14] Zentrifugation ist die ge-
br�uchlichste Methode der Proteinisolierung, da sie die
Grçßenunterschiede und Dichte der Nanopartikel relativ zu
freien Proteinen nutzt. Bei Nanopartikeln mit magnetischen
Eigenschaften ist die Trennung vom Medium îber einen
starken Magneten mçglich und wurde bereits fîr die Auf-
reinigung der Proteinkorona verwendet.[33–35] Sobald die Na-
nopartikel-Protein-Komplexe isoliert und die anhaftenden
Proteine von der NP-Oberfl�che entfernt worden sind, wer-

Abbildung 1. Die Bildung der Proteinkorona auf der Oberfl�che des
Nanotr�gers kann die Interaktion mit der Zellmembran beeinflussen.
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den sie durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese oder Chro-
matographie aufgetrennt. Die Identifikation wird dann per
Massenspektrometrie (MS) durchgefîhrt, die sowohl quali-
tative als auch quantitative Informationen liefert. Die Iden-
tifikationsrate der an den Nanopartikeln haftenden Proteine
ist enorm angestiegen. W�hrend in den ersten Studien durch
2D-Gelelektrophorese nur 10–20 Proteine detektiert werden
konnten,[34, 36] kçnnen heutzutage bis zu 500 Proteine identi-
fiziert werden.[15]

3. Zusammensetzung der Proteinkorona

Die Kenntnis der Zusammensetzung der Proteinkorona
ist eine Voraussetzung, um die physiologischen Reaktionen,
die durch Nanotr�ger in vivo ausgelçst werden, zu verstehen.
Fîr biomedizinische Anwendungen hergestellte Nanotr�ger
werden h�ufig intravençs verabreicht und sind somit den
Blutproteinen ausgesetzt. So wird die Zusammensetzung der
Proteinkorona von îber 3700 im Plasma vorhandenen Pro-
teinen bestimmt, deren Konzentration von 5 pgmL¢1 fîr In-
terleukin 6 bis 50 mgmL¢1 fîr Albumin variiert.[37] Proteine
der harten Korona sind durch ihre l�ngere Verweildauer und
hçhere Affinit�t leichter zu isolieren und wurden deshalb in
den meisten Studien zur Proteinkorona untersucht.[14, 18,38]

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Zusammensetzung
der Proteinkorona nicht bloß die H�ufigkeit der Proteine im
Blut wiedergibt, wenngleich h�ufig vorkommende Proteine
eine viel hçhere Wahrscheinlichkeit haben, als erstes mit der
NP-Oberfl�che zu wechselwirken (siehe Vroman-Effekt in
Abschnitt 4).[23, 39] Darîber hinaus wurde gezeigt, dass es
keine universelle Proteinkorona fîr alle Nanotr�ger gibt,
sondern komplexe, variierende Zusammensetzungen.[16] Un-
abh�ngig vom Ausgangsmaterial und den Oberfl�chenfunk-
tionen werden h�ufig vorkommende Blutproteine wie Albu-
min, Immunglobulin G (IgG) und Fibrinogen mit einer wei-
ten Bandbreite an NPs assoziiert.[14, 21, 39] Albumin beispiels-
weise wurde als Hauptprotein auf Goldnanopartikeln iden-
tifiziert[21] und wurde auf Silicium-NPs, Polystyrol-NPs[15,39]

oder auch Liposomen[40] detektiert.
Diese h�ufig vorkommenden Proteine zeigen oft hçhere

Assoziations- und Dissoziationsraten als beispielsweise
Apolipoproteine, die immer wieder als stark adsorbierende
Proteine auf einer großen Mehrheit der untersuchten Nano-
partikel identifiziert werden.[16, 41, 42] Die hohe Affinit�t von
Apolipoproteinen zu vielen NP-Typen kçnnte auf hydro-
phoben Wechselwirkungen beruhen und kçnnte zus�tzlich
durch grçßenabh�ngige Wechselwirkungen angetrieben wer-
den.[42] Zusammen mit Phospholipiden bauen Apolipopro-
teine nanoskalige Lipoproteine zusammen, darunter Lipo-
protein hoher Dichte (high density lipoprotein, HDL) oder
Lipoprotein geringer Dichte (low density lipoprotein, LDL).
Diese Transportvehikel tragen Phospholipide und Choleste-
rin durch den Blutkreislauf. Apolipoproteine, die HDL-
Vesikel wie APOA1, A2, A4, C1, C3, D, E oder J bilden,
wurden auf der Oberfl�che verschiedener Nanopartikel aus
unterschiedlichen Materialien gefunden.[15, 18, 38,39, 43] Zudem
wurden Phospholipide in der Korona von Copolymer-NPs
gefunden, was darauf schließen l�sst, dass intakte HDL-Par-

tikel mit der Partikeloberfl�che interagieren kçnnten.[17,44]

Eine zweite Gruppe von Proteinen, die h�ufig auf Nanopar-
tikeln identifiziert wird, sind die Komplementfaktoren.[39] Als
Teil der angeborenen Immunit�t hilft das Komplementsys-
tem, fremde Substanzen aus dem Kçrper zu entfernen. Durch
einen Auslçser, normalerweise ein Pathogen, wird die Kom-
plementkaskade, die îber 30 Proteinen umfasst, aktiviert.
Ihre Hauptaufgabe besteht darin, die Oberfl�che eines Pa-
thogens fîr die Identifikation durch Phagozyten zu markie-
ren. Das Komplement C3 ist ein h�ufig beobachtetes Beispiel
in der Proteinkorona von Gold-NPs,[45] Lipid-beschichteten
NPs[46] und Polymer-NPs.[47] Zus�tzlich zur qualitativen und
quantitativen Zusammensetzung der Proteinkorona sind die
Orientierung und die Verfîgbarkeit der Epitope von adsor-
bierten Proteinen erst neuerdings untersucht worden.[48]

Aufbauend auf diesen Ergebnissen l�sst sich ein molekulares
Bild der Proteinkorona erhalten.

4. Entwicklung der Proteinkorona

Schon 1962 hat Vroman die These des dynamischen
Prozesses der Adsorption von Blutproteinen auf Oberfl�chen
aufgestellt. Im Rahmen seiner Untersuchungen zur Protein-
adh�sion auf ebenen Oberfl�chen zeigte er eine hohe Ad-
sorption von Fibrinogen nach mittlerer Inkubationszeit und
vermutete einen anschließenden Austausch von Fibrinogen
durch andere Proteine.[49] Dieses Ph�nomen der sequenziel-
len, kompetitiven Adsorption, bekannt als Vroman-Effekt,
wurde auch auf andere Proteine und Oberfl�chen angewen-
det. Fîr Nanotr�ger wird angenommen, dass h�ufig vor-
kommende, hoch bewegliche Blutproteine wie Albumin, lgG
und Fibrinogen zun�chst an die Oberfl�che adh�rieren, sp�ter
jedoch durch Proteine mit geringerer H�ufigkeit, aber hçhe-
rer Affinit�t verdr�ngt werden, beispielsweise durch Apoli-
poproteine oder Gerinnungsfaktoren.[16,50] Dieses sequenzi-
elle Bindungsmuster der Plasmaproteine wurde fîr einige
polymere Modell-NPs[38, 50] und feste Lipid-NPs[51] best�tigt.
Darîber hinaus wurde von einem Anstieg der Zahl an eher
großen Proteinen mit einem Molekulargewicht îber 200 kDa
w�hrend der Inkubation berichtet.[23] Letztlich wird ein
Zeitpunkt erreicht, an dem der stetige Austausch der Proteine
die Zusammensetzung der Proteinkorona nicht weiter be-
einflusst und ein Gleichgewicht entsteht.[44] Eine schnelle
Bildung der harten Korona wurde bereits nach einer Minute
festgestellt,[23] und es ist allgemein anerkannt, dass nach einer
Stunde eine stabile Zusammensetzung erreicht ist.[13]

Vor kurzem ergab eine umfangreiche Studie an Polysty-
rol- und Silicium-Nanopartikeln, dass Protein-Fingerabdrî-
cke schon zum frîhesten Einwirkungszeitpunkt von 0.5 min
festgelegt waren und sich nach anhaltender Plasma-Einwir-
kung nicht signifikant ver�nderten.[15] Interessanterweise
wurde im Fall von Eisenoxid-Nanopartikeln,[52] ©l-in-Waser-
Nanoemulsionen[53] und Gold-Nanopartikeln[54] keine kom-
petitive Proteinverdr�ngung festgestellt. Dies ist in Einklang
mit Vromans Vorschlag, dass die Verdr�ngung innerhalb von
Sekunden stattfindet. Eine Untersuchung der Proteinkorona
w�hrend einer so kurzen Inkubationszeit ist schwer umzu-
setzen. Dementsprechend betr�gt die kîrzeste verwendete
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Zeitspanne in den meisten Studien, die Adsorptionskinetiken
analysieren, 0.5 bis 5 min.[15, 54] Andere Studien, vor allem je-
ne, die den Vroman-Effekt best�tigen, verwenden stattdessen
Plasmaverdînnungen, um frîhe Phasen der Proteinadsorpti-
on zu simulieren.[38, 50, 51]

Eine dynamische Ver�nderung der Zusammensetzung der
Proteinkorona tritt nicht nur im Laufe der Zeit, sondern auch
w�hrend der Wanderung eines Nanotr�gers durch den Kçrper
auf. Nanotr�ger, die durch die Lunge eindringen, werden von
anderen Proteinen umhîllt als Nanotr�ger, die intravençs
appliziert werden; die Zusammensetzung entwickelt sich
entsprechend dem sich ver�ndernden Umfeld. Dieses cha-
rakteristische Proteinmuster kçnnte mçglicherweise dafîr
verwendet werden, den Transport der Nanopartikel durch
den Kçrper oder sogar innerhalb der Zelle zu verfolgen.
Lundqvist et al. analysierten die Zusammensetzung der Ko-
rona von Polystyrol-Nanopartikeln, die von Plasma in cyto-
solische Flîssigkeit transferiert wurden.[55] Ihrem Bericht zu-
folge werden einige Proteine wie Apolipoprotein A1
(APOA1) durch cytosolische Proteine ersetzt, w�hrend an-
dere Proteine des Plasma-Fingerabdrucks erhalten bleiben.
Zudem bef�higt uns die Proteinkorona zur Nachverfolgung
der intrazellul�ren Transportwege, die von Nanopartikeln
genutzt werden.[35] Dies ist von erheblicher Bedeutung, denn
diese Methodik erg�nzt das Wissen îber die intrazellul�ren
Transportwege, indem ein unabh�ngiges Verfahren ange-
wendet wird, um die Vielzahl der am intrazellul�ren Trans-
port beteiligten Proteine zu analysieren. Intrazellul�re
Kompartimente, deren Beteiligung am Transport von Nano-
tr�gern durch die Zelle bislang nicht bekannt war, kçnnen
nun bestimmt werden.[35, 56] Die Zeitabh�ngigkeit der Prote-
inadsorption ist von besonderer Bedeutung, da Interaktionen
der Nanotr�ger mit dem Umfeld in biomedizinischen An-
wendungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten stattfinden.
Das Anheften von Proteinen im Blutstrom kann eine Frage
von Minuten sein, wohingegen die Interaktion mit Zellen
weiter entfernter Organe nach Stunden oder sogar Tagen
relevant sein kann.[3]

5. Parameter, welche die Proteinkorona beeinflussen

Etliche Studien versuchten einen Zusammenhang zwi-
schen den physikochemischen Eigenschaften der Nanoparti-
kel, wie Materialgrçße, Form, Ladung sowie der chemischen
Funktionalit�t, und der Zusammensetzung der Korona her-
zustellen. Sogar die Rauheit der Oberfl�che kçnnte hier eine
Rolle spielen.[57] So wurde wegen ihrer hohen Einstellbarkeit
ein breites Spektrum an unterschiedlichen Nanopartikeln
synthetisiert, was aber eine zuverl�ssige Vorhersage der Na-
nopartikel-Protein-Interaktionen derzeit noch schwieriger
macht. So sind wir nicht in der Lage, eine universelle
Schlussfolgerung in Bezug auf die Nanopartikelgrçße zu
ziehen. Im Fall einiger polymerer Nanopartikel resultierte die
Variation der Partikelgrçße in einem haupts�chlich quanti-
tativen Einfluss auf die Proteinzusammensetzung.[38,39] An-
dererseits wurde eine grçßenabh�ngige qualitative Beein-
flussung des Proteinmusters fîr Gold-[58] und Polystyrol-Na-
nopartikel[18] festgestellt. In ihrer Studie zu Polystyrol-Nano-

partikeln haben Lundqvist und Kollegen sowohl der Nano-
partikelgrçße als auch den Oberfl�cheneigenschaften eine
wichtige Rolle bei der Ausgestaltung der Proteinadsorption
zugeordnet.[18] Viele Wechselwirkungen tragen zur Protein-
anheftung bei, wie Van-der-Waals-Wechselwirkungen, elek-
trostatische Wechselwirkungen, hydrophobe Wechselwir-
kungen und Wasserstoffbrîcken.[59] Auch wenn all diese
Kr�fte zwar treibend fîr die Proteinadsorption sein kçnnen
und Faktoren wie elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen funktionalisierten Nanopartikeln und geladenen Sei-
tenketten der Proteine sicherlich auch eine Rolle spielen, gilt,
dass Adsorption haupts�chlich von hydrophoben Wechsel-
wirkungen angetrieben wird (Abbildung 2).[39,60]

Ein Zusammenhang zwischen der NP-Hydrophobie und
der Proteinassoziation wurde anhand der besseren Adsorp-
tion von Proteinen auf hydrophoben als auf hydrophilen
Oberfl�chen demonstriert.[3,61] Des Weiteren wurde vorge-
schlagen, dass eine negative Oberfl�chenladung der Nano-
partikel mit einer verringerten Proteinadsorption korreliert,
da die meisten Serumproteine ebenfalls negativ geladen
sind.[62] Allerdings sind anionische Nanopartikel trotz ihrer
Oberfl�chenladung gleichermaßen von Proteinen bedeckt.[63]

Die Ver�nderungen der Oberfl�chenladung von Nanoparti-
keln beeinflussen wesentlich die Qualit�t der Korona-Zu-
sammensetzung, sprich das Proteinmuster.[14,64] Eine bevor-
zugte Bindung negativ geladener Proteine an positiv geladene
Nanopartikel und andersherum wurde fîr einige Nanotr�ger
beobachtet,[21, 65] scheint aber keine allgemeine Regel zu sein.
Im Unterschied dazu erwiesen sich Proteinbindungsaffinit�-
ten als unabh�ngig von der Nanopartikelladung und nicht
durch den isoelektrischen Punkt der Proteine bestimmt.[35,39]

Auch wenn die Proteine der Korona nicht durch ihren iso-
elektrischen Punkt vorhergesagt werden kçnnen, bestimmt
die Oberfl�chenladung der Nanopartikel maßgeblich die
Zusammensetzung der Proteinkorona. Zwar kann auch das
Partikelmaterial die Proteinadsorption beeinflussen, aller-
dings spielen Oberfl�cheneigenschaften wie Hydrophobie
und Ladung eine wichtigere Rolle bei der Bestimmung der
spezifischen Zusammensetzung der Proteinkorona.[64]

Außer von den Oberfl�chenmerkmalen der Nanotr�ger
ist die Zusammensetzung der Proteinkorona auch in hohem

Abbildung 2. Die Merkmale eines Nanotr�gers beeinflussen die Prote-
inadsorption.
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Maße von der Proteinquelle abh�ngig. Wenn die Korona nach
der Inkubation in Blutplasma ermittelt wird, werden oftmals
Proteine des Gerinnungssystems identifiziert.[18,39, 66] Im Un-
terschied dazu ist Serum von Gerinnungsfaktoren befreit,
insbesondere von Fibrinogen. Berichten zufolge gibt es Ab-
weichungen im Proteinmuster der NP-Korona, die in fçtalem
Rinderserum (FBS) oder humanem Plasma gebildet wur-
de;[67] die Relevanz der Proteinquelle fîr die Zusammenset-
zung der Proteinkorona ist kîrzlich ausfîhrlich im Hinblick
auf die Nanopartikelaufnahme untersucht worden.[68] Die
Studie unterstreicht die Relevanz einer sorgf�ltigen Wahl der
Proteinquelle, denn sie zeigt einen beachtlichen Unterschied
in der Zellinteraktion zwischen Nanopartikeln, die in FBS,
humanem Serum oder humanem Plasma inkubiert wurden.
Außerdem weist die Studie darauf hin, dass verschiedene
Gerinnungshemmer die Aufnahme beeinflussen. W�hrend
Polystyrol-NPs mit einer in FBS gebildeten Proteinkorona
effektiv von HeLa-Zellen und der Makrophagen-Zelllinie
RAW264.7 aufgenommen werden, hemmen humanes Serum
und humanes Citratplasma die Internalisierung. Interessan-
terweise wurden NPs, die mit humanem Heparinplasma in-
kubiert wurden, nur von RAW264.7 internalisiert, w�hrend
keine Aufnahme bei HeLa-Zellen beobachtet wurde. In die-
sem Fall war das Heparin, das nicht in der îblichen Pro-
teomanalyse detektiert wurde, in der Lage, als zus�tzliche
Komponente an die Proteinkorona zu adsorbieren. Ent-
scheidend ist, dass die Zusammensetzung der Proteinkorona
durch die Proteinquelle beeinflusst wird, nicht nur in Bezug
auf Gerinnungshemmer oder Spezies. Selbst Plasma ver-
schiedener Individuen ruft unterschiedliche Effekte hervor.
Die Proteinadsorption wurde in humanen Plasmaproben
verschiedener Patienten mit unterschiedlichen Krankheiten
verglichen. Dabei fand sich eine ausgepr�gte Variation der
Zusammensetzung der Proteinkorona, die darauf schließen
l�sst, dass individuelle Proteinkoronen vorhanden sind.[69]

Außerdem sind Parameter wie Konzentration[70] oder Tem-
peratur[71] der Proteinquelle wichtige Faktoren in der Prote-
ininteraktion.

6. Stealth-Materialien und spezifische Proteine ver-
mitteln den Stealth-Effekt

Wie alle fremden Substanzen werden Nanotr�ger im
Blutkreislauf von Zellen des mononukle�r-phagozyt�ren
Systems (MPS), auch bekannt als retikuloendotheliales Sys-
tem (RES), beseitigt. Dieser Teil des Immunsystems besteht
aus Phagozyten wie Monozyten und Makrophagen, die
haupts�chlich in Leber, Milz, Lunge und Lymphknoten lo-
kalisiert sind. Die Phagozytose der Nanotr�ger wird durch
opsonisierende Proteine, wie IgG und Komplementproteine,
welche die Nanopartikel als Fremdkçrper markieren, gefçr-
dert. Die schnelle Entfernung der zirkulierenden Nanotr�ger
aus dem Blutkreislauf ist ein wesentliches Problem, da sie
verhindert, dass die Nanotr�ger ihren Zielort innerhalb des
Kçrpers erreichen. Daher wurden Nanotr�ger mit protein-
abweisenden Oberfl�chen ausgestattet, um die Proteinan-
heftung zu verringern und die Zirkulationszeit der Tr�ger im
Kçrper zu verl�ngern. Die resultierenden Stealth-Nanotr�ger

sind ein vielversprechendes Hilfsmittel, um die Aktivierung
des Immunsystems zu verhindern und einen erfolgreichen
Arzneimitteltransport zu ermçglichen.

Aufgrund ihres hçheren Opsonisierungsgrades haben
hydrophobe Nanopartikel eine kîrzere Zirkulations-Halb-
wertszeit. Deshalb wurden Nanopartikel mit hydrophilen
Molekîlen beschichtet, um sie vor der Opsonisierung und der
Erkennung durch Zellen des MPS zu schîtzen.[72] Kovalente
Anknîpfung von Polyethylenglykol (PEG), auch bekannt als
PEGylierung, ist der Standardansatz und wurde zur Erhç-
hung der Zirkulationszeit einer Vielzahl von Polypeptiden,[73]

polymeren Nanopartikeln[74, 75] und Liposomen[76] verwendet.
Trotz intensiver Forschung konnte der Mechanismus hinter
der Proteinresistenz von PEGylierten Oberfl�chen noch nicht
vollst�ndig aufgekl�rt werden. Es wird angenommen, dass die
proteinabweisenden Eigenschaften von PEGylierten Ober-
fl�chen durch sterische Abstoßung infolge adsorbierter
Wassermolekîle verursacht werden. Die Eigenschaften von
PEG-Derivaten, inklusive der Kettenl�nge, der Konformati-
on und der Oberfl�chendichte, spielen eine wichtige Rolle bei
der Effektivit�t des Proteinwiderstands.[77] Walkey et al. de-
monstrierten, dass die Modifikation mit PEG zu einer ver-
ringerten Gesamtprotein-Adsorption auf Gold-Nanoparti-
keln fîhrt und dass diese mit ansteigender Dichte der
PEGylierung kontinuierlich verringert wird.[45] Die Protein-
menge konnte auch durch eine Erhçhung des Molekularge-
wichts des auf den Gold-Nanopartikeln fixierten PEG von 2
auf 20 kDa reduziert werden.[54] Abh�ngig von der Fixie-
rungsdichte bilden sich verschiedene PEG-Konformationen.
Eine eher geringe Oberfl�chenabdeckung mit PEG bildet
eine pilzartige Konfiguration, w�hrend dicht gepacktes PEG
der Nanopartikeloberfl�che eine bîrstenartige Struktur ver-
leiht. Hoher sterischer Schutz wurde îberwiegend bei Bîrs-
tenkonformationen und Pilz/Bîrsten-Intermediaten ge-
zeigt.[78]

Obwohl die Modifizierung von Nanotr�gern mit PEG
unspezifische Proteinadsorption vermindert[74, 79] und die
Verweildauer im Blut erhçht,[80] kann die Bildung der Pro-
teinkorona nicht vollst�ndig verhindert werden.[43, 45, 74] Trotz
der weitverbreiteten Verwendung von PEG fîr medizinische
Anwendungen gibt es auch Nachteile. Zum Beispiel ist PEG
nicht biologisch abbaubar und kçnnte sich im Kçrper anrei-
chern. Zus�tzlich wurden die Bildung von PEG-Antikçr-
pern[81] und schwerwiegende Hypersensitivit�tsreaktionen[82]

beschrieben. Antikçrpererkennung kann bei wiederholter
systemischer Gabe zu einer verringerten Zirkulationszeit im
Blut fîhren.[83] Diese Faktoren bedingen die Suche nach
PEG-Alternativen. Zwitterionische Molekîle, wie Polybe-
taine oder Polysaccharide, kçnnen durch Kupplung an Na-
nopartikel auch hydrophile Hîllen entwickeln und werden als
Alternativen fîr PEG diskutiert.[72] Ihre biologische Abbau-
barkeit macht Polysaccharide besonders interessant fîr me-
dizinische Anwendungen. Hydroxyethylst�rke (HES) wurde
zur Synthese von abbaubaren, polymeren Nanotr�gern ver-
wendet.[84–86] Als St�rkederivat kann HES von Amylasen im
Kçrper enzymatisch hydrolysiert werden. Darîber hinaus
wurden fîr HES proteinabweisende Eigenschaften postuliert,
und es wurde bereits die Verhinderung unspezifischer Auf-
nahme von HES-Nanokapseln (HES-NCs) durch HeLa-Zel-
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len demonstriert.[85, 87] Die Zirkulationszeit von HES-Nano-
kapseln im Blut ist verl�ngert, was fîr die effiziente thera-
peutische Wirksamkeit von verkapselten Arzneimitteln not-
wendig ist.[86]

Zus�tzlich zur Hemmung der unspezifischen Zellaufnah-
me ist das direkte Targeting spezifischer Zellen wichtig fîr
eine erfolgreiche Anwendung von Nanotr�gern als Wirkstoff-
Transporter. In einer aktuellen Studie wurden PEGylierte
HES-NCs, ausgestattet mit verschiedenen zielgerichteten
Molekîlen zur Steigerung der Aufnahme in dendritischen
Zellen, in Bezug auf ihre Proteinadsorption analysiert.[10]

Dabei wurden eine allgemein geringe Proteinadsorption mit
einem ausgepr�gten Proteinmuster und einem minimalen
Einfluss der zielgerichteten Bestandteile auf die Zusam-
mensetzung der Proteinkorona beobachtet. Dies ist eine
vielversprechende Eigenschaft fîr ein spezifisches Targeting
unter physiologischen Bedingungen. Das Targeting spezifi-
scher Zellen ist nur mçglich, wenn die Proteinadsorption die
selektive Bindung der an die Nanotr�ger gekuppelten Tar-
geting-Molekîle nicht beeinflusst. Salvati et al. veranschau-
lichten die Relevanz dieser Thematik.[9] In ihrer Studie ver-
loren PEGylierte Silicium-Nanopartikel, die mit Transferrin
funktionalisiert worden waren, ihre Spezifit�t fîr den
Transferrin-Rezeptor, der auf Krebszellen (A549-Zellen)
exprimiert wird, durch Inkubation mit Serum. Demgegenîber
beeinflusste die Proteinkorona der HES-Nanokapseln die
Erkennung durch entsprechende Rezeptoren nicht. Die zel-
lul�re Aufnahme der Nanokapseln durch dendritische Zellen
bewies, dass die zielgerichteten Bestandteile nach der Inku-
bation mit humanem Plasma noch aktiv und zug�nglich fîr
biologische Rezeptoren sind.[10]

Eine weitere innovative Polymerklasse, die als Alterna-
tive zu PEG in Betracht kommt, ist die der Polyphosphoester
(PPEs).[88] Ihr hoher Grad an Modularit�t und biologischer
Abbaubarkeit macht sie fîr Nanotr�gersysteme interessant.
Die Funktionalisierung mit Poly(ethylenethylphosphat)
(PEEP) verringert die Proteinadsorption auf PS-NPs und die
Aufnahme durch RAW264.7-Makrophagen, vergleichbar zu
PEG. Interessanterweise erwies sich der durch PEG und
PEEP verursachte Stealth-Effekt als abh�ngig von der Pro-
teinadsorption und einem spezifischen Protein, n�mlich
Clusterin (oder APOJ), das fîr diesen Mechanismus ent-
scheidend zu sein scheint. Diese Erkenntnisse vermitteln uns
eine neue Sicht auf den Mechanismus des Stealth-Effekts, bei
dem spezifische, an die Nanotr�ger adsorbierte Proteine den
Stealth-Effekt bewirken. Demzufolge muss die zugrunde
liegende Oberfl�chenfunktionalisierung die gewînschten
Proteine anziehen, anstatt selbst fîr den Effekt verantwort-
lich zu sein (Abbildung 3; weitere Proteine, die die zellul�re
Aufnahme verhindern, siehe Abschnitt 7). Dies widerspricht
der Ansicht, dass allein die Proteinmenge fîr den Stealth-
Effekt verantwortlich ist.

7. Bedeutung der Proteinkorona fír physiologische
Antworten

Die Interaktion von Nanotr�gern mit Zellen, einschließ-
lich immunologischer Reaktionen und Internalisierungspro-

zesse, wird von adsorbierenden Proteinen bestimmt. Sogar
der intrazellul�re Transport und die Lokalisierung sind von
adsorbierten Proteinen abh�ngig.[89] Diese Effekte kçnnen
unvorteilhaft sein, wie in Abschnitt 6 fîr die unspezifische
Phagozytose opsonisierter NPs beschrieben. Zwei weitere
Aspekte der Proteinadsorption haben Interesse gefunden:
1) Die Adsorption von Proteinen kann Konformations�nde-
rungen in der Proteinstruktur bewirken.[90] Strukturver�nde-
rungen fîhren zu Funktionsverlust der Proteine,[91] und die
Freilegung kryptischer Epitope kçnnte eine unangemessene
Immunreaktion auslçsen.[92] 2) Wie in Abschnitt 6 beschrie-
ben, kçnnen Proteine, die an Nanopartikeln anhaften, die mit
Antikçrpern oder Liganden ausgestattet sind, letztere îber-
decken. Dadurch werden die Targeting-F�higkeit der modi-
fizierten Nanopartikel und damit die Erkennung durch den
spezifischen Zellrezeptor beeintr�chtigt.[9,93]

Proteinadsorption kann allerdings auch von Vorteil sein:
Eine generelle Verringerung der unspezifischen Zellaufnah-
me durch das Vorhandensein einer Proteinkorona wurde fîr
mehrere Nanopartikel beschrieben;[94] dieser Effekt resultiert
zudem in einer verringerten Toxizit�t der Nanotr�ger.[95] Eine
zufallsbasierte Internalisierung wird vermutlich durch die
verminderte Interaktion der Nanopartikel mit der Zellmem-
bran infolge einer Abschirmung durch die adsorbierten Pro-
teine verhindert. Proteine, die diesen Effekt bei phagozy-
totischen Zellen auslçsen, nennt man Dysopsonine. Albumin
und Apolipoproteine wurden als Proteine mit einem dysop-
sonisierenden Charakter beschrieben, der die Bluthalb-
wertszeit von Nanotr�gern verl�ngert.[19,23, 64] In der Tat wurde
gezeigt, dass das Umhîllen von Polymer-NPs mit humanem
Serumalbumin (HSA) die Blutzirkulation der Nanopartikel
verbessert.[96] Die Apolipoproteine A4 und C3 sind weitere
Proteine, die die Nanopartikelaufnahme in humanen mesen-
chymalen Stammzellen (hMSCs) reduzieren, was die gene-
relle Rolle der Lipoproteine als Dysopsonine untermauert.[97]

Interessanterweise wurde APOH (oder Beta-2-glycoprote-
in I) als ein Protein beschrieben, das die Internalisierung von
Nanopartikeln in hMSCs fçrdert, was zu einer komplexeren
Sicht auf die Wirkung der Apolipoproteine in der Protein-
korona fîhrt.[97,98]

Abbildung 3. Neue Sichtweise auf den Stealth-Effekt. Oben: Unfunktio-
nalisierte Nanotr�ger werden opsonisiert und durch Phagozyten er-
kannt. Unten: Die Anbindung von Stealth-Polymeren fíhrt zu einer ver-
ringerten Proteinadsorption, allerdings adsorbieren spezifische Protei-
ne wie Clusterin an die funktionalisierten Nanotr�ger und verhindern
so die Aufnahme durch Immunzellen.
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Ursprînglich wurden Studien zu Stealth-Materialien von
der Suche nach proteinabweisenden Oberfl�chenmodifika-
tionen und dem Bedarf an verl�ngerten Blutzirkulationszei-
ten bestimmt – die Vorstellung von der Proteinkorona �ndert
sich nun allerdings. Da ihre Bildung unvermeidlich ist und
sogar der Stealth-Effekt von der Proteinadsorption ab-
h�ngt,[88] beginnt man, îber ihre Nutzung zum gezielten
Wirkstoff-Transport nachzudenken. Im Unterschied zu den
oben genannten, unspezifischen Interaktionen von Proteinen
und Zellen kçnnte eine spezifische Aufnahme von Nanotr�-
gern begînstigt werden, wenn rezeptorspezifische Proteine in
der Proteinkorona vorhanden sind.[95] Einige Blutproteine
haben bekannte zellul�re Bindungsstellen, wie den Transfer-
rin-Rezeptor, der auf verschiedensten Zellen exprimiert
wird.[99] Endothelzellen exprimieren ein Albumin-bindendes
Glykoprotein,[100] und viele Rezeptoren fîr Apolipoprotein-
Komplexe wurden bereits beschrieben.[101] Der bekannteste
Rezeptor fîr Lipoproteine ist der Scavenger-Rezeptor Klas-
se B Typ 1 (SR-B1), der nicht nur im Gehirn, der Leber und
dem Darm exprimiert wird, sondern auch auf Endothelzellen
und Makrophagen.[23] Er ist fîr den bidirektionalen Lipid-
transfer zwischen LDL, HDL und Zellen verantwortlich.[102]

Demnach kçnnten Nanopartikel, die mit Apolipoproteinen
umhîllt sind, HDL imitieren und so mit Scavenger-Rezep-
toren wechselwirken. Eine Prostatakarzinom-Zelllinie, die
große Mengen an Scavenger-Rezeptoren exprimiert, wurde
bereits durch Lipid-Nanopartikel mit einer stark Apolipo-
protein-haltigen Proteinkorona adressiert.[23] Die Umhîllung
von Nanopartikeln mit einzelnen Proteinen wurde fîr das
Targeting bestimmter Organe genutzt. Zum Beispiel fçrdern
die Apolipoproteine APOE, APOA1 und APOB-100 den
Transport in das zentrale Nervensystem.[103] Es wird ange-
nommen, dass an Nanopartikel angeheftetes APOE den
Transport der Nanopartikel durch die Blut-Hirn-Schranke
erleichtert, vermutlich durch die Interaktion mit Lipoprotein-
Rezeptoren auf den Membranen der Endothelzellen der
Hirnkapillaren.[104] Mithilfe dieses Ansatzes kçnnten sich
nicht nur bahnbrechende Neurotherapien entwickeln lassen;
diese Ergebnisse sind auch im Kontext der Neurotoxizit�t von
grçßter Bedeutung.[42] Des Weiteren kçnnte man Apolipo-
proteine auch fîr das selektive Targeting von Hepatozyten
der Leber verwenden.[105] Außerdem wurde festgestellt, dass
Fetuin an der Nanopartikel-Aufnahme in hepatische Ma-
krophagen durch Scavenger-Rezeptoren beteiligt ist.[106]

Bislang wurde die biologische Bedeutung nur im Fall von
einigen wenigen Koronaproteinen definiert. Genau zu ver-
stehen, welche Proteine das Schicksal eines Nanotr�gers
festlegen, ist entscheidend fîr den Erfolg der kînstlichen,
zielgerichtet aufgenommenen Nanotr�ger. Die Optimierung
der Nanotr�ger-Eigenschaften, um die Proteinkorona fîr
spezifische biomedizinische Anwendungen nutzbar zu ma-
chen, ist von großem Interesse.[107]
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