
*DE102005062440A120070705*
(19)
Bundesrepublik Deutschland 
Deutsches Patent- und Markenamt
(10) DE 10 2005 062 440 A1 2007.07.05
 

(12) Offenlegungsschrift

(21) Aktenzeichen: 10 2005 062 440.5
(22) Anmeldetag: 27.12.2005
(43) Offenlegungstag: 05.07.2007

(51) Int Cl.8: A61K 38/02 (2006.01)
A61K 47/42 (2006.01)
A61K 9/00 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen

Prüfungsantrag gemäß § 44 PatG ist gestellt.

(54) Bezeichnung: Proteinbasiertes Trägersystem zur Resistenzüberwindung von Tumorzellen

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Nanoparti-
kel, deren Partikelmatrix auf mindestens einem Protein ba-
sieren und in die mindestens ein Wirkstoff eingebettet ist, 
Verfahren zur Herstellung der Nanopartikel mit mindestens 
einem in die Proteinmatrix eingebundenen Wirkstoff sowie 
die Verwendung derartiger Nanopartikel zur Behandlung 
von Tumoren, insbesondere zur Behandlung von Tumoren, 
die resistent gegen Chemotherapeutika sind.

(71) Anmelder: 
LTS Lohmann Therapie-Systeme AG, 56626 
Andernach, DE

(74) Vertreter: 
Flaccus, R., Dipl.-Chem. Dr.rer.nat., Pat.-Anw., 
50389 Wesseling

(72) Erfinder: 
Dreis, Sebastian, 60488 Frankfurt, DE; Langer, 
Klaus, Dr., 61137 Schöneck, DE; Kreuter, Jörg, Dr., 
61350 Bad Homburg, DE; Michaelis, Martin, Dr., 
60596 Frankfurt, DE; Cinatl, Jindrich, Dr., 60439 
Frankfurt, DE

(56) Für die Beurteilung der Patentfähigkeit in Betracht 
gezogene Druckschriften:
DE10 2004 011776 A1 
DE    691 24 357 T2 
US     59 16 596 A  
EP     14 91 214 A1 
Abstract zu Teng Kuang Yeh (u.a.): Formulating 
Paclitaxel in Nanoparticles Alters its Disposi- 
tion. In: Pharmaceutical Research, Juni 2005, Vol. 
22, No. 6, S. 867-874; 
DDFU-Abstract-1986-34169 zu Oppenheim R.C. 
(u.a.): 
Incorporation of Cytotoxics into Proteinaceous 
Nanoparticles. In: Aust. J. Hosp. Pharm. 1986, 
Vol. 16, No. 1, S. 59;
1/11



DE 10 2005 062 440 A1    2007.07.05
Beschreibung

[0001] Die Entwicklung von Resistenzen bei der Behandlung von soliden Tumoren stellt ein großes Problem 
in der Onkologie dar. Die Resistenzen beruhen häufig auf einer erhöhten Exkretion der chemotherapeutischen 
Substanzen durch die Tumorzellen. Der Mechanismus dieser Resistenzentwicklung steht im Zusammenhang 
mit der Überexpression von P-Glykoprotein (Pgp) [Krishna et al., (2000), Eur. J. Pharm. Sci. 11, 265]. Pgp ist 
eine ATP-abhängige Efflux-Pumpe, die aktiv Arzneistoffe aus Tumorzellen ausschleusen kann. Infolge seiner 
Überexpression kommt es zu einer verminderten Akkumulation des Chemotherapeutikums in den Zellen, so 
daß dessen intrazelluläre Konzentration für einen antineoplastischen Effekt nicht ausreicht. Um die verminder-
te Akkumulation des Chemotherapeutikums zu kompensieren, ist eine Dosisanpassung des Zytostatikums not-
wendig, d. h. eine Erhöhung der Dosis, die aber aufgrund der damit einhergehenden toxischen Nebenwirkun-
gen des Zytostatikums limitiert ist. Die Überexpression von Pgp führt zur sogenannten Multiresistenz (multid-
rug resistance, MDR), in der die Zelle nicht nur gegenüber der ursprünglichen Substanz, sondern zusätzlich 
auch gegenüber einer Vielzahl von Zytostatika resistent ist. Dieses Phänomen limitiert den Erfolg einer Tu-
mor-Chemotherapie erheblich.

[0002] In der Vergangenheit wurden verschiedene Ansätze entwickelt, um die Resistenz von Tumorzellen ge-
genüber Chemotherapeutika zu überwinden. Einer der ältesten und meistuntersuchten Ansätze ist der Einsatz 
von Wirkstoffen, die als Inhibitoren des Pgp wirken. Bereits 1981 wurde die hemmende Wirkung von Calci-
um-Antagonisten auf Pgp festgestellt [Tsuruo et al., (1981), Cancer Res. 41, 1967]. Bei diesen Untersuchun-
gen wurde eine erhöhte Akkumulation von Vincristin und Doxorubicin in Vincristinresistenten P388 Tumorzel-
len beobachtet, wenn die Tumorzellen zusätzlich mit einem Calcium-Antagonisten inkubiert wurden. Als viel-
versprechender Vertreter der Wirkstoffgruppe der Calcium-Antagonisten hat sich Verapamil herausgestellt. 
Aber auch andere Wirkstoffe wie Cyclosporin A sind potente Inhibitoren von Pgp, wie gezeigt werden konnte 
[Slater et al., (1986), J. Clin. Invest. 77, 1405]. Bei diesen Untersuchungen konnte die Resistenz von akut-lym-
phatischen Leukämie-Zellen gegen Vincristin und Daunorubicin durch die gleichzeitige Gabe von Cyclosporin 
A überwunden werden.

[0003] Da sowohl Verapamil als auch Cyclosporin A ein erhebliches Nebenwirkungspotential haben, wurde 
nach weiteren Pgp-Inhibitoren gesucht. So konnte mit den beiden Pgp-Inhibitoren MS-209 und SDZ PSC 833 
in in-vitro Experimenten die Multiresistenz der P388/ADM und K562/ADM Zellen überwunden werden [Naito et 
al., (1997), Cancer Chemother. Pharmacol. 40, Suppl. S20].

[0004] Eine andere Strategie zur Überwindung der Multiresistenz ist die chemische Modifikation von Wirkstof-
fen. Bei dieser Strategie wird versucht, die Resistenz der Tumorzellen durch Konjugation von antineoplasti-
schen Wirkstoffen mit verschiedenen Makromolekülen zu überwinden. Dabei dienen die Makromoleküle als 
Träger für den Wirkstoff. Man spricht auch von einem Trägersystem.

[0005] Bereits 1992 wurde gezeigt, daß sich mit Doxorubicin beladenen Polyisohexylcyanoacrylat (PIH-
CA)-Nanosphären die Pgp-vermittelte Resistenz bei verschiedenen Krebszelllinien überwinden läßt [Cuvier et 
al., (1992), Biochem.

[0006] Pharmacol. 44, 509]. Bestätigt wurden diese Untersuchungen an Doxorubicin-resistenten C6-Zellen, 
bei denen die inhibitorische Konzentration 50 (IC50) von Doxorubicinbeladenen Polyisohexylcyanoacrylat-Na-
nosphären signifikant niedriger war als für nicht konjugiertes Doxorubicin [Bennis et al., (1994), Eur. J. Cancer 
30A, 89]. Mit entsprechenden Doxorubicin-beladenen PIHCA-Nanopartikeln konnte dieses Ergebnis auch an 
hepatozellulären Karzinomzellen bestätigt werden [Barraud et al., (2005), J. Hepatol. 42, 736].

[0007] Der Mechanismus der Resistenzüberwindung durch kolloidale Trägersysteme war zunächst Anlaß für 
Spekulationen. Eine weitverbreitete Meinung war, daß solche Trägersysteme durch einen endozytotischen 
Prozeß von den Zielzellen aufgenommen und dadurch an den Pgp-vermittelten Resistenzmechanismen vor-
beigeschleust würden. Diese Meinung wurde in Bezug auf Polyisohexylcyanoacrylat-Nanopartikel widerlegt 
[Henry-Toulme et al., (1995), Biochem. Pharmacol. 50, 1135]. Bei fluoreszenzmikroskopischen Untersuchun-
gen von resistenten Tumorzelllinien nach Inkubation mit PIHCA-Nanopartikeln wurde keine Anreicherung der 
Partikel in den Zellen beobachtet, wohingegen ihre Anreicherung in phagozytierenden Zellen wie Makropha-
gen nachzuweisen war. Die Überwindung der Multiresistenz durch PIHCA-Nanopartikel wurde daher als Syn-
ergismus von Produkten der Polymermatrix und des Wirkstoffs diskutiert. Unterstützt wird diese Hypothese 
durch Untersuchungen, die zeigten, daß Doxorubicin-beladene Polyisobutylcyanoacrylat (PIBCA)-Nanoparti-
kel einen gesteigerten zytotoxischen Effekt auf resistente P388/Adr-Zellen haben [Colin de Verdiere et al., 
(1994), Cancer Chemother. Pharmacol. 33, 504]. Die Inkubation der Zellen mit PIBCA-Nanopatikeln führte zu 
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einer 5-fach höheren Wirkstoffkonzentration in den Zielzellen. Als diesem Phänomen zugrundeliegender Me-
chanismus wurde im Gegensatz zu einer endozytotischen Aufnahme der Nanopartikel eine Nanoparti-
kel/Zell-Interaktion diskutiert.

[0008] Im Jahr 1993 wurde von Ohkawa et al. [Cancer Res. 53, 4238-4242] eine Untersuchung zur Wirkung 
von Doxorubicin-Rinderserumalbumin-Konjugaten auf resistente Ratten-Hepatom-Zellen (AH66DR) veröffent-
licht. Die Doxorubicin-Rinderserumalbumin-Konjugate zeigten einen gesteigerten zytotoxischen Effekt im Ver-
gleich zur Kontrolle mit unmodifiziertem Wirkstoff. Als Ursache für diesen Effekt wurde eine gesteigerte Akku-
mulation der Konjugate durch einen verringerten Efflux diskutiert. Eine Behandlung von peritoneal tumortra-
genden Ratten zeigte, daß die Doxorubicin-Rinderserumalbumin-Konjugate die mittlere Überlebensrate von 30 
Tagen in der Kontrollgruppe auf 50 Tage erhöhte.

[0009] Die Herstellung der von Ohkawa et al. beschriebenen Doxorubicin-Rinderserumalbumin-Konjugate er-
folgte durch Lösen des Wirkstoffs und des Rinderserumalbumins in einem geeigneten Lösungsmittel und an-
schließender Zugabe von Glutaraldehyd. Der Glutaraldehyd reagiert mit funktionellen Gruppen des Wirkstoffs 
und des Zielproteins, in diesem Fall Aminogruppen, und führt so zu einer kovalenten Verknüpfung der Mole-
küle. Für die Doxorubicin-Rinderalbumin-Konjugate wird eine Transportkapazität von drei bis vier Wirkstoffmo-
lekülen pro Trägereinheit angegeben.

[0010] Bei den von Ohkawa et al. beschriebenen Doxorubicin-Rinderserumalbumin-Konjugaten handelt es 
sich also um kovalente chemische Bindungen von Doxorubicin an Rinderserumalbumin. Durch eine derartige 
chemische Modifikation des Wirkstoffs werden die physikalischchemischen Eigenschaften des Wirkstoffs ver-
ändert. Es entstehen neue Wirkstoffe (NCI: new chemical entities), die andere und neue Wirkungen in biologi-
schen Systemen haben.

[0011] Für eine antineoplastische Wirkung der Doxorubicin-Rinderserumalbumin-Konjugate ist es notwendig, 
daß die kovalente Wirkstoff-Protein-Bindung im Zielgewebe gespalten werden kann. Erst dadurch wird eine 
Freisetzung des therapeutisch wirksamen Agens erreicht.

[0012] Trotz dieser Nachteile gehört die Verwendung von kolloidalen „Drug Delivery Systemen" bzw. mit Wirk-
stoff konjugierten Trägersystemen wie Nanopartikel oder Nanosphären zu den vielvorsprechenden Strategien, 
um eine Resistenz von Tumorzellen zu überwinden.

[0013] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Bereitstellung eines kolloidalen „Drug Delivery Sys-
tems" zur Überwindung von Resistenzen bei Tumorzellen, welche die Nachteile der bekannten Konjugate aus 
kovalent an ein Trägermaterial gebundene Wirkstoffe nicht aufweist.

[0014] Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung von Nanopartikeln gelöst, bei denen zumindest ein Wirk-
stoff in einer Matrix aus Protein eingeschlossen, aber nicht kovalent an das Protein gekoppelt ist.

[0015] Gegenstand der Erfindung sind Nanopartikel, deren Partikelmatrix auf mindestens einem Protein ba-
siert und in die mindestens ein Wirkstoff eingebettet ist, Verfahren zur Herstellung solcher Nanopartikel sowie 
die Verwendung derartiger Nanopartikel zur Behandlung von Tumoren bzw. zur Herstellung von Medikamenten 
zur Behandlung von Tumoren, insbesondere zur Behandlung von Tumoren, die resistent gegen Chemothera-
peutika sind.

[0016] Die erfindungsgemäßen Nanopartikel umfassen zumindest ein Protein, auf welchem die Partikelmatrix 
basiert, und mindestens einen Wirkstoff, der in der Partikelmatrix eingebettet ist.

[0017] Als Protein bzw. Proteine, welche(s) die Matrix der Nanopartikel bilden, sind im Prinzip alle physiolo-
gisch verträglichen, pharmakologisch akzeptablen Proteine geeignet, die in einem wäßrigen Medium löslich 
sind. Besonders bevorzugte Proteine sind Gelatine und Albumin, welches aus unterschiedlichen Tierarten 
(Rind, Schwein etc.) stammen kann, sowie das Milchprotein Casein. Als Ausgangsmaterial für die Herstellung 
der erfindungsgemäßen Nanopartikel können prinzipiell auch andere Proteine verwendet werden, z. B. Immun-
globuline.

[0018] Dem Grunde nach kann jeder beliebige, intrazellulär wirkende Wirkstoff in die Partikelmatrix eingebet-
tet werden. Vorzugsweise werden jedoch Zytostatika und/oder andere antineoplastische Wirkstoffe verwendet, 
um mit Hilfe der erfindungsgemäßen Nanopartikel zur Behandlung von Tumoren verabreicht zu werden, ins-
besondere zur Behandlung von Tumoren, die gegen Zytostatika oder andere antineoplastische Wirkstoffe re-
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sistent sind. Besonders bevorzugte Nanopartikel weisen Anthracycline wie Doxorubicin, Daunorubicin, Epiru-
bicin oder Idarubicin in ihrer Proteinmatrix eingebettet auf.

[0019] Als antineoplastische Mittel, die in der Proteinmatrix der Nanopartikel eingebettet sein können, sind 
beispielsweise geeignet: 
– Zytostatika,
– pflanzliche Zytostatika, z. B. Mistelpräparate,
– chemisch definierte Zytostatika,
– Alkaloide und Podophyllotoxine,
– Vinca-Alkaloide und Analoga, z. B. Vinblastin, Vincristin, Vindesin, Vinorelbin,
– Podophyllotoxinderivate, z. B. Etoposid, Teniposid,
– Alkylanzien,
– Nitrosoharnstoffe, z. B. Nismutin, Carustin, Lomustin,
– Stickstofflost-Analoga, z. B. Cyclophosphamid, Estramustin, Melphalan, Ifosfamid, Trofosfamid, Chloram-
bucil, Bendamustin,
– Andere Alkylanzien, z. B. Dacarbazin, Busulfan, Procarbazin, Treosulfan, Temozolomid, Thiotepa,
– zytotoxische Antibiotika,
– den Anthracyclinen verwandte Substanzen, z. B. Mitoxantron,
– andere zytotoxische Antibiotika, z. B. Bleomycin, Mitomycin, Dactinomycin,
– Antimetabolite,
– Folsäureanaloga, z. B. Methotrexat
– Purin-Analoga, z. B. Fludarabin, Cladribin, Mercaptopurin, Thioguanin
– Pyrimidin-Analoga, z. B. Cytarabin, Gemcitabin, Fluoruracil, Capecitabin,
– andere Zytostatika wie z. B. Paclitaxel, Docetaxel
– andere antineoplastische Mittel,
– Platinverbindungen, z. B. Carboplatin, Cisplatin, Oxaliplatin,
– sonstige antineoplastische Mittel wie Amsacrin, Irinotecan, Hydroxycarbamid, Pentostatin, Porfimer nat-
rium, Aldesleukin, Tretinoin und Asparaginase.

[0020] Es ist möglich, jeden der in der vorangehenden Wirkstoffliste aufgeführten Wirkstoffe in die Partikel-
matrix des proteinbasierten Trägersystems einzubetten. Aufgrund der unterschiedlichen physikochemischen 
Eigenschaften der Wirkstoffe (z. B. Löslichkeit, Adsorptionsisotherme, Plasmaeiweißbindung, pKs-Werte) 
kann es jedoch erforderlich sein, den Herstellungsprozeß für die wirkstoffenthaltenden Nanopartikel für den je-
weiligen Wirkstoff zu optimieren.

[0021] Bei den erfindungsgemäßen Nanopartikeln handelt es sich somit um ein auf Protein basierendes Trä-
gersystem mit mindestens einem Wirkstoff, der in der Proteinmatrix der Partikel eingebettet ist, vorzugsweise 
zur Behandlung von Tumoren, insbesondere zur Behandlung von resistenten Tumoren.

[0022] Die erfindungsgemäßen Nanopartikel weisen vorzugsweise eine Größe von 100 bis 600 nm auf, be-
sonders bevorzugt von 100 bis 400 nm. In einer ganz besonders bevorzugten Ausführungsform weisen die Na-
nopartikel eine Größe von 100 bis 200 nm auf.

[0023] Die erfindungsgemäßen Nanopartikel sind in der Lage, die Resistenz von Tumorzellen gegen Chemo-
therapeutika zu überwinden.

[0024] Fig. 1 ist eine Graphik, die den Einfluß von Doxorubicin-Nanopartikeln (Dxr-NP), Doxorubicin-Lösung 
(Dxr-Lsg) und Doxorubicin-Liposomen (Dxr-Lip) auf die Zellviabilität von parentalen Neuroblastomzellen ver-
anschaulicht.

[0025] Fig. 2 ist eine Graphik, die den Einfluß von Doxorubicin-Nanopartikeln (Dxr-NP), Doxorubicin-Lösung 
(Dxr-Lsg) und Doxorubicin-Liposomen (Dxr-Lip) auf die Zellviabilität von resistenten Neuroblastomzellen ver-
anschaulicht.

[0026] Die erfindungsgemäßen Nanopartikel können eine modifizierte Oberfläche aufweisen. Beispielsweise 
kann die Oberfläche PEGyliert sein, d. h. durch kovalente Bindungen können Polyethylen-Glykole an die Ober-
fläche der Nanopartikel gebunden sein. Durch eine Modifikation der Oberfläche mit Polyethylen-Glykolen 
(PEGs) lassen sich die Eigenschaften der Nanopartikel so verändern, daß deren Stabilität, Halbwertszeit im 
Organismus, Wasserlöslichkeit, immunologischen Eigenschaften und/oder Bioverfügbarkeit verbessert wer-
den kann.
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[0027] Die Nanopartikel können aber auch „Drug-Targeting-Liganden" an ihrer Oberfläche aufweisen, durch 
die eine gezielte Anreicherung der Nanopartikel in einem bestimmten Organ oder in bestimmten Zellen möglich 
ist. Bevorzugte Drug-Targeting-Liganden sind tumorspezifische Proteine erkennende Liganden, beispielswei-
se aus der Gruppe ausgewählt, die tumorspezifische Proteine erkennende Antikörper wie Trastuzumab und 
Cetuximab, und Transferrin sowie Galactose umfaßt. Die Drug-Targeting-Liganden können auch über bifunk-
tionale PEG-Derivate an die Oberfläche der Nanopartikel gekoppelt sein.

[0028] Im Zusammenhang mit Modifikationen der Oberfläche von erfindungsgemäßen Nanopartikeln wird auf 
die Offenlegungsschrift WO 2005/089797 A2 verwiesen, deren Inhalt durch diese Bezugnahme vollständig in 
die Offenbarung der vorliegenden Erfindung einbezogen wird.

[0029] Die Herstellung der erfindungsgemäßen Nanopartikel erfolgt vorzugsweise, indem zunächst der Wirk-
stoff/die Wirkstoffe und das Protein/die Proteine gemeinsam in Lösung gebracht werden, vorzugsweise in Was-
ser oder einem wäßrigen Medium. Anschließend wird das Protein durch einfache Desolvatation mittels kontrol-
lierter Zugabe eines Nichtlösungsmittels für das Protein, vorzugsweise ein organisches Lösungsmittel, beson-
ders bevorzugt Ethanol, langsam und kontrolliert aus der Lösung ausgefällt. Hierbei bildet sich das kolloidale 
Trägersystem (Nanopartikel) um die in Lösung befindlichen Wirkstoffmoleküle aus. Der Wirkstoff wird dadurch 
unmodifiziert in die Matrix des Trägersystems eingebettet.

[0030] Bei der Herstellung der mit Wirkstoff beladenen Nanopartikel wird der Wirkstoff bevorzugt in einem mo-
laren Überschuß, bezogen auf das Protein, eingesetzt. Besonders bevorzugt liegt das molare Verhältnis von 
Wirkstoff zu Protein bei 5:1 bis 50:1. Auch eine Beladung in molaren Verhältnissen von mehr als 50:1 ist mög-
lich.

[0031] Durch eine nachfolgende Vernetzung der Proteinmatrix mittels Zugabe eines Vernetzungsmittels, vor-
zugsweise Glutaraldehyd, wird die Matrix der Nanopartikel stabilisiert.

[0032] Durch Variation der Vernetzermenge kann eine unterschiedlich starke Stabilisierung der Partikelmatrix 
erreicht werden. Vorzugsweise werden Nanopartikel hergestellt, die zu 50% bis 200% stabilisiert sind. Diese 
Prozentangaben beziehen sich auf die molaren Verhältnisse der auf dem verwendeten Protein vorhandenen 
Amino-Gruppen zu den Aldehyd-Funktionen des Glutaraldehyds. Ein molares Verhältnis von 1:1 entspricht ei-
ner 100%igen Stabilisierung.

[0033] Neben dem bifunktionalen Aldehyd Glutaraldehyd sind weitere bifunktionale Substanzen, die mit dem 
Protein kovalente Bindungen eingehen können, für die Stabilisierung der Proteinmatrix geeignet. Diese Sub-
stanzen können beispielsweise mit Aminogruppen oder Sulfhydrylgruppen der Proteine reagieren. Beispiele 
für geeignete Vernetzungsmittel sind Formaldehyd, bifunktionale Succinimide, Isothiocyanate, Sulfonylchlori-
de, Maleinimide und Pyridylsulfide.

[0034] Eine Stabilisierung der Proteinmatrix kann aber auch durch Einwirken von Hitze erfolgen. Vorzugswei-
se wird die Proteinmatrix durch eine zweistündige Inkubation bei 70°C oder eine einstündige Inkubation bei 
80°C stabilisiert.

[0035] Bei dem erfindungsgemäßen Trägersystem handelt es sich aufgrund der erst nach dem Ausfällen der 
Nanopartikel erfolgenden Vernetzung nicht um eine chemisch kovalente Bindung eines Wirkstoffs an das Pro-
tein. Vielmehr wird der Wirkstoff in die Matrix des Trägersystems eingebettet. Daher ist die Einbindung des 
Wirkstoffs weitgehend unabhängig von der Art des Wirkstoffs und universell einsetzbar.

[0036] Im Unterschied zu kovalent gebundenen Wirkstoff-Konjugaten, bei denen es notwendig ist, daß die 
Wirkstoff-Protein-Bindung im Zielgewebe gespalten werden kann, um eine Freisetzung des Wirkstoffs zu er-
reichen, erfolgt die Wirkstoff-Freisetzung bei dem erfindungsgemäßen kolloidalen Trägersystem durch den Ab-
bau der Proteinstruktur durch lysosomale Enzyme, die in allen Geweben vorhanden sind. Dabei ist die direkte 
Spaltung einer Wirkstoff-Protein-Bindung nicht notwendig.

[0037] Das vorliegende Partikelsystem zur Überwindung von Resistenzen in Tumorzellen weist die folgenden 
Vorteile auf 

1. Überwindung der Resistenz von Tumorzellen.
2. Gesteigerte Zytotoxizität auf Tumorzellen, im Vergleich zu liposomalen Zubereitungen und der Lösung 
eines Wirkstoffs.
3. Die proteinbasierten Nanopartikel bestehen aus physiologischem Material.
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4. Es ist keine Zusatzmedikation mit Pgp-Inhibitoren notwendig.
5. Der Wirkstoff ist im Inneren der Partikelmatrix vor äußeren Einflüssen geschützt.
6. Modifikationen der Partikeloberflächen sind leicht möglich.

[0038] Durch chemische Umsetzung der auf der Partikeloberfläche befindlichen funktionellen Gruppen (Ami-
nogruppen, Carboxylgruppen, Hydroxylgruppen) mit geeigneten chemischen Reagenzien, können z.B. Polye-
thylenglykol-Ketten (PEG) unterschiedlicher Kettenlänge an die Nanopartikel gebunden werden. Bei dieser als 
PEGylierung oder Proteinpegylierung bezeichneten Methode wird die Oberflächenmodifikation der Nanoparti-
kel im wesentlichen durch stabile, kovalente Bindungen zwischen einer Amino- oder Sulfhydrylgruppe am Pro-
tein und einer chemisch reaktiven Gruppe (Karbonat, Ester, Aldehyd oder Tresylat) auf dem PEG herbeige-
führt. Die entstehenden Strukturen können linear oder verzweigt sein. Die PEGylierungsreaktion wird durch 
Faktoren wie Masse des PEGs, Art des Proteins, Konzentration des Proteins im Reaktionsansatz, Reaktions-
zeit, Temperatur und pH-Wert beeinflußt. Daher müssen für jedes Trägersystem die passenden PEGs ermittelt 
werden.

[0039] Neben der PEGylierung der Partikeloberfläche im engeren Sinn, d. h. der Umsetzung der Proteinpar-
tikel mit monofunktionalen PEG-Derivaten, können auch bifunktionale PEG-Derivate an die Partikeloberfläche 
gebunden werden, um sogenannte „Drug-Targeting-Liganden" an die Partikel zu koppeln. Andere Oberflä-
chenmodifikationen sind beispielsweise die Umsetzung funktioneller Gruppen auf der Partikeloberfläche mit 
Acetanhydrid oder Iodessigsäure, um Acetyl- bzw. Essigsäuregruppen anzulagern.

[0040] Die Oberfläche der erfindungsgemäßen Nanopartikel kann auch durch proteinchemische Reaktionen 
mit einem entsprechenden Drug-Targeting-Liganden modifiziert werden, wodurch eine Anreicherung der Na-
nopartikel in bestimmten Organen oder Zellen erreicht werden kann, ohne daß eine vorherige Anpassung des 
Trägersystems erfolgen muß.

[0041] Als Rezeptoren für die Drug-Targeting-Liganden kommen alle tumorspezifischen Proteine in Betracht. 
Besonders bevorzugt werden tumorspezifische Proteine erkennende Antikörper als „Drug-Targeting-Liganden"
verwendet, beispielsweise die Antikörper Trastuzumab und Cetuximab. Trastuzumab (Herceptin®) erkennt 
HER2-Rezeptoren, die von einer Vielzahl von Tumorzellen überexprimiert werden, und ist für die Behandlung 
von Brustkrebs zugelassen. Cetuximab (Erbitux®) erkennt den Rezeptor für den epidermalen Wachstumsfaktor 
auf einer Vielzahl von Tumorzellen und ist für die Behandlung kolorektaler Karzinome zugelassen. Neben An-
tikörpern kann ein „Drug Targeting" auch über an die Partikel gebundene Liganden wie Transferrin erfolgen, 
das den von Tumorzellen überexprimierten Transferrin-Rezeptor erkennt, oder über niedermolekulare Rezep-
tor-Liganden wie Galactose erreicht werden, welche vom Asialoglykoprotein-Rezeptor auf Hepatozyten gebun-
den wird.

Ausführungsbeispiel

[0042] Zur Herstellung erfindungsgemäßer Nanopartikel wurden 20,0 mg humanes Serumalbumin und 1,0 
mg Doxorubicin-Hydrochlorid in 1,0 ml Reinstwasser gelöst, was einem molaren Verhältnis von 5 zu 1 (Wirk-
stoff zu Protein) entspricht, und für 2 h unter Rühren inkubiert. Durch Zugabe von 3,0 ml Ethanol 96% über ein 
Pumpensystem (1,0 ml/min) kam es zur Ausfällung des Serumalbumins in Form von Nanopartikeln. Diese wur-
den durch die Zugabe unterschiedlicher Mengen Glutaraldehyd, 8%-ig (Tabelle 1) unterschiedlich stark für 24 
h quervernetzt. Die stabilisierten Nanopartikel wurden in Aliquote zu 2,0 ml aufgeteilt und durch 3 Zyklen Zen-
trifugation und Redispergieren im Ultraschallbad aufgereinigt. Die Überstände der einzelnen Waschschritte 
wurden gesammelt und der in ihnen befindliche Anteil des nicht gebundenen Doxorubicins durch RP18-HPLC 
bestimmt. Zur Bestimmung der Nanopartikel-Konzentration wurden 50,0 μl der Zubereitung auf ein ausgewo-
genes Metallschiffchen aufgetragen und bei 80°C für 2 h getrocknet. Nach dem Abkühlen wurde erneut aus-
gewogen und die Nanopartikel-Konzentration errechnet.

[0043] Die Beladungseffizienz mit Doxorubicin wurde durch Quantifizierung des ungebundenen Anteils mit-
tels RP18-HPLC bestimmt. Die absolute Beladung betrug je nach Quervernetzungsgrad 35,0-48,0 μg Wirkstoff 
pro mg des Trägersystems. Die Transportkapazität des Trägersystems liegt somit bei etwa 106 Wirkstoffmole-
külen pro Trägereinheit (= Nanopartikel). 
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[0044] Um die Zytotoxizität der hergestellten Doxorubicin-Nanopartikel (Dxr-NP) im Vergleich zu einer Do-
xorubicin-Lösung (Dxr-Lsg.) und einer liposomalen Doxorubicin-Zubereitung (Caelyx®) zu testen, wurden fol-
gende Zelllinien verwendet: 
• Parentale Zellen einer humanen Neuroblastom-Zellinie des Universitäts-Klinikums Frankfurt (UKF-NB3 
Par.)
• Doxorubicin-resistente Zellen der humanen Neuroblastom-Zellinie des Universitäts-Klinikums Frankfurt 
(UKF-NB3 Dxr-R.)

[0045] Zur Bestimmung der Zytotoxizität wurde der MTT-Test verwendet. Mit diesem Test wird die Viabilität 
der Zellen in Gegenwart verschiedener Konzentrationen eines Stoffes bestimmt und mit einer Zollkontrolle ver-
glichen. Aus den Ergebnissen läßt sich der IC50 Wert (inhibitorische Konzentration 50), die Konzentration ei-
nes Stoffes bei der 50% der Zellen absterben, berechnen. Der Test beruht auf der Reduktion von 3-(4,5-Dime-
thyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid in den Mitochondrion vitaler Zellen. Dabei wird das gelbe 
Tetrazoliumsalz zu Formazan reduziert, das als blaue Kristalle ausfällt. Nach Lösen der Kristalle mit 
SDS/DMF-Lösung kann die Farbintensität photometrisch gemessen werden. Hierbei bedeutet eine hohe Ab-
sorption eine hohe Zellviabilität.

[0046] Für die Testung der Zytotoxizität in parentalen und resistenten Neuroblastomzellen wurden die Zellen 
gleichmäßig auf eine 96-Loch Mikrotiterplatte aufgeteilt.

[0047] Eine Spalte der Vertiefungen enthielt reines Medium und entsprach dem Leerwert, in einer zweiten 
Spalte wurden die Zellen für die Wachstumskontrolle (100%-Wert) kultiviert. In die anderen Vertiefungen wur-
den die Doxorubicin umfassenden Zubereitungen (Dxr-NP, Dxr-Lsg und Dxr-Lip) mit von rechts nach links zu-
nehmender Konzentration pipettiert (0,75; 1,5; 3,0; 6,0; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0 ng/ml). Die Mikrotiterplatte wur-
de anschließend 5 Tage im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Es wurden 25 μl MTT-Lösung in jede Ver-
tiefung pipettiert und für 4 h wiederum bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Reduktion des Tetrazoliumbro-
mids in die blauen Formazan-Kristalle wurde durch Zugabe von 100 μl SDS/DMF-Lösung gestoppt. Nach einer 
weiteren Inkubation bei 37°C über Nacht hatten sich die Farbkristalle vollständig gelöst und es wurde die Far-
bintensität in jeder Vertiefung photometrisch bei 620/690 nm gemessen. Durch Subtraktion des Leerwertes von 
den Meßwerten und mit Bezug auf die Kontrolle, kann die Zellviabilität in Prozent ausgedrückt werden.

[0048] Die Zytotoxizität verschiedener Doxorubicin enthaltender Zubereitungen wurde an einer parentalen 
Neuroblastom-Zellinie (UKF-NB3 Par.) ohne Resistenzmechanismen und einer Doxorubicin-resistenten Neu-
roblastom-Zellinie (UKF-NB3 Dxr-R.) durchgeführt. Die Testung der parentalen Zelllinie (Fig. 1) ergab, daß so-
wohl die Dxr-Lsg als auch die Dxr-NP mit einer Stabilisierung von 100% einen starken zytotoxischen Effekt auf 
parentale Neuroblastom-Zellen haben. Bereits bei einer geringen Konzentration von 3 ng/ml Doxorubicin sank 
die Zellviabilität auf unter 50% ab. Die liposomale Dxr-Zubereitung (Caelyx®) zeigte einen deutlich geringeren 
zytotoxischen Effekt auf die Zellen. Hier waren höhere Konzentrationen des Arzneistoffs erforderlich (25,0 
ng/ml). Die Berechnung der IC50-Werte für die einzelnen Zubereitungen bestätigt dieses Ergebnis (Tabelle 2). 
Dxr-NP und Dxr-Lsg bewirkten ein Absterben von 50% der Zellen bereits in Konzentrationen von 2,4 ng/ml 
bzw. 1,6 ng/ml, wohingegen die Dxr-Liposomen mit einem IC50 von 25,8 ng/ml erheblich höher dosiert werden 
mußten.

[0049] Um eine mögliche Resistenzüberwindung zu untersuchen, wurden die Doxorubicin-enthaltenden Zu-
bereitungen auch an Doxorubicin-resistenten Neuroblastom-Zellen getestet. Hier zeigte sich ein erheblicher 
Unterschied bei den verschiedenen Zubereitungen (Fig. 2). Die höchste Zytotoxizität zeigt die nanopartikuläre 
Dxr-Zubereitung mit einem IC50 von 14,4 ng/ml. Einen erheblich schwächeren Einfluß auf die Zellviabilität hat-

Tabelle 1: Stabilisierung von Doxorubicin enthaltenden Nanopartikeln auf Basis von humanem Serumalbumin
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te die Dxr-Lsg. Bei Ihr stieg die 2050 im Vergleich zum Test in den parentalen UKF-NB3 Zellen auf 53,46 ng/ml 
an. Die liposomale Dxr-Zubereitung hatte keinen Einfluß auf das Wachstum der UKF-NB3 Dxr-R.-Zellen. 
Selbst Konzentrationen von 100 ng/ml Doxorubicin zeigten keine zytotoxische Wirkung. 

[0050] Die Ergebnisse des Zytotoxizitätstest machen deutlich, daß Doxorubicin in verschiedenen Zubereitun-
gen das Zellwachstum von Tumorzellen stark hemmt. In nicht resistenten Zellen zeigten die Dxr-Nanopartikel 
und die Dxr-Lösung einen vergleichbaren Effekt. Kommt es aber während einer Zytostatika-Therapie zur Aus-
bildung von Resistenzen, ist die nanopartikuläre Dxr-Zubereitung einer Wirkstofflösung überlegen. Liposomale 
Dxr-Zubereitungen hingegen sind nicht in der Lage, Resistenzmechanismen von Tumorzellen zu überwinden.

Patentansprüche

1.  Nanopartikel zur Behandlung resistenter Tumorzellen, umfassend eine Matrix aus mindestens einem 
Protein, in die mindestens ein Wirkstoff eingebettet ist.

2.  Nanopartikel gemäß Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daß das Protein aus der Gruppe ausgewählt 
ist, die Albumin, Gelatine, Casein und Immunglobuline umfaßt, wobei humanes Serumalbumin besonders be-
vorzugt wird.

3.  Nanopartikel gemäß einem der vorangehenden Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß der Wirkstoff 
ein antineoplastischer Wirkstoff ist.

4.  Nanopartikel gemäß einem der vorangehenden Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß der Wirkstoff 
aus der Gruppe der Zytostatika ausgewählt ist, die pflanzliche Zytostatika, chemisch definierte Zytostatika aus 
den Gruppen der Alkaloide, insbesondere der Vinca-Alkaloide, der Podophyllotoxine, Podophyllotoxinderivate, 
Alkylanzien, insbesondere Nitrosoharnstoffe, Stickstofflost-Analoga, der zytotoxischen Antibiotika, vorzugs-
weise der Anthracycline, der Antimetabolite, insbesondere der Folsäure-Analoga, Purin-Analoga und Pyrimi-
din-Analoga, umfaßt.

5.  Nanopartikel gemäß einem der vorangehenden Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß der Wirkstoff 
aus der Gruppe ausgewählt ist, die Mistelpräparate, Vinblastin, Vincristin, Vindesin, Vinorelbin, Etoposid, Te-
niposid, Nismutin, Carustin, Lomustin, Cyclophosphamid, Estramutin, Melphalan, Ifosfamid, Trofosfamid, Chl-
orambucil, Bendamustin, Dacarbazin, Busulfan, Procarbazin, Treosulfan, Temozolomid, Thiotepa, Daunorubi-
cin, Doxorubicin, Epirubicin, Mitoxantron, Isarubicin, Bleomycin, Mitomycin, Dactinomycin, Methotrexat, Fluda-
rabin, Cladribin, Mercaptopurin, Thioguanin, Cytarabin, Gemcitabin, Fluoruracil, Capecitabin, Paclitaxel, Doce-
taxel, Carboplatin, Cisplatin und Oxaliplatin umfaßt.

6.  Nanopartikel gemäß Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daß der antineoplastische Wirkstoff aus der 
Gruppe ausgewählt ist, die Platinverbindungen, Amsacrin, Irinotecan, Hydroxycarbamid, Pentostatin, Porfimer 
natrium, Aldesleukin, Tretionin und Asparaginase umfaßt.

7.  Nanopartikel gemäß einem der vorangehenden Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß ihre Oberflä-
che Polyethylenglykol-Moleküle oder Drug-Targeting-Liganden aufweist.

8.  Nanopartikel gemäß Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daß es sich bei den Polyethylenglykol-Mo-
lekülen um mono- oder bifunktionale Polyethylenglykol-Derivate handelt.

9.  Nanopartikel gemäß Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daß die Drug-Targeting-Liganden aus 
der Gruppe ausgewählt sind, die Trastuzumab, Cetuximab, tumorspezifische Proteine erkennende Antikörper, 
Transferrin und Galactose umfaßt.

Tabelle 2: IC50-Werte von Dxr-NP, Dxr-Lsg, Dxr-Liposomen in parentalen und resistenten UKF-NB3 Zellen.
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10.  Nanopartikel gemäß einem der vorangehenden Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß sie eine 
Größe von 100 bis 600 nm, vorzugsweise von 100 bis 400 nm, und besonders bevorzugt von 100 bis 200 nm, 
aufweisen.

11.  Verfahren zur Herstellung von Nanopartikeln zur Behandlung resistenter Tumorzellen, umfassend die 
Schritte:  
– Lösen mindestens eines Proteins und mindestens eines Wirkstoffs in einem wäßrigen Medium;  
– Ausfällen des Proteins in Form von Nanopartikeln durch kontrollierte Zugabe eines Nichtlösungsmittels für 
das Protein, vorzugsweise eines organischen Lösungsmittels, besonders bevorzugt von Ethanol;  
– Stabilisieren der ausgefällten Nanopartikel durch Zugabe eines Vernetzungsmittels oder durch Wärmebe-
handlung;  
– Aufreinigen der Nanopartikel durch Waschen/Zentrifugieren.

12.  Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daß das molare Verhältnis von Wirkstoff zu 
Protein 5:1 bis 50:1 beträgt.

13.  Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daß das Vernetzungsmittel aus der 
Gruppe von Substanzen ausgewählt ist, die Glutaraldehyd, Formaldehyd, bifunktionale Succinimide, Isothio-
cyanate, Sulfonylchloride, Maleinimide und Pyridyldisulfide umfaßt.

14.  Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daß die Wärmebehandlung für 1 Stun-
de bei 80°C oder für 2 Stunden bei 70°C erfolgt.

15.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daß die Oberfläche der 
Nanopartikel durch kovalentes Binden von PEG-Derivaten und/oder Drug-Targeting-Liganden modifiziert wird.

16.  verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daß der Drug-Targeting-Ligand aus der Gruppe 
ausgewählt ist, die tumorspezifische Proteine erkennende Antikörper, Trastuzumab, Cetuximab, Transferrin 
und Galactose umfaßt.

17.  Verwendung von Nanopartikeln gemäß einem der Ansprüche 1 bis 10 zur Herstellung eines Medika-
ments zur Behandlung von Tumoren, insbesondere zur Behandlung von resistenten Tumoren.

18.  Verwendung von Nanopartikeln gemäß einem der Ansprüche 1 bis 10 zur Behandlung von Tumoren, 
insbesondere zur Behandlung von resistenten Tumoren.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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