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1. Einleitung

Viele zugelassene, bereits vermarktete sowie iiber 40 % der Wirkstoffe, welche sich noch in
der Entwicklung befinden, haben eine schlechte Wasserloslichkeit und /oder Permeabilitdt durch
physiologische Barrieren. Das fiihrt zu einer geringen Bioverfiigbarkeit der Wirkstoffe an ihrem
gewiinschten Wirkort [1-5]. Es gibt viele Ansétze zur Verbesserung der Bioverfiigbarkeit solcher
Wirkstoffe: pH-Modifikation, Entwicklung von Salzformen, Cosolvenz, Tensidsolubilisierung oder
Einschlusskomplexierung von Wirkstoffmolekiilen, Entwicklung amorpher Solid Dispersions oder
Co-Kristalle und Reduktion der Partikelgrofie von Wirkstoffkristallen in den Submicron-Bereich
mittels Top-down- oder Bottom-up-Prozesse. Dariiber hinaus ist die laufende Entwicklung un-
terschiedlichster nanopartikuldrer Arzneistofftragersysteme ein vielversprechender Ansatz, um
neben der Verbesserung der Bioverfiigbarkeit dieser Wirkstoffe zusétzlich die Nebenwirkungen
zu reduzieren [5,6]. Als nanoskalige Tragersysteme fiir Arzneistoffe, Diagnostika oder Theranos-
tika kommen dabei feste Lipid- oder Polymer-Nanopartikel, Nanokapseln, fliissige Nanoemulsio-
nen, Liposomen oder Mizellen zum Einsatz [5-13]. Der physikalische Einschluss der Wirkstoffe
im Kern solcher nanoskaligen Tragersysteme bietet die Moglichkeit, schwer 16sliche oder auch
empfindliche Wirkstoffe zu solubilisieren und vor &ufleren Einfliissen zu schiitzen [6-9, 14, 15].
Aufgrund der sehr geringen Grofie konnen sich die physikochemischen Eigenschaften der nano-
skaligen Arzneistofftragersysteme erheblich von den Eigenschaften mikroskaliger oder grofierer
(Bulk-)Materialien unterscheiden. So besitzen sie beispielsweise eine hohere Aufnahmerate und
Wechselwirkung im biologischem Gewebe, verbessertes Targeting zu ihrem Wirkort oder héhere
Reaktivitdt aufgrund ihrer deutlich gréfleren spezifischen Oberflédche. Folglich {ibertreffen na-
noskalige Arzneistofftragersysteme héufig die Kinetik, Absorption, Distribution und metaboli-
schen Eigenschaften im Vergleich zu ihren kongenerischen (Bulk-)Materialien. Allerdings kénnen
alle diese Figenschaften auch zu Bedenken hinsichtlich nanotoxikologischer Nebenwirkungen
fithren [16-19].

Die Entwicklung innovativer Partikeldesigns der nanoskaligen Arzneistofftrager kann durch
eine gezielte Anpassung der Partikeleigenschaften genutzt werden, um die Pharmakokinetik, wie
die Blutzirkulationszeit, das metabolische Verhalten oder das Biodistributionsprofil, den Anfor-
derungen entsprechend zu beeinflussen. Das Ziel dabei ist, den Wirkstoff effizient an seinen Wirk-
ort zu transportieren und freizusetzen [1,20,21]. Die Partikelgréfie und -form der nanoskaligen
Arzneistofftragersysteme spielt dabei eine wichtige Rolle fiir deren Verbleib und Wechselwirkung
mit dem biologischen Gewebe, da diese die Adhésion an der Zelloberfliche bzw. Membran sowie
die Art der zelluldren Aufnahme via direkte Penetration durch die Membran oder Endozytose be-
einflussen [18,22]. Je kleiner die nanoskaligen Arzneistofftrager sind, umso schneller und leichter

konnen sie die Kapillarwande durchdringen. Mit weniger als 50 nm koénnen sie aus dem zirkulie-
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Abbildung 1.1. Schematische Darstellung von Emulsionen mit einer O/W Emulsion, bikontinuierlichen
Emulsion und W/O Emulsion, die lipide Phase ist gelb und die wéssrige ist blau dargestellt.

rendem Blutstrom in die Zellen eindringen, mit weniger als 20 nm und damit &hnlich grofl wie
Viren, Proteine oder Enzyme werden sie sogar nochmals deutlich schneller aufgenommen [23,24].
Dariiber hinaus héngt die Pharmakokinetik, einschliellich der Verteilung vom Blutstrom in das
Gewebe der Organe, zuséitzlich von der Oberflichenzusammensetzung, Oberflichenladung sowie

der Flexibilitdt der nanoskaligen Arzneistofftragersysteme ab [19,24, 25].

1.1. Nanoemulsionen als Arzneistofftragersysteme

Emulsionen sind disperse Systeme aus zwei nicht miteinander mischbaren Fliissigkeiten, welche
in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt sind. Dabei bildet die eine Fliissigkeit in der Regel
sphérische Tropfchen als disperse Phase aus, wahrend die andere die Tropfchen umgebende
kontinuierliche Phase bildet. Wenn dabei nanoskalige Oltropfchen als disperse Phase in einer
kontinuierlichen wissrigen Phase vorliegen, handelt es sich um Ol in Wasser (O/W) Nano-
emulsionen. Wiéssrige nanoskalige Tropfchen in einer kontinuierlichen lipiden Phase werden als
Wasser in Ol (W/O) Nanoemulsionen bezeichnet. Neben O/W oder W/O Emulsionen kénnen
die beiden nicht miteinander mischbaren Fliissigkeiten bikontinuierliche Systeme ausbilden, bei
denen sowohl die wassrige als auch die lipide Phase gleichzeitig als dreidimensionale kontinuier-
liche Phasen vorliegen. Fiir die lipide Phase kénnen unterschiedlichste unpolare Molekiile wie
Mono-, Di- und Triglyceride, freie Fettsduren, Olséiureethylester, mineralische oder dtherische
Ole verwendet werden. Die wéssrige Phase besteht primér aus Wasser, deren physikochemischen
Bulk-Eigenschaften durch weitere Additive wie polare Molekiile, Co-Losungsmittel (einfache
oder mehrwertige Alkohole), Kohlenhydrate, Mineralien, Sduren oder Basen optimiert werden
konnen [9, 26,27]. Die Bildung von Nanoemulsionen, deren Stabilitét sowie physikochemischen
Eigenschaften hingt von den Bulk-Eigenschaften wie der Viskositéit, Dichte, Polaritdt, Grenz-
flichenspannung und chemischen Stabilitdt der lipiden Phase sowie von der durch Art und
Konzentration der oben genannten Additive einstellbaren Viskositéit, Dichte, Polaritiat, Grenz-
flachenspannung, pH-Wert und Ionenstiarke der wéssrigen Phase ab [26-28].

Als dritte Komponente ist fiir die Bildung stabiler Nanoemulsionen die Zugabe eines Emulga-
tors oder eine Kombination mehrerer Emulgatoren zwingend notwendig. Emulgatoren sind ober-

flichenaktive Molekiile, welche durch Adsorption an der Grenzflache zwischen den beiden nicht



1.1. NANOEMULSIONEN ALS ARZNEISTOFFTRAGERSYSTEME

mischbaren Phasen die Grenzflichenspannung verringern. So erleichtern Emulgatoren die Zer-
teilung von Emulsionstropfchen durch Homogenisationsprozesse oder ermoglichen die spontane
Bildung nanoskaliger Emulsionstropfchen unter bestimmten Bedingungen. Um die Grenzflache
zwischen den beiden nicht mischbaren Phasen bei der Entstehung neuer Emulsionstropfchen
direkt zu belegen, muss der Emulgator wihrend des Herstellungsprozesses im Uberschuss vorlie-
gen [9,27,29]. Das Verhéltnis zwischen dem hydrophilen und lipophilen Anteil des Emulgatormo-
lekiils, Hydrophilic-Lipophilic-Balance (HLB) genannt, hat dabei einen grofien Einfluss auf die
Bildung stabiler Emulsionen. Da sich lipophile Emulgatoren mit HLB-Werten < 10 besser in der
lipiden Phase losen, neigen diese zur Bildung von W/O Emulsionen bei Raumtemperatur. Mit
hoherer Loslichkeit in der wéssrigen Phase bilden hydrophile Emulgatoren mit HLB-Werten > 10
eher O/W Emulsionen bei Raumtemperatur [26,29,30]. Der HLB-Wert des Emulgators sowie
das eingesetzte Massenverhéltnis Emulgator zur lipiden Phase beeinflusst dabei die resultierende
Partikelgrofle und Stabilitédt der Emulsionstrépfchen [30-34].

Neben dem HLB-Wert kénnen Emulgatoren nach ihren elektrischen Eigenschaften als nicht-
ionisch, ionisch und zwitterionisch klassifiziert werden. Nicht-ionische Emulgatoren sind elek-
trisch neutral und werden meist zur sterischen Stabilisierung der Emulsionstropfchen einge-
setzt. Bei O/W Nanoemulsionen verhindern dabei lange hydrophile Ketten, bei W/O Nano-
emulsionen lange lipophile Ketten des amphilphilen Emulgatormolekiils die Kollision von sich
aneinander anndhernden Emulsionstropfchen und folglich deren Flokkulation oder Koaleszenz.
Tonische Emulgatoren, entweder kationisch oder anionisch, kénnen zur elektrostatischen Sta-
bilisierung von O/W Nanoemulsionen unter Ausbildung einer positiven bzw. negativen Ober-
flichenladung der Emulsionstréopfchen verwendet werden. Ebenso zwitterionische Emulgatoren,
welche mindestens zwei unterschiedlich geladene ionisierbare Gruppen besitzen, und so je nach
pH des wissrigen Dispersionsmediums negativ, neutral oder positiv geladen sein kénnen. Anein-
ander anndhernde Emulsionstropfchen stoflen sich aufgrund der repulsiven Kréfte ihrer gleich-
geladenen Oberflichenladung im polaren wissrigen Dispersionsmedium ab, womit es zu kei-
ner Kollision der Emulsionstropfchen kommt. Bei W/O Nanoemulsionen ist die elektrostati-
sche Stabilisierung allerdings nicht méglich. Aufgrund des unpolaren lipiden Dispersionsmedium
kommt es hier nur zu einer sehr schwachen elektrostatischen AbstofSiung, welche die Kollision
von Emulsionstropfchen und die daraus folgende Flokkulation oder Koaleszenz nicht verhin-
dern kann [3,9,26,27]. Als Emulgatoren stehen Phospholipide, Polysaccharide, Proteine oder
Tenside zur Auswahl, welche neben dem Stabilisierungsmechanismus in einigen Féllen auch
die Toxizitat, das pharmakokinetische sowie -dynamische Profil der Nanoemulsion beeinflussen
konnen [9,26,27]. Durch eine gezielte Auswahl der Emulgatoren kénnen die physikochemischen
Eigenschaften der Nanoemulsionen modifiziert werden, um einen Wirkstofftransport durch ak-
tives oder passives Targeting in die gewtinschten Zellen oder Organe zu erzielen [3,4].

Fiir die Herstellung von Nanoemulsionen stehen eine Vielzahl von Verfahren zur Verfiigung,
welche generell in Verfahren mit hohem Energieinput oder niedrigem Energieinput kategori-
siert werden konnen. Bei den weit verbreiteten hochenergetischen Verfahren werden grofiere
Emulsionstropfchen durch Eintragen mechanischer Energie in nanoskalige Tropfchen zerteilt.

Dieser hohe Energieeintrag kann beispielsweise durch Hochdruckhomogenisieren, Mischen mit
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Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der Herstellungsmethoden von O/W Nanoemulsionen iiber
die Phaseninversionstemperatur (1* - 3*) oder Phaseninversionskomposition (1’ - 3’), adaptiert nach
27,35, 36].

hoher Scherung, Membranemulgierung, Mikrofluidisierung oder Ultraschall bereit gestellt wer-
den. Eine geringe Viskositdt der dispersen Phase sowie die durch Emulgatoren reduzierte Grenz-
flichenspannung erleichtern dabei die durch Scher- und Kavitationskrifte induzierte Zerteilung
der Emulsionstropfchen [3,9,26,27,35]. Mit zunehmenden Interesse wurden in den letzten Jahren
auch niedrigenergetische Verfahren erforscht und entwickelt, da sie fiir die eingekapselten Wirk-
stoffmolekiile schonend, fiir die industrielle Produktion im grofien Maflstab mit geringen tech-
nischen Equipment kostengiinstig realisierbar und besonders energiesparend sind [3, 26, 34, 35].
Die Bildung nanoskaliger Emulsionstrépfchen erfolgt dabei intrinsisch durch die Anderung der
Physikochemie oder Temperatur eines Gemisches aus einem oder mehreren Emulgatoren mit
den beiden nicht miteinander mischbaren Phasen. Dafiir stehen Methoden zur Verfiigung, wel-
che auf spontaner Emulsifikation, Losungsmittelverdrangung oder Phaseninversion basieren. Bei
der Phaseninversion kommt es zu einer Transformation von dem einen Emulsionstypen in den
anderen, W/O zu O/W oder vice versa. Die Inversion wird dabei entweder iiber Anderung der
Temperatur oder der Komposition induziert [9,26,27,35], wie in Abbildung 1.2 zur Herstellung

von O/W Nanoemulsionen schematisch dargestellt.

Die Herstellung von O/W Nanoemulsionen iiber die Phaseninversionstemperatur (PIT) be-
ruht auf eine besondere Figenschaft, welche nur bestimmte Emulgatoren aufweisen, meist nicht-
ionische Tenside mit Polyethylenglykol (PEG)-Ketten. Das PEG wechselt seine Affinitit zur
wéssrigen oder lipiden Phase in Abhéngigkeit von der Temperatur und folglich die relative
Loslichkeit des Tensids in der jeweiligen Phase. Bei hohen Temperaturen liegen die PEG-Ketten
dehydratisiert vor. Das Tensid ist lipophil, sodass sich die Tensid-Monoschicht in der Grenzflache

zwischen wéssriger und lipider Phase zur Bildung von W/O Emulsionstrépfchen kriitmmt, dar-
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gestellt als Zustand 1* in Abbildung 1.2. Mit abnehmender Temperatur werden die PEG-Ketten
hydratisiert und das Tensid wird zunehmend hydrophiler bis eine gegensatzliche Kriimmung der
Tensid-Monoschicht energetisch giinstiger wird, sodass sich mit dem Durchlaufen der Phasenin-
versionszone (PIZ) (Zustand 2*) schlielich O/W Emulsionstropfchen ausbilden (Zustand 3*).
Der Ubergang in der PIZ kann dabei den Zustand einer bikontinuierlichen Emulsion oder ei-
ner fliissigkristallinen Phase einnehmen. Die besonders geringe Grenzflichenspannung zwischen
den beiden Phasen innerhalb der PIZ begiinstigt die Bildung kleinster Tropfchen, aber auch
wieder ihre sofortige Koaleszenz. Daher ist eine sehr rapide Abkiihlung des Systems notwendig,
um kinetisch stabile O/W Nanoemulsionstropfchen mit kleiner Partikelgrofenverteilung zu for-
mulieren. Die Temperatur der PIZ kann durch die Zugabe von Elektrolyten wie NaCl, AICls,
KCl oder CaCly in die wéssrige Phase deutlich reduziert werden. Dieser Prozess ist reversibel
und kann durch Erhitzen auch umgekehrt durchgefiihrt werden um W/O Emulsionen herzustel-
len [27,35,37-39].

Bei der Phaseninversionskomposition (PIK) werden O/W Nanoemulsionen durch Verédndern
des Verhéltnisses lipider zu wéssriger Phase hergestellt, wédhrend die Eigenschaften der genutz-
ten Tenside sowie die Temperatur konstant bleiben. Die Phaseninversion wird dabei durch die
Erhohung oder Verringerung des Anteils der dispersen Phase tiber die PIZ induziert. So bilden
sich bei gradueller Zugabe der wéssrigen Phase in eine lipide Phase mit gelostem Emulgator
zunédchst Wassertropfchen als W/O Emulsion aus (Zustand 1°). Die weitere Steigerung des An-
teils der wéssrigen Phase in die PIZ fithrt schliefllich unter sténdigem Riithren zum Koaleszieren
der Wassertropfchen und zu einer bikontinuierlichen Emulsion oder einer fliissigkristallinen Phase
(Zustand 2’). Ubersteigt die Koaleszenzrate der Wassertrépfchen die Rate der rekoaliszierenden
Oltropfchen, kommt es letztendlich zur Bildung einer O/W Emulsion (Zustand 3’). Die Bildung
nanoskaliger Emulsionstrépfchen setzt dabei wie bei der PIT eine besonders geringe Grenz-
flaichenspannung zwischen den Phasen innerhalb der PIZ voraus. So héngt die Partikelgrofle der
Emulsionstréopfchen von der Konzentration des Emulgators und dessen Diffusion aus der lipi-
den Phase zur Grenzfliche ab. Dazu koénnen sowohl PEGilierte als auch andere nicht-ionische
oder ionische niedermolekulare Tenside eingesetzt werden, welche sowohl W/O als auch O/W
Emulsionen stabilisieren kénnen [27,35-37,40-44].

Zusammenfassend bietet die Herstellung von O/W Nanoemulsionen iiber die Phaseninversion
die Moglichkeit, diese ohne Verwendung potenziell toxischer organischer Losungsmittel, mit ge-
ringem Energieaufwand sowie mit geringem technischen Equipment herzustellen [45-47]. Durch
die Inkorporation von lipophilen Wirkstoffen in die fliissige Lipidmatrix der Emulsionstropfchen
sind O/W Nanoemulsionen ein attraktives nanoskaliges Arzneistofftragersystem, was sich in der
iiberproportional steigenden Anzahl an Publikationen in den letzten zwei Jahrzehnten wider-
spiegelt, wie in Abbildung 1.3 gezeigt. Dariiber hinaus gibt es bereits einige Forschungsarbeiten
iiber Nanoemulsionen als Trégersysteme fiir Diagnostika oder auch Theranostika. Der Einsatz
von O/W Nanoemulsionen als nanoskalige Arzneistofftragersysteme weist zahlreiche Vorteile
auf: Sie besitzen einen akzeptierten regulatorischen Status, da viele Inhaltsstoffe bereits fiir
parenterale Erndhrung und Wirkstoffemulsionen genutzt werden. Sie sind in der Regel nur ge-

ringfiigig toxisch durch die Verwendung von physiologischen und biologisch leicht abbaubaren
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Abbildung 1.3. Anzahl der Publikationen auf der Meta-Datenbank PubMed nach den Suchbegriffen
,2Nanoemulsion“, ,Drug Nanoemulsion“, ,Diagnostic Nanoemulsion“ und ,,Theranostic Nanoemulsion“;
Stand 2023 [49-52].

Substanzen wie Triglyceriden und Phospholipiden. Es sind sehr hohe Wirkstoffbeladungen in der
Lipidmatrix schon wéhrend (Pre-Loading) oder nach (Post-Loading) dem Herstellungsprozess
der Nanoemulsionen realisierbar. Sie bieten einen hohen Schutz lipophiler Wirkstoffe gegen Hy-
drolyse oder Oxidation, da diese vollstdndig in der Lipidmatrix eingeschlossen werden und kaum
aus der Matrix an die Tropfchenoberfliche heraus migrieren. Dariiber hinaus stellen Nanoemul-
sionen eine wéssrige Formulierung mit niedriger Viskositdt dar, welche gut zur parenteralen

intravenosen Anwendungen geeignet sind [3,15,21,26,48].

1.2. Anforderungen an Arzneimittel zur intravenosen Verabreichung

Die intraventse Verabreichung von Arzneimitteln unterliegt sehr restriktiven Anforderung, um
ihre sichere Applikation zu gewéhrleisten. Sie miissen steril und frei von Pyrogenen sein [53,54].
Im Falle von Nanoemulsionen ist die Sterilisation als Endprodukt sehr herausfordernd. So wer-
den die Nanoemulsionen beim Autoklavieren durch die Hitze hiufig physikalisch oder chemisch
destabilisiert. Bei der Gamma-Bestrahlung degradieren Wirkstoffe und es kénnen sich freie Ra-
dikale in wéssrigen Formulierung bilden. Lediglich die Sterilfiltration bietet einen schonenden
Prozess, welcher die physikochemischen Eigenschaften der nanoskaligen Arzneistofftrager in der
Regel nicht beeinflusst. Allerdings kénnen gréflere Emulsionstrépfchen in den 0,2 - 0,22 pum
groflen Membranporen zuriickgehalten werden oder diese gar blockieren. Sollte das Sterilisieren
des Endproduktes mit keiner Methode moglich sein, konnen Nanoemulsionen auch mit zuvor ste-

rilisierten Edukten aseptisch hergestellt werden [3,54-58]. Eine Depyrogenisierung des Endpro-
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duktes iiber die meisten herkémmlichen Verfahren wie beispielsweise trockene Hitze, Destillation
oder Ultrafiltration ist fiir nahezu alle nanoskaligen Formulierungen nur selten realisierbar, ohne
deren physikochemischen Eigenschaften zu beeinflussen. Folglich kann die Kontamination paren-
teraler Nanoemulsionen mit Pyrogenen meist nur unter kontrollierten Produktionsbedingungen
inklusive pyrogenfreier Ausgangsstoffe ausgeschlossen werden [58-60].

Dariiber hinaus miissen Arzneimittel zur intraventser Applikation frei von Partikeln sein, wel-
che potentiell Blutkapillaren verstopfen konnten. Die kleinsten Blutkapillaren beim Menschen
sind mit ca. 5 - 8 pm Durchmesser (im Durchschnitt 6,3 ym) in der Lunge zu finden [61,62].
Folglich kénnen Partikel mindestens gleichgroflen Durchmessers die Blutkapillaren in den Lun-
gen verstopfen und zur Embolie mit fatalen Folgen fithren. Allerdings sind Emulsionstropfchen
flexibel und werden durch den leichten Druckanstieg in einer zu verstopfen drohenden Kapillare
verformt und konnen diese Engstellen teilweise passieren. Fiir eine sichere intravenose Applika-
tion parenteraler Emulsionen empfiehlt das amerikanische Arzneibuch United States Pharmaco-
peia (USP) nach Kapitel 729, dass Emulsionstropfchen grofler als 5 pm im Durchmesser einen
volumengewichteten Anteil von maximal 0,05 % nicht {iberschreiten diirfen und der mediane
Partikeldurchmesser kleiner als 500 nm sein sollte [61,63,64].

Fiir den pH-Wert sowie fiir die Osmolalitit gibt es fiir die intraventse Applikation keine
eindeutigen definierte Zulassungsbereiche. Bei physiologisch stark abweichenden pH-Wert und
Osmolalitdt kann es allerdings zu erheblichen Schmerzen an der Injektionsstelle oder gar Ve-
nenentziindungen kommen. Zudem fiihrt eine physiologisch stark abweichende Osmolalitdt zum
Schrumpfen oder zur Hamolyse roter Blutkérperchen. Um solche Ereignisse zu vermeiden, soll-
ten intravends applizierte Arzneiformen bestenfalls euhydrisch und isotonisch sein [65-67]. Der
pH-Wert im Blut liegt normalerweise zwischen 7,35 und 7,45, welcher physiologisch mittels des
Puffersystems im Blut, der Atmung und iiber die Nieren stabilisiert wird. Aufgrund der schnellen
Verdiinnung von Injektionen kleiner Volumina (< 100 ml) ist ein pH-Bereich zwischen 3 - 11
als akzeptabel angegeben, fiir gréflere Volumina bei Infusionen empfiehlt die Infusion Nursing
Society (INS) einen pH-Bereich zwischen 5 - 9 [6, 65,66, 68]. Die Osmolalitat von Vollblut be-
tragt 302 £ 5 mosmol/kg und von Plasma 291 + 4 mosmol/kg [69]. Fiir Injektionen kleinerer
Volumina empfiehlt sich unter einer Osmolalitdt von 1000 mosmol/kg zu bleiben und fir Infu-
sionen unterhalb von 500 mosmol/kg nach Empfehlung der INS [66,67]. Dariiber hinaus sollten
alle verwendeten Edukte bestenfalls nicht toxisch sein und zu keinen allergischen Reaktionen
fithren [6,54].

1.3. Akkumulation in weiblichen Geschlechtsorganen

In mehreren Studien mit Nagetieren wie Ratten und M&usen wurde eine deutliche Akkumulation
verschiedener nanoskaliger Arzneistofftragersysteme wie feste Nanopartikel, Lipid-Nanokapseln
und auch Nanoemulsionen im Gewebe der weiblichen Geschlechtsorgane festgestellt, insbesonde-
re in den Ovarien [17,19,24,25,70-74]. Diese Akkumulation kann aufgrund von Interaktion der
Nanopartikeln mit den Hauptfunktionen der Ovarien die Synthese von Sexualsteroidhormonen,

Follikelentwicklung und Meiose der Eizelle beeinflussen, wie in Abbildung 1.4 schematisch darge-
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Abbildung 1.4. Schematische Darstellung der Interaktion von Nanopartikeln mit Follikeln oder Eizellen
im Ovar, adaptiert nach [74].

stellt. Es wird davon ausgegangen, dass sowohl die Akkumulation als auch die Interaktion mit den
verschiedenen Zellen im Ovar von den physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel wie

Partikelgrofle und -form oder deren Oberflichenladung und -zusammensetzung abhéngt [74-78|.

So stellt die Akkumulation von nanoskaligen Arzneistofftriagern auf der einen Seite ein ho-
hes Toxizitéatsrisiko dar. Neben der unbeabsichtigten Freisetzung von Wirkstoffen durch eine
unerwiinschte Akkumulation in den Ovarien wurde ebenfalls berichtet, dass einige Nanopar-
tikel bereits selber Schiden in den Ovarien verursachen. So fithrten einige Nanopartikel zu
Entziindungen, Stauungen oder Extravasation roter Blutkorper, Fibrose und Apoptose ovarieller
Zellen in Ratten. Andere verringerten die Anzahl der Follikel in den Ovarien nach intravendser
Applikation in weiblichen Méusen [17,70,71].

Auf der anderen Seite konnte die gezielte Akkumulation nanoskaliger Arzneistofftragersysteme
in den Ovarien zur Behandlung von ovariellen Fehlfunktionen oder Erkrankungen genutzt wer-
den. So wurden intravends applizierte Nanopartikel, welche mit Chemotherapeutika sowie auch
in Kombination mit Kontrast- oder Fluoreszenzfarbstoffen beladen wurden, fiir therapeutische,
diagnostische oder sogar theranostische Ansétze zur Behandlung von Ovarkarzinoma unter-
sucht [10-13,79,80]. Als Alternative zur Chemotherapie induzierten auch Tocotrienol und Cur-
cumin beladene Nanoemulsionen die Apoptose menschlicher Ovarialkarzinomzellen (OVCAR 8)
in 4n vitro Studien [81]. Fiir die Therapie der primédren Ovarialinsuffizienz schlugen Studien eine
konstant niedrig dosierte parenterale Hormoninfusion vor, welche die téagliche Hormonproduk-
tion der Ovarien wihrend des Ostruszyklusses nachahmt. So wiirde der First-Pass-Effekt oraler
Darreichungsformen der Hormone iiberwunden und gleichzeitig das Brustkrebsrisiko durch die
Verringerung der Dosis gemindert [82,83]. Des Weiteren konnte eine intravendse Applikation von

Metforminhydrochlorid beladenen Nanopartikel, welche bei Mausen ohne Nebenwirkungen blieb,



1.4. EFFEKTE DES ALTERNS IN WEIBLICHEN MAUSEN

800
|Suchbegriffe:
700 |:| Ovarian Toxicity
]- Ovarian Accumulation
E Ovarian Drug Delivery
. 600 Ovarian Nanoparticle
<
3
2 500+
2
©
X~ 400
5
S
2 3004
=
(]
N
S 200
100
0 -

1970 1980 1990 2000 2010 2020
Publikationsjahr t,, [a]
Abbildung 1.5. Anzahl der Publikationen auf der Meta-Datenbank PubMed nach den Suchbegrif-

fen ,Ovarian Toxicity*, ,,Ovarian Accumulation®, ,Ovarian Drug Delivery“ und ,Ovarian Nanoparticle®;
Stand 2023 [87-90].

bei der Behandlung des polyzystischen Ovarialsyndroms zum Uberwinden der Insulinresistenz
sowie Steigerung der Insulinempfindlichkeit verwendet werden [84-86].

Wie in Abbildung 1.5 gezeigt, stieg die Anzahl an Publikationen iiber Toxizitdt und Ak-
kumulation in den Ovarien iiber die letzten Jahrzehnten kontinuierlich an. Auch die Anzahl
Veroffentlichungen iiber die ovarielle Akkumulation von Nanopartikeln stieg in den letzten zwei
Jahrzehnten. Jedoch besteht weiterhin dringender Forschungsbedarf, um Muster zwischen den
physikochemischen Eigenschaften der Nanopartikel und deren Akkumulation in den Ovarien zu

identifizieren und zu verstehen [74].

1.4. Effekte des Alterns in weiblichen Mausen

Das Altern beeinflusst die Funktion mehrerer Organe. Wie beim Menschen &ndert sich auch
bei Médusen mit zunehmenden Alter die Kapazitit des retikuloendothelialen Systems (RES),
an dem mehrere Organe wie die Leber, Milz, Lymphknoten und das Knochenmark beteiligt
sind [91-93]. Studien zufolge nahm die Clearance-Kapazitit des RES bei Mausen innerhalb der
ersten 14 Wochen nach Geburt deutlich ab bis zum Erreichen eines konstanten Niveaus bei
fortschreitendem Lebensalter [94,95]. Folglich kénnte sich mit der Anderung der Kapazitit des
RES das Verteilungsprofil von nanoskaligen Arzneistofftrager mit zunehmenden Alter d&ndern.
Des Weiteren spielen die sich mit dem Altern &ndernden weiblichen Sexualsteroidhormonspie-
gel eine wichtige Rolle: Sie leiten die Pubertit ein, regulieren den Ostruszyklus geschlechtsreifer

Frauen und fihren schliellich zur Menopause, bei der die Fruchtbarkeit innerhalb von 2 bis
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7 Jahren bis zum vollstdndigen Verlust allméhlich abnimmt. W&hrend dieser Phase sinkt der
Hormonspiegel in den Ovarien sowie der Blutfluss im ovariellen Stroma deutlich [96,97]. Bis heute
ist allerdings kein einziger Mausstamm bekannt, welcher die gleichen reproduktiven Alterungs-
erscheinungen wie bei menschlichen Frauen aufweist [96,98]. Dennoch gibt es einige Gemeinsam-
keiten: Im Alter von 4 bis 6 Wochen steigen mit dem Beginn der Pubertét die Progesteron- und
Ostradiolspiegel im Serum der Méuse deutlich an und es kommt zum ersten Eisprung bei den
juvenilen weibliche M&usen [99-101]. Geschlechtsreife adulte Mé&use durchlaufen dann innerhalb
von 4 bis 5 Tagen wiederholt den Ostruszyklus, einschlieBlich dem zirkulierenden Sexualstero-
idhormonspiegel [102-104]. Mit fortschreitendem reproduktiven Altern durchlaufen die Mause
jedoch keine vollstdndige Menopause wie Menschen, sondern je nach Mausstamm nimmt ihre
Fruchtbarkeit nach 6 bis 7 Monaten mit abnehmender WurfgréBe ab und hért dann nach 9 bis
12 Monaten fast vollstandig auf. Wahrend dieses Zeitraums wird der Ostruszyklus zunehmend
unregelmafBiger, bis er schliefSlich nahezu vollstdndig zum Erliegen kommt. Damit endet auch der
Sexualsteroidhormonzyklus mit einhergehendem Riickgang des Ostradiol- und Progesteronspie-
gels [96,98,103-108]. Das reproduktive Alter und damit der Zustand der Sexualsteroidhormone
sowie der Durchblutung des ovariellen Stromas koénnten daher eine wichtige Rolle bei der Akku-
mulation von nanoskaliger Arzneistofftragern in den sich entwickelnden, geschlechtsreifen und

alternden weiblichen Geschlechtsorganen spielen.

1.5. Zielstellung der Arbeit

Mit der rasanten Entwicklung nanoskaliger Arzneistofftragersysteme in den letzten zwei Dekaden
sowie ihrer zunehmend kommerziellen Vermarktung besteht dringender Bedarf, die Bioverteilung
dieser Systeme im Hinblick auf die Akkumulation in den weiblichen reproduktiven Organen zu
charakterisieren und zu beurteilen. Nebst der Chance einer zielgerichteten Wirkstofffreisetzung
zur Behandlung ovarieller Fehlfunktionen oder Erkrankungen, birgt deren ungewollte Akkumu-
lation in den Ovarien jedoch deutliche toxikologische Risiken. Es gibt bereits einige Publikatio-
nen Uber die ovarielle Akkumulation einzelner nanoskaliger Arzneistofftragersysteme oder auch
wirkstofffreier Nanopartikel. Allerdings konnte bis dato noch kein grofles zusammenhédngendes
Muster eindeutig charakterisiert werden, wie die Partikeleigenschaften der Nanopartikel sowie
das reproduktive Altern, damit die einhergehenden Anderungen im Sexualsteroidhormonspiegel
und reduzierende Kapazitdt des RES, die Akkumulation in den weiblichen Geschlechtsorganen
beeinflusst.

Ziel der vorliegenden Arbeit war das Identifizieren eines solchen von der Partikelgréfie und
Oberflichenladung abhiangigen Musters der Biodistribution im préklinischen Tiermodell, auch
im Hinblick auf den Einfluss des reproduktiven Alterns der Versuchstiere. Fiir dieses Vorhaben
mussten zunéchst nanoskalige Modell-Arzneistofftragersysteme entwickelt werden, welche nebst
einstellbarer Partikelgrofie und Oberflichenladung ebenfalls die stringenten Anforderungen fiir
Arzneimittel zur intraventsen Verabreichung erfiillten. Mit der Wahl auf Nanoemulsionen als
Modell-Arzneistofftragersystems wurden die eingesetzten Edukte auf bereits erprobte sowie zur

intraventsen Applikation zugelassene Lipide und Emulgatoren beschrankt. Neben einem zur in-

10



1.5. ZIELSTELLUNG DER ARBEIT

travenodsen Verabreichung akzeptablen pH-Bereich wurde bei der Entwicklung der verschiedenen
partikeltechnologisch mafigeschneiderten Formulierungen Isotonie sowie eine moglichst geringe
Toxizitdt angestrebt.

Die Charakterisierung der Bioverteilung dieser mafigeschneiderten Nanoemulsionen sollte im
praklinischen Tiermodell mittels in vivo als auch ex vivo Fluoreszenzbildgebungsverfahren erfol-
gen. Die Bioverteilung der Nanoemulsionen sollte dabei in weiblichen Méusen der Altersklassen
juvenil préapuberal (noch nicht fruchtbar), adult (hohe Fruchtbarkeit) und seneszent (verrin-
gerte bis vollstdndig verlorene Fruchtbarkeit) untersucht werden. Zur Detektion der intravends
applizierten mafigeschneiderten Nanoemulsionen im Fluoreszenzbildgebungsverfahren musste ein
addquater Fluoreszenzfarbstoff in die Lipidmatrix der Emulsionstropfchen eingearbeitet werden.
Dieser muss innerhalb der Lipidmatrix verbleiben, nicht mit dem zirkulierenden Blut interagie-
ren sowie ein gut messbares Signal wéhrend der in wvivo Fluoreszenzbildgebung liefern. Eine
statistische Auswertung der gewonnenen Daten aus den Tierversuchen soll dabei die von den
Partikeleigenschaften und vom reproduktiven Altern abhéngigen Muster in der Bioverteilung

offenlegen.

Hinweis: Zur besseren Lesbarkeit werden im Folgenden Nanoemulsionen mit neutraler Oberflichenladung ver-
einfacht als ,neutrale Nanoemulsionen* und Nanoemulsionen mit negativer Oberflichenladung als ,ne-
gative Nanoemulsionen“ bezeichnet.
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2. Kumulativer Teil

Die im Folgendem beschriebenen drei Forschungsartikel wurden durch das anerkannte Peer Re-
view Verfahren bei den in Tabelle 2.1 aufgefiithrten internationalen Fachzeitschriften publiziert.
Sie bilden den Schwerpunkt der wihrend meiner Promotion durchgefithrten Experimente sowie
deren ausfiihrliche Beschreibung und Diskussion der Methoden und Ergebnisse. Der Eigenanteil
an der experimentellen Durchfithrung und Auswertung sowie vom Anfertigen der Manuskripte

dieser drei Publikationen ist in Tabelle 2.2 aufgelistet.

Tabelle 2.1. Ubersicht zu den internationalen Fachzeitschriften der drei Publikationen [109-111].

Fachzeitschrift Impact Factor 2021 5-Year Impact Factor Herausgeber
Beilstein Journal of 3,27 3,32 Beilstein-Tnstitut
Nanotechnology

International J(?urnal 6,21 6,63 MDPI

of Molecular Sciences

Pharmaceutics 6,53 7,23 MDPI

Tabelle 2.2. Darlegung des prozentualen Eigenanteils an den drei Publikationen: (a) an der Planung,
Durchfithrung, Auswertung der Experimente und (b) an der Anfertigung des Manuskripts.

Nr. Publikation Eigenanteil

E. F. Busmann, D. Garcia Martinez, H. Lucas und K. Méder. Phase
inversion-based nanoemulsions of medium chain triglyceride as potential (a) ca. 80 %

drug delivery system for parenteral applications. Beilstein Journal of (b) ca. 85 %
Nanotechnolgie, 11(1):213-224, 2020.

E. F. Busmann, J. Kollan, K. Mader und H. Lucas. Ovarian Accumula-

II  tion of Nanoemulsions: Impact of Mice Age and Particle Size. Interna- Eab)) s ;(;) ZO
tional Journal of Molecular Sciences, 22(15):8283, 2021. ca- ’

E. F. Busmann und H. Lucas. Particle engineering of innovative nanoe- (a) 75 9

III  mulsion designs to modify the accumulation in female sex organs by a) ca. o
(b) ca. 90 %

particle size and surface charge. Pharmaceutics, 14(2):301, 2022.
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Abbildung 2.1. Grafische Zusammenfassung zur ersten Publikation [112].

2.1. Publikation |

Die erste Publikation mit dem Titel Phase inversion-based nanoemulsions of medium chain tri-
glyceride as potential drug delivery system for parenteral applications beschreibt die Herstellung
von Nanoemulsionen zur parenteralen Applikation mittels einer kombinierten Schockkiihlung
und -verdiinnung wéahrend der thermotropen Phaseninversion, dessen grafische Zusammenfas-
sung in Abbildung 2.1 dargestellt ist. Das systematische Screening der Konzentrationen der
drei involvierten Komponenten Macrogol 15 Hydroxystearat (MHS), wéssrige Salzlosung und
mittelkettige Triglyceride (MCT) zeigte, dass die resultierende mittlere Partikelgrofle gezielt
zwischen 16 bis zu 175 nm nur durch das Anpassen des MHS:MCT Verhéltnisses eingestellt
werden konnte. Durch die Verwendung des nicht-ionischen Tensids MHS war die resultierende
Oberflichenladung der Nanoemulsionen bei physiologischem pH 7,4 nahezu neutral.

Anstelle eines zu erwartenden Plateaus oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration
wies die Osmolalitét reiner MHS Losungen mit steigender Konzentration einen ungewdhnlichen
nicht-linearen Anstieg auf. Dieser Anstieg wurde durch eine modifizierte van’t Hoff Polynom-
funktion vierten Grades angepasst und konnte zur Herstellung isotoner Nanoemulsionen be-
riicksichtigt werden, um so eine komplikations- und schmerzfreie intraventse Applikation zu
ermoglichen.

Die in wvitro Zelltoxizitat auf Fibroblasten wurde anhand von drei ausgesuchten Formulierun-
gen mit mittleren Partikelgrofien von etwa 25, 50 und 100 nm untersucht. Dabei wurde MHS
als der hauptséchlich toxische Inhaltsstoff identifiziert. So stieg die Zelltoxizitdt mit kleiner wer-
dender mittlerer Partikelgréfle, aufgrund der dazu notwendigen gréfleren MHS Konzentration in

den Formulierungen.

Link: https://doi.org/10.3762/bjnano.11.16

Zitat: E. F. Busmann, D. Garcia Martinez, H. Lucas und K. Méder. Phase inversion-based nanoemulsions of
medium chain triglyceride as potential drug delivery system for parenteral applications. Beilstein Journal
of Nanotechnolgie, 11(1):213-224, 2020.
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2.2. PUBLIKATION II
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Abbildung 2.2. Grafische Zusammenfassung zur zweiten Publikation [113].

2.2. Publikation |l

Auf dem ersten Forschungsartikel aufbauend wurde mit der zweiten Publikation Ovarian Ac-
cumulation of Nanoemulsions: Impact of Mice Age and Particle Size systematisch der Einfluss
des Alterns sowie der Einfluss der Partikelgrofie auf die Biodistribution intravents applizierter
Nanoemulsionen in weiblichen M&usen untersucht. Abbildung 2.2 zeigt die grafische Zusam-
menfassung des Artikels. Die ausgewédhlten Nanoemulsionen hatten mittlere Partikelgrofien von
etwa 25, 50, 100 und 150 nm mit einer nahezu neutralen Oberflichenladung bei physiologi-
schem pH 7,4. In vitro wiesen die Nanoemulsionen mit abnehmender mittlerer Partikelgrofie
eine steigende Zelltoxizitdt auf, was auf deren steigende MHS Konzentration zuriickzufithren
war. Die Nanoemulsionen sowie der fiir die Fluoreszenzbildgebung inkorporierte Fluoreszenz-
farbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-Tetramethylindotricarbocyanin-Iodid (DiR) interagierten in
vitro kaum mit Blutzellen, sondern verblieben inert im Plasma.

In vivo und ex vivo Fluoreszenzbildgebung zeigte fiir alle Altersgruppen und mittlere Par-
tikelgroflen eine hohe Akkumulation der intravends applizierten Nanoemulsionen in Leber und
Milz als Teile des RES. In den weiblichen Geschlechtsorganen juveniler prapuberaler Méause kam
es kaum zur Akkumulation der Nanoemulsionen. Bei adulten fruchtbaren M&usen stieg diese al-
lerdings abhéngig von der mittleren Partikelgréfle stark an, mit deutlich erkennbaren Hotspots
in den Ovarien. Der Anteil der mittleren Strahlungseffizienz (AMS) erreichte dabei nahezu 10 %
bei 150 nm mittlerer Partikelgrofie. Mit weiterem Altern und somit abnehmender Fruchtbarkeit

der seneszenten Mausen sank die Akkumulation wieder auf ein moderates Niveau.

Link: https://doi.org/10.3390/ijms22158283

Zitat: E. F. Busmann, J. Kollan, K. Mader und H. Lucas. Ovarian Accumulation of Nanoemulsions: Impact of
Mice Age and Particle Size. International Journal of Molecular Sciences, 22(15):8283, 2021.
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KAPITEL 2. KUMULATIVER TEIL
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Abbildung 2.3. Grafische Zusammenfassung zur dritten Publikation [114].

2.3. Publikation 11

In der dritten Publikation Particle engineering of innovative nanoemulsion designs to modify
the accumulation in female sex organs by particle size and surface charge wurden die Ober-
flachenladung der Nanoemulsionen durch das anionischen Phosphatidylglycerol (PG) modifi-
ziert, wie in der grafischen Zusammenfassung in Abbildung 2.3 dargestellt. Durch Integration
von PG in die stabilisierende MHS Schicht der Emulsionstropfchen war es méglich, mafigeschnei-
derte Nanoemulsionen mit einstellbarer mittlerer Partikelgréfie von 27 bis nahezu 150 nm mit
Oberflichenladungen bis zu -29 mV Zeta Potential bei physiologischem pH 7,4 zu produzieren.

Die aus dem Screening ausgewdhlten drei Nanoemulsionen von etwa 50, 100 und 150 nm
mittlerer Partikelgrofie und -20 bis -29 mV Zeta Potential sowie der inkorporierte Fluoreszenz-
farbstoff DiR interagierten in vitro kaum mit den Blutzellen. Diese verblieben ebenfalls inert im
Plasma. Die Toxizitdt auf Fibroblasten war allerdings durch die reduzierte MHS Konzentration
deutlich geringer als bei den neutralen Nanoemulsionen.

Bei der in vivo und ex vivo Fluoreszenzbildgebung wiesen die drei negativen Nanoemulsionen
nach intraventser Applikation ebenfalls eine hohe Akkumulation in den RES Organen Leber
und Milz der adulten weiblichen Mause auf. In den weiblichen Geschlechtsorganen wurde fiir
alle drei Nanoemulsionen mit der negativen Oberflichenladung nur 5 % AMS gemessen. So
wurde durch die Oberflichenmodifikation mit PG der Einfluss der mittleren Partikelgrofe auf

die Akkumulation in den weiblichen Geschlechtsorganen {iberwunden.

Link: https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14020301

Zitat: E. F. Busmann und H. Lucas. Particle engineering of innovative nanoemulsion designs to modify the
accumulation in female sex organs by particle size and surface charge. Pharmaceutics, 14(2):301, 2022.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der Produkt- und Prozessentwicklung von paren-
teralen Nanoemulsionen mit unterschiedlichen Partikeldesigns vorgestellt und diskutiert. Sieben
ausgewéahlte Nanoemulsionen mit mafigeschneiderten Partikeleigenschaften wurden neben ihrer
Langzeitstabilitat auf ihre in vitro Zelltoxizitat sowie Interaktion mit Blutzellen untersucht. Mit
besonderen Augenmerk auf die Akkumulation in den weiblichen Geschlechtsorganen wurde der
Einfluss des Partikeldesigns und des reproduktiven Alterns auf die Biodistributionsprofile in
praklinischen Versuchen im Mausmodell charakterisiert. Fiir einen Vergleich wurde zusétzlich
die Biodistribution zweier Nanoemulsionen mit neutraler sowie negativer Oberflichenladung in

méannlichen Mausen charakterisiert.

3.1. Prozess- und Produktentwicklung parenteraler Nanoemulsionen

Mit umfangreichen Screening-Versuchen der Prozessparameter wurden Formulierungen von O/W
Nanoemulsionen mit unterschiedlichen Partikelgrofien zum einen mit neutraler und zum anderen
mit moglichst negativer Oberflichenladung entwickelt. Die Zusammensetzungen dieser Nano-
emulsionen sind in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt. Der Lipidkern der Nanoemulsionen
bestand dabei aus MCT, welches bereits héufig als Lipid in zugelassenen und vermarkteten
Emulsionen zur parenteralen Erndhrung eingesetzt wurde. Im experimentellen Vergleich mit
anderen Lipiden wurde MCT schnell metabolisiert, lagerte sich nur geringfiigig als Korperfett
ab und wurde als nahezu immun-neutral beschrieben. Die akute mediane letale Dosis (LDsg)
von MCT betrug bei Mausen 3,7 g/kg nach intravenoser Applikation [115-119]. Als hydrophiles
nicht-ionisches Tensid wurde MHS mit einem HLB-Wert von 16,3 [120] fiir die Bildung stabiler

(a) (b)

Fluoreszenzfarbstoff:
DiR

Fluoreszenzfarbstoff:
DiR

Anionisches Phospholipid:

nicht-ionisches Tensid: Phosphatidylglycerol

Macrogol 15 Hydroxystearat
nicht-ionisches Tensid:

el Macrogol 15 Hydroxystearat
mittelkettiges Triglycerid Lipidkern:

mittelkettiges Triglycerid

in isotonisierender NaCl-Losung in isotonisierender NaCl-Losung

Abbildung 3.1. Zusammensetzung der (a) neutralen und (b) negativen Nanoemulsionen mit integriertem
anionischem PG in der stabilisierenden Tensidschicht nach [113,114].
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O/W Nanoemulsionstropfchen eingesetzt. Das Tensid wies keine signifikanten Anzeichen aku-
ter Toxizitdt nach parenteraler Applikation in M&usen, Ratten, Kaninchen sowie Hunden auf.
Bei Méausen betrug die LD5p von MHS 3,16 g/kg nach intravenoser Applikation. Als Hilfsstoff
in einigen injizierbaren Arzneimitteln wurde MHS bereits international durch viele Zulassungs-
behorden wie die amerikanische Food and Drug Administration (FDA) zugelassen [119,121]. Fiir
die Formulierung negativer Nanoemulsionen wurde das anionische Phospholipid PG in die stabi-
lisierende MHS Schicht der Nanoemulsionstropfchen integriert. PG besitzt eine negative Ladung
in seiner hydrophilen Kopfgruppe und kommt als natiirliches Tensid sowohl in der Lunge als auch
im Plasma von Sdugetieren vor [122-124]. Es wurde als nicht toxisch sowie nicht hdmolytisch
beschrieben und zeigte dariiber hinaus eine entziindungshemmende Wirkung in vitro [125-127].
Der lipiden Kern der Nanoemulsionen wurde fiir die Ermittlung der Biodistributionsprofile mit-
tels Fluoreszenzbildgebung in den préklinischen Studien mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiR be-
laden, welcher aufgrund seiner langen C18 Alkylketten mit einem logP von 17,4 stark lipophil
und in Wasser nicht loslich ist [128]. Eine Studie zeigte, dass ein &hnlicher aus der Familie
der Dialkylcarbocyanin-Fluoreszenzfarbstoffe stammende lipophile Farbstoff 1,1’-Dioctadecyl-
3,3,3”,3-Tetramethylindotricarbocyanin-Todid (Dil) mit 20,0 logP nur sehr gering und langsam
iiber einen mehrwochigen Zeitraum bei 37 °C aus dem Lipidkern von Nanoemulsionen heraus
transferierte [48]. Demnach verbleibt ein derart lipophiler Farbstoff wie DiR auch wéhrend der
in vivo Studien wahrscheinlich zu grofiten Teilen im Lipidkern der Nanoemulsionen. Wegen des
nah-infraroten Fluoreszenzspektrums vom DiR wird das Autofluoreszenzsignal der Méause bei
der Fluoreszenzbildgebung minimiert sowie die Lichtabsorption der Gewebezellenkomponenten
im sichtbaren und ultravioletten Wellenléngenbereich vermieden. Die Detektion des Fluoreszenz-
signals der gelabelten Nanoemulsionen in gréferen Gewebetiefen ist somit durch nah-infrarote
Fluoreszenzfarbstoffe realisierbar [129,130]. DiR wurde bereits zur in vivo Fluoreszenzbildgebung
eingesetzt und erwies sich als nicht toxisch [19,131-133]. Als parenterale Formulierungen sollten
diese Nanoemulsionen isoton, einen zur intravendsen Injektion akzeptablen pH-Wert sowie eine

akzeptable Toxizitat aufweisen.

3.1.1. Einfluss der Salinitat auf die Formulierung neutraler Nanoemulsionen

Zu Beginn der Prozessentwicklung wurde der Einfluss der Salinitdt der wissrigen Phase auf
die thermotrope Phaseninversion untersucht, bei der die Emulsion von O/W zu W/O um-
schwenkt. Dazu wurde die elektrische Leitfahigkeit der Emulsionen mit einer Zusammensetzung
MCT:MHS:NaCl-Losung (20:20:60) beim Aufheizen auf 99 °C gemessen. Das Einsetzen der Pha-
seninversion kennzeichnete sich dabei als ein deutlicher Abfall der elektrischen Leitfahigkeit in
der wéssrigen kontinuierlichen Phase bis zum Nullpunkt nach dem vollendeten Umschwung zur
nicht leitfihigen kontinuierlichen Olphase, dem Ende der Phaseninversion. Abbildung 3.2 zeigt
die Temperatur der beginnenden Phaseninversion (PIThegin), die PIZ und die Phaseninversion
beendende Temperatur (PIT.,q) in Abhéngigkeit zur Salinitdt der wéssrigen Phase. Mit stei-
gender Salinitdt verringerte sich die PITyegin von 81,5 °C bei 0,4 Gew.% Salzkonzentration auf
49,3 °C bei 5 Gew.% Salzkonzentration.
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Abbildung 3.2. Einfluss der Salinitét der wéssrigen Phase auf die Phaseninversion von einer O/W
zur W/O Emulsion fiir die Zusammensetzung MCT:MHS:NaCl-Losung (20:20:60) mit nach der Schock-
verdiinnung resultierenden mittleren Partikelgréfen und PDIs der Nanoemulsionen nach [112].

Durch eine Schockverdiinnung mit eiskaltem bidestilliertem Wasser wéhrend der Phasenin-
version wurde das System rapide abgekiihlt und dabei gleichzeitig verdiinnt. Die so entstehenden
O/W Nanoemulsionen wurden dabei bis zu einem Massenanteil von 8 Gew.% MCT mit dem
eiskaltem bidestilliertem Wasser verdiinnt. Die resultierenden hydrodynamischen Partikeldurch-
messer dieser Nanoemulsionen wurden mittels dynamischer Lichtstreuung ermittelt und wer-
den folgend als allgemein gebrduchliche mittlere Partikelgréfie z,ve ausgedriickt. Die Breite der
Partikelgrofienverteilung wird ebenfalls fiir diese Messmethode gebrauchlichen dimensionslosen
Polydispersitatsindex (PDI) angegeben (ISO 22412 und [134]). Die mittlere Partikelgrofie dieser
Nanoemulsionen lag unabhéngig von der Salinitdt der wéssrigen Phase zwischen 56 bis 59 nm
mit sehr engen monomodalen Verteilungen bei PDIs zwischen 0,03 bis 0,06. So erméglichte die
steigende Salzkonzentration ein temperaturschonenderen Prozess zur Herstellung von Nanoemul-
sionen mit konstant bleibender Partikelgrofie als potentielles Arzneistofftragersystem hitzeemp-
findlicher Wirkstoffe.

In Screening-Versuchen wurde der Einfluss der Zusammensetzung der Edukte (NaCl-Losung
als wissrige Phase, MCT als lipide Phase, sowie MHS als nicht-ionisches Tensid) auf die Bildung
von Nanoemulsionen mit neutraler Oberflichenladung untersucht. Die Salinitdt der wéssrigen
Phase vor der Schockverdimnung wurde dabei auf 1,75 Gew.% und auf 5 Gew.% eingestellt.
Auch hier wurde die Schockverdiinnung mit eiskaltem bidestilliertem Wasser bis zu einem Mas-
senanteil von 8 Gew.% MCT wéihrend der Phaseninversion durchgefiithrt. Die Abbildung 3.3
zeigt terndre Phasendiagramme bei denen die Zusammensetzung vor der Schockverdiinnung mit
den jeweiligen Anteilen NaCl-Losung, MHS und MCT auf den drei Achsen aufgetragen sind.
Die farbigen Bereiche stellen dabei den Bereich der Kompositionen dar, in denen erfolgreich

Nanoemulsionen formuliert werden konnten. Die grauen Bereich zeigen die Kompositionen, in
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Abbildung 3.3. Ternire Phasendiagramme zum Einfluss der Salinitidt der wéssrigen Phase auf die For-
mulierung neutraler Nanoemulsionen mit (a,b) 1,75 %-iger NaCl-Losung und (c,d) 5 %-iger NaCl-Losung
mit deren nach der Schockverdiinnung resultierenden mittleren Partikelgréfen und PDIs (Punkte e :
Zusammensetzung vor der Schockverdinnung; regenbogenfarbener Bereich: Bildung stabiler Nanoemul-
sionen; grauer Bereich: Instabilitét oder keine Phaseninversion) nach [112].
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dem die Nanoemulsionen entweder direkt nach der Schockverdiinnung aufrahmten, koaleszier-
ten, oder die PITyegin beim Aufheizen nicht vor dem Siedepunkt erreicht wurde und somit keine
Schockverdiinnung innerhalb der PIZ zur Bildung von Nanoemulsionen moglich war. Die resul-
tierenden Partikelgroflen der Nanoemulsionen nach der Schockverdiinnung aus dem Screening
mit der 1,75 %-igen NaCl-Losung sowie deren korrespondieren PDIs sind in den Abbildungen
3.3a und b dargestellt. Die Abbildungen 3.3c¢ und d zeigen die resultierenden mittleren Partikel-
groflen und PDIs des Screenings mit der 5 %-igen NaCl-Losung.

Mit einer Salinitat von 1,75 Gew.% waren in Abhéangigkeit von dem MCT und MHS Mas-
senanteil eine Produktion von Nanoemulsionen mit mittleren Partikelgréfien von 16 bis zu
113 nm und engen monomodalen PartikelgroBenverteilungen mit PDIs von 0,02 bis zu 0,19
moglich. Durch die Erhéhung der Salinitét auf 5 Gew.% verringerte sich die PIT}egin und ver-
groflerte so den Bereich im terndren Phasendreieck, in welchem nun auch Kompositionen mit
geringerer MHS-Konzentration die Phaseninversion beim Aufheizen auf 99 °C erreichten. Das
ermoglichte das Formulieren weiterer stabiler Nanoemulsionen und die Spannbreite der produ-
zierbaren mittleren Partikelgrofien erweiterte sich so von 16 bis zu 151 nm mit monomodalen
PartikelgroBenverteilungen bei PDIs von 0,03 bis zu 0,23. Bei den beiden untersuchten Salz-
konzentrationen der wissrigen Phase war die resultierende mittlere Partikelgrofie der Nano-
emulsionen ausschlieBlich vom Verhéltnis Tensid zur lipiden Phase abhéngig und konnte mittels
eines Holliday Fits angepasst werden, wie in Abbildung A.la im Anhang gezeigt. Die Salinitéit
der wissrigen Phase hatte dabei keinen Einfluss auf die resultierende mittlere Partikelgrofe,
insofern die Phaseninversion beim Aufheizen erreicht wurde. Mit kleiner werdender mittlerer

Partikelgrofle wurden einhergehend kleiner werdende PDIs beobachtet.

3.1.2. Isotonisierung der Nanoemulsionen

Besonders fiir intraventse Darreichungsformen ist die Osmolalitét ein wichtiger Faktor, um de-
ren komplikations- und schmerzfreie Applikation zu ermdoglichen. Nicht-isotonische, intravends
applizierte Produkte konnen entweder zum Schrumpfen oder zur irreversiblen Hamolyse der
Blutkorperchen fithren. Ebenso kénnen starke Schmerzen an der Einstichstelle oder gar eine
Phlebitis, eine Entziindung der Venen, auftreten [65,66]. Die Osmolalitit O(c) steigt in der
Regel linear mit der Konzentration des gelosten Stoffes ¢ in Abhéngigkeit vom osmotischen Ko-
effizienten ¢, der Anzahl Ionen oder Partikel n und dem Molekulargewicht M, was durch die
van‘t Hoff Gleichung beschrieben wird [135]:

O(c) = %-c (3.1)

Die Osmolalitdt von Vollblut betrédgt 302 + 5 mosmol/kg und von Plasma 291 4+ 4 mos-
mol/kg [69], sodass fiir die Entwicklung der isotonischen Nanoemulsionen eine gezielte Osmo-
lalitdt Ojsoton, von 300 mosmol/kg festgesetzt wurde. Die zur Isotonisierung notwendige NaCl
Konzentration im finalen Produkt cxqci, produkt berechnete sich wie folgend aus der Differenz von

der gezielten Osmolalitat mit den konzentrationsabhéngigen Osmolalitdten MHS Onrprs(carms)
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Abbildung 3.4. Ideale Osmolalitdt wéssriger Salzlosungen nach Ph. Eur. 2.2.35 sowie experimentell
ermittelte Osmolalitit wissrig gelostem/dispergiertem MHS und PG nach [112,114].

und PG Opg(cpea):

Mpyaci

- 3.2
ONaCINNaCl (3:2)

cNaCl,Produkt = (Oisoton — Omus(cmus) —Opalcpa)) -

Mpact

NaClMNaCl
len Osmolalitat wéssriger Salzlosungen nach Européischen Arzneibuch (Ph. Eur.) Kapitel 2.2.35,

welche in Abbildung 3.4 dargestellt ist. Fiir die Berechnung der Osmolalitiat von MHS und PG

wurde deren Einfluss auf die Osmolalitdt experimentell mittels Kryoskopie ermittelt. Die PG

Der Term entsprach dabei dem Kehrwert der Steigung b des linearen Fits der idea-

Konzentration zeigte keinen Einfluss auf die Osmolalitéit, sodass Opg(cpg) gleich Null gesetzt
wurde. Die Osmolalitdt von MHS wies jedoch einen unerwartet iiberproportionalen Anstieg mit
steigender Konzentration auf. In der Regel néhert sich die Osmolalitéit vieler Tenside einem Pla-
teau oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration. Die Bildung der separaten mizellaren
Phase fiihrt so zu einer konstanten Monomerkonzentration in der wassrigen Phase und damit
zu einem thermodynamisch eingeschrinkten System mit konstantem chemischen Potential und
somit konstantem osmotischen Druck. Ausgiebige Literaturrecherche brachte nur eine einzige
Publikation von Viegas und Henry hervor, die das Phénomen eines iiberproportionalen Anstiegs
fiir stark interagierende nicht-ionische Tenside beschreibt: Aufgrund der Osmose beeinflussen-
den steigenden Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Polymerkette des Tensids
und Losemittel steigt die Osmolalitat dieser Tenside nicht-linear mit ihrer gelosten Konzentra-
tion. Dieses Verhalten wird durch eine modifizierte polynomiale van’t Hoff Gleichung vierten

Grades mit drei Assoziationskonstanten Bj, Bs und Bjs beschrieben, welche durch Huggins und
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Flory eingefiihrt wurde [135]:

_on onB1 5 ¢nBy 3 ¢nBs
—Mc+Mc+Mc—|—Mc

O(c) (3.3)

Die experimentell erhobenen Messdaten der Osmolalitédt von MHS korrespondierten sehr gut
mit der modifizierten polynomialen van’t Hoff Gleichung vierten Grades. Ab einer MHS Konzen-
tration von 21,1 Gew.% ergaben sich nach Gleichung 3.2 negative Werte fiir die zur Isotonisierung
notwendige Salzkonzentration. Praktisch wurden diese negativ errechneten Salzkonzentrationen
auf 0 Gew.% gesetzt, wie in Abbildung A.2a im Anhang gezeigt. Eine Isotonisierung dieser For-
mulierungen war so allerdings nicht moglich. Fiir sehr geringe MHS Konzentrationen wéren vor
der Schockverdiinnung Salzkonzentrationen von bis zu 80 Gew.% NaCl notig. Diese lagen aller-
dings oberhalb der Sittigungskonzentration von NaCl, sodass in der Praxis die wéssrige Losung
vor der Schockverdiinnung auf maximal 25 Gew.% NaCl eingestellt und das restliche Salz zur
Isotonisierung erst im Nachhinein hinzugegeben wurde. Diese hohe Salinitéat von bis zu 25 Gew.%
NaCl fithrte zur Absenkung der PIT}eei, unterhalb des Siedepunktes fiir Formulierungen mit
geringem MHS Anteil. Wie in Abbildung 3.5 gezeigt, wurde so der Bereich im ternédren Pha-
sendiagramm abermals vergroflert, in dem stabile Nanoemulsionen mittels Schockverdiinnung

wéhrend der thermotropen Phaseninversion formuliert werden konnten.

Eine Formulierung von Nanoemulsionen war nun mit resultierenden mittleren Partikelgréfien
von 16 bis hin zu 175 nm mit monomodalen Partikelgréfenverteilungen bei PDIs von 0,02
bis 0,25 moglich, wie in den Abbildungen 3.6a und b dargestellt. Wie bei den nicht-isotonisch
hergestellten Nanoemulsionen mit 1,75 %-igen oder 5 %-igen NaCl-Losung war die mittlere
Partikelgrofle allein durch das Variieren des MCT:MHS Verhéltnisses einstellbar. Auch hier
eignete sich der Holliday Fit zur Anpassung der resultierenden mittleren Partikelgrofien, wie die
Abbildung A.3a im Anhang zeigt. Mit kleiner werdender mittlerer Partikelgréffe wurde der PDI

ebenfalls geringer.

Das elektrokinetische Potential an der Scherebene der Nanoemulsionstropfchen wurde als
Zeta Potential mittels elektrophoretischer Lichtstreuung in 0,1-fach verdiinnter phosphatgepuf-
ferter Kochsalzlosung (PBS) bei physiologischem pH 7,4 bestimmt. Das Zeta Potential dieser
Nanoemulsionen war unabhéngig von der Zusammensetzung der Nanoemulsionen nahezu neutral
zwischen -1.6 bis -4,6 mV, dargestellt in den Abbildung 3.5¢ und A.3c im Anhang.

Isotonizitdt wurde durch Anwendung der aufgestellten Gleichung 3.2 fiir die Formulierun-
gen im blauen Bereich der Abbildung 3.5d erreicht. Die Formulierungen ab einem MHS:MCT
Verhéltnis von 2,5 in den griinen, gelben und roten Bereichen waren hyperton, obwohl die-
se in salzfreier wissriger Phase hergestellt wurden (vergleichend dazu Abbildungen A.3d und
A.2a im Anhang). Eine Isotonisierung dieser Formulierungen war nach Gleichung 3.2 nicht mehr
moglich, da die MHS Konzentration dieser Formulierungen bereits tiber 21,1 Gew.% lagen. Eine
Isotonisierung dieser Formulierungen wére nur durch eine héhere Schockverdiinnung mit mehr
bidestilliertem Wasser moglich. Das wiirde allerdings folgerichtig zu einem kleineren MCT Mas-
senanteil fithren, welcher als Matrix fiir die Inkorporation potentieller Wirkstoffe im Lipidkern

der Nanoemulsionstropfchen zur Verfiigung stéinde.

23



KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

100 / X S hE \ / / \ / \ / \ /
¥ ¥ - . . >0 ¥ > - - - >0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Anteil MCT x,, [Gew.%] Anteil MCT x,, [Gew.%]
0 50 100 150 200 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
mittlere PartikelgroRe z,, , [nm] Polydispersitatsindex PDI [-]

100 100 ,
b 2 \I // // \l/ 7 0 7/ \I \I \/ // 7 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Anteil MCT x,, [Gew.%)] Anteil MCT x,, [Gew.%]
-30 -25 -20 -15 -10 =5 0 0 400 800 1200 1600
Zeta Potential £ [mV] Osmolalitat O [mosmol/kg]

Abbildung 3.5. Ternire Phasendiagramme zur Formulierung isotoner neutraler Nanoemulsionen mit
deren nach der Schockverdiinnung resultierenden (a) mittleren Partikelgrofien, (b) PDIs, (c¢) Zeta Poten-
tialen und (d) Osmolalitdten (Punkte o : Zusammensetzung vor der Schockverdiinnung; regenbogenfar-
bener Bereich: Bildung stabiler Nanoemulsionen; grauer Bereich: Instabilitdt oder keine Phaseninversion)
nach [112].
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Abbildung 3.6. Konturdiagramme zur Formulierung isotoner negativer Nanoemulsionen mit deren nach
der Schockverdiinnung resultierenden (a) mittleren Partikelgrofen, (b) PDIs, (c¢) Zeta Potentialen und (d)
Osmolalitaten (Punkte e : Zusammensetzung vor der Schockverdiinnung; regenbogenfarbener Bereich:
Bildung stabiler Nanoemulsionen; grauer Bereich: Instabilitdt oder keine Phaseninversion) nach [114].

3.1.3. Formulierung negativer Nanoemulsionen durch Oberflachenmodifikation

In weiteren Screening-Versuchen wurde die Oberfliche der Nanoemulsionen durch Integration
des anionischen Phospholipids PG in die stabilisierende MHS-Schicht modifiziert, um so eine
negative geladene Oberfliche der Emulsionstrépfchen zu kreieren. Genau wie bei den Screening-
Versuchen fiir die isotonischen neutralen Nanoemulsionen wurde auch hier Isotonie durch die
Berechnung der NaCl Konzentration der wéssrigen Phase mittels der Gleichung 3.2 angestrebt.
Der Massenanteil MCT betrug 30 Gew.% vor der Schockverdiinnung und wurde wie die neu-
tralen Nanoemulsionen ebenfalls auf 8 Gew.% mit eiskaltem bidestilliertem Wasser verdiinnt.
Abbildung 3.6 zeigt die resultierenden mittleren Partikelgrofien, PDIs, Zeta Potentiale, sowie
Osmolalitéten der entstandenen Nanoemulsionen in den farblichen Bereichen. Aquivalent zur

Darstellung in den vorherigen ternidren Phasendiagrammen wurde in den grauen Bereichen ent-
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weder die PIT}egin nicht vor dem Siedepunkt erreicht oder die Nanoemulsionen rahmten direkt
auf bzw. koaleszierten.

Die Nanoemulsionen hatten mittlere Partikelgréflen von 27 bis zu 148 nm mit engen mono-
modalen Partikelgrofienverteilungen bei PDIs von 0,02 bis 0,15, wie in Abbildung 3.6a und b
gezeigt. Sowohl der steigende MHS als auch PG Massenanteil verringerte die resultierende mitt-
lere Partikelgrofe der Nanoemulsionen. Im Kontrast zu den neutralen Nanoemulsionen durchlief
der PDI ein Optimum mit sehr engen Partikelgrofienverteilungen fiir Nanoemulsionen von et-
wa 50 nm mittlerer Partikelgrofle. Nanoemulsionen mit grofleren sowie auch kleineren mittleren
Partikelgrofien fiithrten so zu einem Anstieg des PDIs und somit zu etwas breiteren Partikel-
groBenverteilungen.

Wie in Abbildung 3.6¢ gezeigt, verringerte sich das Zeta Potential mit steigendem Massenan-
teil des anionischen PGs von nahezu neutral mit -2 mV bei 0 Gew.% PG und 20 - 40 Gew.% MHS
bis hin zu fast -30 mV bei 6 Gew.% PG und 10 Gew.% MHS in 0,1-fach verdiinntem PBS bei phy-
siologischen pH 7,4. Das Zeta Potential war dabei nur vom Verhéltnis PG zum MHS abhéngig,
wie in Abbildung A.4c im Anhang gezeigt. Eine Steigerung des PG:MHS Verhéltnisses und damit
einen zunehmenden Anteil an PG in der stabilisierenden MHS-Schicht der Emulsionstropfchen
fiihrte zu einer deutlichen Verringerung des Zeta Potentials ins Negative.

Die Abbildung 3.6d zeigt die Osmolalitdt der hergestellten und mit PG oberflichenmodifi-
zierten negativen Nanoemulsionen. Unabhingig von deren Zusammensetzung waren alle Nano-

emulsionen nahezu isoton mit Osmolalitdten zwischen 283 bis 318 mosmol/kg.

3.2. Physikochemische Eigenschaften der finalen Nanoemulsionen

Fir die weitere in vitro sowie in vivo Charakterisierung der Nanoemulsionen mit unterschiedli-
chen Partikeleigenschaften wurden sieben Formulierungen ausgewahlt, deren Kompositionen in
Tabelle A.1 im Anhang aufgefiihrt sind. Jede einzelne Formulierung sollten dabei ein mafige-
schneidertes Partikeldesign aufweisen mit anvisierten mittleren Partikelgréfien von 25, 50, 100
oder 150 nm, welche im folgenden mit den Abkiirzungen NE25, NE50, NE100 und NE150 be-
zeichnet sind. Die Oberfldche sollte dabei fiir die erste Gruppe Nanoemulsionen neutral geladen
sein, wahrend fiir die zweite Gruppe mit den PG modifizierten Nanoemulsionen eine moglichst
negative Oberflichenladung angestrebt wurde. Die partikeltechnologischen und physikochemi-
schen Eigenschaften der ausgewéhlten Formulierungen sind in Abbildung 3.7 zusammengefasst.

Mit mittleren Partikelgréfien von 25,7, 50,5, 97,7 und 144,9 nm bei den neutralen, sowie mit
51,0, 95,7 und 147,5 nm bei den negativen Nanoemulsionen wurden die anvisierten mittleren
Partikelgroflen reproduzierbar getroffen. Der PDI aller Nanoemulsionen war unter 0,15. Dem-
nach wiesen alle Formulierungen eine enge monomodale Partikelgréflenverteilung auf, wie in den
intensitatsgewichteten PartikelgrofSenverteilungskurven in Abbildung 3.8 gezeigt. Bedingt durch
die sehr engen monomodalen PartikelgrofSenverteilungen der neutralen NE25 und NE50, sowie
der negativen NE50 und NE100 waren die PDIs unter 0,05 bemerkenswert klein. Bei keiner
Formulierung wurden Emulsionstropfchen grofler als 5 pym im Durchmesser detektiert. Damit

entsprachen alle sieben Formulierungen den USP Standards nach Kapitel 729 fiir eine sichere
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Abbildung 3.7. Physikochemische Eigenschaften der ausgewéhlten Nanoemulsionen nach [113,114].
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Abbildung 3.8. Intensitidtsgewichtete PartikelgroBenverteilung der (a) neutralen und (b) negativen Na-
noemulsionen.
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intravenose Applikation von Emulsionen [61,63]. Das Zeta Potential in 0,1-fach verdiinntem PBS
bei physiologischem pH 7,4 betrug fiir die neutralen Nanoemulsionen nahezu neutrale -2,0 bis
-3,2 mV. Bei den negativen Nanoemulsionen mit der PG modifizierten Oberfliche wurden Zeta
Potentiale von -20,2, -26,5 und -28,8 mV erreicht.

Die Osmolalitdt der drei negativen Nanoemulsionen NE50, NE100, NE150 sowie der zwei
neutralen Nanoemulsionen NE100 und NE150 waren mit etwa 300 mosmol/kg isoton. Lediglich
die beiden neutralen Nanoemulsionen NE25 und NE50 waren mit 344 und 320 mosmol/kg mi-
nimal hyperton, sodass fiir alle sieben Nanoemulsionen eine schmerzfreie intravendse Injektion
ohne Gefafischdden sichergestellt sein sollte [65,66]. Mit pH-Werten zwischen 4,0 bis 5,6 waren
die sieben verschiedenen Formulierungen leicht sauer und lagen damit im akzeptablen Bereich
von pH 3 bis 11 fiir intravendse Injektionen kleiner Volumina [65,68]. Innerhalb des gemessenen
pH-Bereiches aller Nanoemulsionen und der kurzen Zeitspanne von der Herstellung der Nano-
emulsionen ein bis zwei Tage vor der angestrebten intravenésen Applikation und dem Ende der
Tierversuche einen Tag nach Applikation war eine sdure-induzierte Degradierung des inkorpo-
rierten Fluoreszenzfarbstoffes DiR sehr unwahrscheinlich. Dieser wurde als chemisch stabil in

einer Mikroumgebung mit pH-Werten iiber 4 beschrieben [136].

3.3. Sterilisation

Um eine sichere intravenose Applikation der Nanoemulsionen zu gewéhrleisten, wurden drei ver-
schiedene Sterilisationsverfahren charakterisiert: Eine Sterilisation durch Autoklavieren wurde
bei 121 °C und 2 bar durchgefiihrt. Eine Strahlensterilisation erfolgte bei 25 kGy sowie 8 us-
Pulsen von 10 MeV linear beschleunigter Elektronenstrahlen bei 460 Hz Wiederholrate und
3 Hz Abtastfrequenz. Fiir eine Sterilfiltration wurden die Nanoemulsionen durch 0,2 pm Poly-
ethersulfonfilter aseptisch gefiltert. Die Stabilitdt des in die Emulsionstropfchen inkorporierten
Fluoreszenzfarbstoffes DiR wurde dabei mittels Fluoreszenzspektrometrie bei einer Anregungs-
wellenldange von 705 nm mit 10 nm Bandpass und einer Detektion des Emissionsspektrums von
740 bis 920 nm Wellenl&nge mit 1 nm Schrittweite reprasentativ fiir alle Nanoemulsionen anhand
der neutralen NE150 charakterisiert. Die ermittelten Fluoreszenzspektren der mit DiR gelabel-
ten neutralen NE150 nach Produktion und den drei verschiedenen Sterilisationsverfahren sind
in Abbildung 3.9 dargestellt.

Beim Autoklavieren sowie bei der Strahlensterilisation verlor der Fluoreszenzfarbstoff DiR
seine fluoreszierenden Eigenschaften vollstdndig. Bei der aseptischen Sterilfiltration blieben die
fluoreszierenden Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes DiR unverdndert. Dariiber hinaus kam
es zu keinem Verlust der Nanoemulsion im Filtermaterial, da die Intensitdt der Fluoreszenz
vor und nach dem Sterilfiltrieren gleich blieb. Fiir die Nanoemulsionen kleinerer Partikelgrofie
ist dementsprechend ein Verlust der Nanoemulsion im Filtermaterial ebenfalls ausgeschlossen.
Folglich war lediglich die aseptische Sterilfiltration ein geeignetes Verfahren um eine sichere
intraventse Applikation in den folgenden Tierversuchen zu gewéhrleisten, ohne Verluste der
Nanoemulsionen sowie der fluoreszierenden Eigenschaften vom DiR. Die Partikelgrofie und der

PDI blieb fiir alle Nanoemulsionen bei der Sterilfiltration unveridndert.
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Abbildung 3.9. Fluoreszenzspektrometrie der neutralen NE150 nach Produktion, autoklaviert, strah-
lensterilisiert und sterilfiltriert.

3.4. Langzeitstabilitat

Als metastabile Systeme neigen Nanoemulsionen zur physikalischen Destabilisierung durch Flok-
kulation, Koaleszenz, Ostwald-Reifung oder sogar Aufrahmen. Die Destabilisierung der Nano-
emulsionen kann dabei iiber Zeitrdume von bereits kurz nach deren Herstellung bis hin zu
mehreren Monaten oder gar Jahre andauern [137,138]. Daher wurden aseptisch sterilfiltrierte
Nanoemulsionen auf ihre physikalische Destabilisierung untersucht und entsprechend der Richt-
linie Q1A der International Conference for Harmonization (ICH) bei 5 + 3 °C, Raumtemperatur
sowie 40 + 2 °C iiber einen Zeitraum von 12 Wochen gelagert. Der Einfluss der Lagerbedingungen
auf die mittleren Partikelgrofien und deren PartikelgréfSenverteilungen als PDI ist in Abbildung
3.10 dargestellt.

Bei der Lagertemperatur von 5 4+ 3 °C sowie bei Raumtemperatur blieb die mittlere Partikel-
grofle aller Nanoemulsionen iiber den gesamten Messzeitraum von 12 Wochen nahezu konstant.
Ebenso die PDIs blieben fiir fast alle Nanoemulsionen sowohl bei 5 + 3 °C als auch bei Raumtem-
peratur nahezu konstant. Lediglich der PDI der neutralen NE25 war nach 12 Wochen Lagerung
bei Raumtemperatur leicht erhéht sowie die PDIs der negativen NE50 in der achten Woche
Lagerung bei 5 + 3 °C und Raumtemperatur. Diese lagen allerdings in der zwoélften Woche
wieder auf dem Niveau der vorherigen Messungen bis zur vierten Woche, sodass es sich hier
moglicherweise um Ausreifler handelte.

Bei groflerer thermischer Belastung durch 40 £ 2 °C Lagertemperatur zeigte sich neben stark
steigendem PDI sowohl bei der neutralen NE25 als auch bei der negativen NE50 ein deutlicher
Anstieg der mittleren Partikelgrofie bereits nach 8 Wochen Lagerung, die auch in der zwolften

Woche weiter stiegen. Die neutrale NE50 wies in der zwolften Woche einen méfiigen Anstieg des
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Abbildung 3.10. Langzeitstabilitdt der Nanoemulsionen bei den empfohlenen Lagerbedingungen nach
ICH-Richtlinie Q1A bei 5 £ 3 °C, Raumtemperatur (RT) und 40 + 2 °C nach [112,114].

PDIs auf, wihrend die mittlere Partikelgréfie konstant blieb. Bei der negative NE100 zeigte sich
ein leichter Anstieg der mittleren Partikelgrofle, allerdings bei konstant verbleibenden PDI. Fiir
die neutrale NE100, neutrale NE150 sowie negative NE150 blieben die mittlere Partikelgrofien
und PDIs iiber den kompletten Messzeitraum von 12 Wochen auch bei der hoheren thermischen
Belastung von 40 + 2 °C konstant.

Die Abbildung 3.11 zeigt die intensitdtsgewichteten Partikelgrofienverteilungen der Nano-
emulsionen nach 12 Wochen Lagerung bei den drei untersuchten Lagerbedingungen. Diese be-
statigen zusammen mit den oben diskutierten mittleren Partikelgréfien und PDIs, dass alle Na-
noemulsionen bei geméfBigten Lagerbedingungen von 5 + 3 °C und Raumtemperatur ausreichend
stabil gegeniiber einer physikalischen Destabilisierung durch Flokkulation, Koaleszenz, Ostwald-
Reifung oder Aufrahmen waren. Lediglich die neutrale NE150 wies einen zweiten, jedoch sehr
kleinen Peak im unteren Mikrometerbereich auf. Bei der grofleren thermischen Belastung von
12 Wochen bei 40 + 2 °C Lagertemperatur wiesen die Partikelgroflenverteilung der neutralen
NE50, neutralen NE100, neutralen NE150 und negativen NE150 auf eine ausreichende Stabilitét
hin. Bei der neutralen NE25 bildete sich durch die physikalische Destabilisierung eine mehrmoda-
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Abbildung 3.11. Intensitatsgewichtete Partikelgrofienverteilungen der (a-c) neutralen und (d-f) nega-
tiven Nanoemulsionen nach 12 Wochen Lagerung bei den empfohlenen Lagerbedingungen nach ICH-
Richtlinie Q1A bei 5 £ 3 °C, Raumtemperatur (RT) und 40 + 2 °C nach [114].

le Partikelgréflenverteilung aus mit deutlicher Verschiebung zu grofieren Partikeldurchmessern.
Waéhrend die Partikelgréflenverteilung der negativen NE50 ein dhnliches Bild der physikalischen
Destabilisierung zeigte, war die Partikelgréflenverteilung der negativen NE100 bei gleichbleiben-
der Breite der PartikelgroBenverteilung deutlich zu gréfleren Partikeldurchmessern verschoben.
Der Mechanismus der physikalischen Destabilisierung dieser drei Nanoemulsionen wurde nicht
ndher untersucht. Ein weiteres Fortschreiten der physikalischen Destabilisierung kénnte schlief3-
lich zum Aufrahmen dieser Nanoemulsionen fithren, dem Auftreiben der gréfler werdenden Emul-
sionstropfen an die Oberfliche aufgrund von Dichteunterschieden zwischen wéssriger und lipider
Phase. Schlussendlich empfahl sich fiir die Lagerung dieser Nanoemulsionen eine geméfigte Tem-
peratur, bestenfalls 5 + 3 °C, um eine physikalische Destabilisierung vorzubeugen oder méglichst

lange herauszuzogern.

3.5. Zelltoxizitat auf Fibroblasten

Die Zelltoxizitiat der Nanoemulsionen sowie einer wéssrigen 20 %-igen MHS-Losung wurde
mittels Resazurin-Reduktionsassays mit embryonalen Maus-Fibroblasten (3T3) und normalen
menschlichen dermalen Fibroblasten (NHDF) nach 24 h Inkubation bei 37 °C ermittelt. Die
Dosis-Wirkungs-Kurven der Zellviabilitdt gegen die aufgegebene Konzentration aseptisch steril-
filtrierter Nanoemulsionen oder 20 %-iger MHS-Losung sind in Abbildung 3.12 aufgefiihrt. Die

Zellviabilitit ist dabei prozentual zur negativen Kontrolle mit unbehandelten Zellen angegeben.
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Abbildung 3.12. Dosis-Wirkungs-Kurven tiber die Konzentration der Nanoemulsionen (DiR beladenes
MCT, MHS und NaCl-Losung) per ml Zellkulturmedium fir die (a,b) neutralen Nanoemulsionen und
(c,d) negativen Nanoemulsionen auf 3T3 und NHDF Fibroblasten nach 24 h Inkubation nach [113,114].

Mit steigender Konzentration der Nanoemulsionen sowie der 20 %-igen MHS-Losung wurden
wachstumsférdernde Effekte auf beide Zelllinien bis hin zu einer maximalen Zellviabilitdt von
150 bis 200 % festgestellt, vermutlich durch einen stimulierten Zellmetabolismus. Dabei verschob
sich die maximale Zellviabilitdt mit steigender mittlerer Partikelgréle der Nanoemulsionen zu
hoheren aufgegebenen Konzentrationen. So lagen die maximale Zellviabilitdt der neutralen NE25
bei 1,7 mg/ml oder 3,0 mg/ml fiir die 3T3 bzw. NHDF Fibroblasten, wihrend diese bei den neu-
tralen NE100 und NE150 bei 7,0 mg/ml sowohl fiir die 3T3 als auch NHDF Fibroblasten lagen
(vergleiche Abbildung 3.12a und b). Ahnlich verhielt es sich bei den negativen Nanoemulsionen,
dort war die maximale Zellviabilitdt der negativen NE50 bei 7,0 mg/ml und die der negativen
NE100 und NE150 bei 16,4 mg/ml sowohl fiir die 3T3 als auch NHDF Fibroblasten (vergleiche
Abbildung 3.12c und d). Mit steigender Konzentration der Nanoemulsionen iiber die maximale
Zellviabilitdt hinaus wurden zytotoxische Effekte dominant und fithrten zu einer starken Abnah-
me der Zellviabilitat bis nahezu 0 %. Allerdings wies die abnehmende Zellviabilitit der negativen
NE50 eine geringere Steigung im Vergleich zu der negativen NE100 sowie NE150 auf, was von

einer robusteren Tensidschicht durch groflere elektrostatische Kréfte herrithren kénnte. Denn bei

32



3.5. ZELLTOXIZITAT AUF FIBROBLASTEN

gleichem Anteil MHS wurde bei der negativen NE50 im Vergleich zu der negativen NE100 sowie
NE150 ein mehr als doppelt bzw. sechsfach groflerer Anteil anionisches PG in die Grenzflache
der Nanoemulsionstropfchen inkorporiert.

Zuséatzlich zu den Nanoemulsionen wurde die Zelltoxizitat von wéssrigen 20 %-igen MHS-
Losungen auf die beiden verwendeten Zelllinien untersucht. Die Verlaufe der Dosis-Wirkungs-
Kurven der MHS-Loésungen dhnelten bei beiden Zelllinien den Kurvenverldufen der neutralen
NE25, welche ebenfalls einen Massenanteil von 20 Gew.% MHS zur Stabilisierung der kleinen
Nanoemulsionstropfchen enthielt. Durch das Auftragen der Dosis-Wirkungs-Kurven iiber die
Konzentration des MHS Gehaltes in den Nanoemulsionen zeigte sich, dass die Viabilitat der
Zellen fiir fast alle Nanoemulsionen dem Verlauf der reinen MHS-Losungen dhnelten, wie in
Abbildung A.5 im Anhang gezeigt. Allerdings wich auch bei dieser Darstellung der Verlauf der
negativen NE50 von dem Verlauf der reinen MHS-Losungen deutlich ab und war zu gréfleren
MHS Konzentrationen verschoben.

Wie in den Abbildungen 3.13 und 3.14 dargestellt, wurde die Morphologie der Fibroblas-
ten mittels Phasenkontrastmikroskopie iiber die steigende Konzentration der Nanoemulsionen
kontrolliert. In den unbehandelten negativ-Kontrollen sowie bei niedrigen Konzentrationen der
Nanoemulsionen waren bei den 3T3 Fibroblasten kleine ovale, spindelférmige sowie grofiere Zel-
len erkennbar, wihrend die NHDF Fibroblasten ausschliellich eine spindelférmige Morphologie
zeigten. Somit entsprach die Morphologie beider Zelllinien der Morphologie gesunder Fibroblas-
ten aus vergleichender Literatur [139,140]. Mit steigender Konzentration der Nanoemulsionen
und mit der abnehmenden Zellviabilitéit einhergehend wurden zunehmend vereinzelnd vorliegen-
de, inhibierte Fibroblasten beobachtet, welche eine kugelige bis ovale Form besaflen. Dariiber
hinaus wurde neben der morphologischen Anderung der inhibierten Fibroblasten eine zuneh-
mende Bildung von nadelférmigen Kristallen beobachtet. Bei der 20 %-igen MHS-Losung wurde
ebenfalls mit abnehmender Zellviabilitit zunehmend inhibierte Fibroblasten sowie nadelférmige
Kristalle beobachtet, welche sich folgerichtig aus einem metabolischen Abbauprodukt von MHS
bildeten - der 12-Hydroxystearinséure.

Solch ein Auskristallisieren von 12-Hydroxystearinsdure als metabolisches Abbauprodukt von
MHS ist allerdings in vivo unwahrscheinlich, aufgrund von anders herrschenden Transport- und
Metabolismusbedingungen in vivo. Es wurde experimentell festgestellt, dass sich 12-Hydroxy-
stearinsdure im Korperfett von Ratten, hauptsédchlich im Bauchfett ablagerte, nach einer 12-
Hydroxystearinsdure-haltigen Diét iiber einen Zeitraum von 16 Wochen. Dariiber hinaus wur-
de die 12-Hydroxystearinsédure zu ihren Metaboliten 10-Hydroxypalmitinsdure und 8-Hydroxy-
myristinsdure durch sukzessiven Verlust von je zwei Kohlenstoffeinheiten am Caboxylende der
Fettsaurekette abgebaut [141]. Eine weitere in vivo Studie zeigte einen schnellen Abbau der
12-Hydroxystearinsdure. So konnte 5 min nach intravendser Injektion nur ein Fiinftel der radio-
aktiv markierten 12-Hydroxystearinsdure aus dem Koérper der gesamten Ratte zuriickgewonnen
werden [142].

Die mediane inhibitorische Konzentration (ICsg) auf die Zellviabilitit wurde mittels linearer
Interpolation zwischen den beiden Datenpunkten direkt ober- und unterhalb von 50 % Zellvia-

bilitdt ermittelt, da die Dosis-Wirkungs-Kurven nicht einer sigmodialen Kurve entsprachen und
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Morphologie der 3T3 Fibroblasten bei einer Konzentration der Nanoemulsion bzw. 20 %-iger MHS-Lésung [mg/ml]
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Abbildung 3.13. Phasenkontrastmikroskopiebilder bei 20-facher Vergroflerung mit den morphologischen
Anderungen der 3T3 Fibroblasten sowie die Bildung nadelférmiger Kristalle aus 12-Hydroxystearinsiure
bei steigender Konzentration der Nanoemulsionen sowie einer 20 Gew.% MHS Losung nach 24 h Inkuba-
tion (*negative Kontrolle; gemittelte Zellviabilitdt + Standardabweichung als Prozentzahl im jeweiligen
Mikroskopiebild) nach [114].
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Morphologie der NHDF Fibroblasten bei einer Konzentration der Nanoemulsion bzw. 20 %-iger MHS-Lésung [mg/ml]
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Abbildung 3.14. Phasenkontrastmikroskopiebilder bei 20-facher Vergroflerung mit den morpho-
logischen Anderungen der NHDF Fibroblasten sowie die Bildung nadelférmiger Kristalle aus 12-
Hydroxystearinsaure bei steigender Konzentration der Nanoemulsionen sowie einer 20 Gew.% MHS
Losung nach 24 h Inkubation (*negative Kontrolle; gemittelte Zellviabilitdt + Standardabweichung als
Prozentzahl im jeweiligen Mikroskopiebild) nach [114].
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Abbildung 3.15. ICsg bezogen auf die Gesamtmasse der Nanoemulsionen (DiR beladenes MCT, MHS
und NaCl-Losung) per ml Zellkulturmedium nach [113,114] sowie zusitzlich bezogen auf den MHS Gehalt
auf 3T3 und NHDF Fibroblasten nach 24 h Inkubation.

ein entsprechender Fit nicht moglich war. Die Abbildung 3.15 zeigt die ermittelten 1Csg, zum
einen bezogen auf die Gesamtmasse der auf die Fibroblasten aufgegebenen Nanoemulsionen und
zum anderen bezogen auf den MHS Gehalt der Nanoemulsionen. Mit steigender Partikelgrofe
vergroferte sich bei den neutralen Nanoemulsionen die IC5g von 6,1 mg/ml auf 32,3 mg/ml fiir
die 3T3 Fibroblasten sowie von 10,3 mg/ml auf 51,5 mg/ml fiir die NHDF Fibroblasten. Bei
den negativen Nanoemulsionen lagen die ICsg fiir die negative NE100 und NE150 nahezu iden-
tisch bei 60,4 bzw. 56,0 mg/ml fiir die 3T3 Fibroblasten sowie bei 75,0 bzw. 80,1 mg/ml fir die
NHDF Fibroblasten. Die IC5p der negativen NE50 lag deutlich hoher bei 103,4 mg/ml fir 3T3
Fibroblasten bzw. 195,8 mg/ml fiir die NHDF Fibroblasten. Bezogen auf den MHS Gehalt in
den Nanoemulsionen waren alle ICsq fast gleich grof3, bis auf die der negativen NE50. Dariiber

hinaus entsprachen sie nahezu der IC5g der reinen 20 %-igen MHS-Losungen fiir beide Zelllinien.
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AMS in der Plasmafraktion AMS in der Blutzellenfraktion
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Abbildung 3.16. AMS der DiR gelabelten Nanoemulsionen in der Blutzellen- und Plasmafraktion nach
4 h Inkubation nach [113,114].

Aufgrund den nahezu identischen Dosis-Wirkungs-Kurven sowie den ermittelten ICsy bezo-
gen auf den MHS Gehalt der Nanoemulsionen und der reinen 20 %-igen MHS-Losung konnte
dieses nicht-ionische Tensid als der mafligebende inhibitorische Inhaltsstoff der Nanoemulsionen
auf die Zellviabilitdt der 3T3 und NHDF Fibroblasten identifiziert werden. Dabei verursachte
moglicherweise die beobachtete Kristallbildung aus 12-Hydroxystearinsédure durch den metabo-
lischen MHS-Abbau den Zelltod der Fibroblasten. Identisch zu dieser Schlussfolgerung wurde
das zur Stabilisierung genutzte MHS ebenfalls bei lipiden Nanokapseln als maflgebendes zyto-

toxisches Tensid auf verschiedenen Zelllinien beschrieben [14,143,144].

3.6. Interaktion mit Blutzellen

Die Interaktion von aseptisch sterilfiltrierter und mit Fluoreszenzfarbstoff DiR beladener Na-
noemulsionen mit Blutzellen wurde nach einer 4-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur
von 50 yl jeder Formulierung in jeweils 100 pl Vollblut von SKH1-Hr"" Elite Miusen untersucht.
Die AMS des Fluoreszenzsignals der voneinander separierten Plasma- und Blutzellenfraktionen

wurde durch Fluoreszenzbildgebung ermittelt und sind in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Mit kleiner werdender mittlerer Partikelgrofle stieg die sehr geringe AMS in der Blutzel-
lenfraktion von 0,4 auf 1,3 % bei den neutralen sowie von 0,2 auf 0,9 % bei den negativen
Nanoemulsionen an. Die kleineren Nanoemulsionen wurden demnach entweder bedingt durch
ihre kleine Partikelgrofie geringfiigig besser in die Blutzellen aufgenommen oder die inkorporier-
ten DiR-Molekiile transferierten im geringen Umfang aus dem Lipidkern der Nanoemulsionen
durch die Zellmembran in die Blutzelle. Letztere Option resultierte moglicherweise aus der fiir
solch einen Transfer zur Verfligung stehenden groéfleren spezifischen Oberfliche der kleineren
Nanoemulsionen im Vergleich zu den gréfleren Nanoemulsionen. Im Grofien und Ganzen zeigten
die sehr niedrigen AMS-Werte der Blutzellenfraktion im Vergleich zu den nahezu bei 100 %
liegenden AMS-Werte der Plasmafraktion jedoch, dass sowohl die neutralen als auch die ne-
gativen Nanoemulsionen aller mittleren Partikelgréffien nur marginal mit den Blutzellen inter-
agierten und nahezu der gesamte stark lipophile Fluoreszenzfarbstoff DiR mit einem logP von
17,4 [128] inert im MCT-Kern aller Nanoemulsionen verblieb. Diese Ergebnisse deckten sich mit
den Schlussfolgerungen einer Studie, bei der weniger als 5 % eines dhnlichen Dialkylcarbocyanin-
Fluoreszenzfarbstoffes Dil (logP von 20,0) nur sehr langsam iiber eine Zeitraum von mehreren
Wochen bei 23 sowie bei 37 °C von einer Donor- zu einer Akzeptor-Nanoemulsion transferier-
te [48].

3.7. Biodistribution in weiblichen Mausen

Fir die Tierversuche wurden die Nanoemulsionen mit zuvor sterilisierten Edukten, bis auf die
DiR-Stammlésung in Ethanol, aseptisch hergestellt und sterilfiltriert. Die Biodistribution dieser
Nanoemulsionen wurde nach intravenéser Einzeldosis in die Schwanzvene von je fiinf immunkom-
petenten SKH1-Hr*" Elite Méausen pro Formulierung mittels Fluoreszenzbildgebung untersucht.
Mit der Wahl der haarlosen immunkompetenten SKH1-Hr"*" Elite Méuse, welche ihr Fell inner-
halb der ersten drei Wochen nach Geburt wieder verlieren, konnten dariiber hinaus Interferenzen
zwischen Fell und dem anregenden sowie emittierten Licht des Fluoreszenzfarbstoffes DiR, aus-
geschlossen werden [130, 145, 146].

Das experimentelle Design mit den Versuchsgruppen der Méuse unterschiedlichen Lebensal-
ters sowie der generelle zeitliche Ablauf der Tierversuche sind in Abbildung 3.17 zusammenge-
fasst. Wie in Abbildung 3.17a gezeigt, wurde der Einfluss des Partikeldesigns auf die Biodistribu-
tionsprofile in der Gruppe der adulten Mause mit einer Applikation von je 200 ul sterilfiltrierter
negativer sowie neutraler Nanoemulsionen aller Partikelgroflen untersucht. Der Effekt des re-
produktiven Alterns auf die Biodistributionsprofile wurde mittels Applikation von je 100 ul
der neutralen Nanoemulsionen aller Partikelgrofien in der Gruppe der juvenilen prapuberaler
Maéuse und je 200 ul in den Gruppen der fruchtbaren adulten sowie der unter Fruchtbarkeits-
verlust leidenden seneszenten Méausen untersucht. In vivo Fluoreszenzbildgebung aller Méause
wurde direkt nach der Applikation und nochmals nach 24 h unter Gasnarkose mit Isofluran
durchgefiihrt, dargestellt in Abbildung 3.17b. Anschliefend wurden die M&use noch in Narkose
zur weiteren Organ- und Blutentnahme fir die ex vivo Fluoreszenzbildgebung geopfert und die

individuelle AMS fiir jedes entnommene Organ und Blut ermittelt. Die berechneten Mittelwerte

38



3.7. BIODISTRIBUTION IN WEIBLICHEN MAUSEN

(@)
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Abbildung 3.17. Experimentelles Design der Tierversuche: (a) Zeitpunkte der intravenosen Einzeldosen
mit den verschiedenen Nanoemulsionen in den Altersgruppen juvenil, adult und seneszent, einschlielich
dem Beginn der Pubertéit [99-101], dem Beginn des Fruchtbarkeitsverlust und dem nahezu vollstdndigen
Fruchtbarkeitsverlust weiblicher M&use [96, 98, 103-108]; (b) genereller Ablauf der Tierversuche nach
[113,114).

der AMS iiber die fiinf M&use pro applizierter Formulierung sind der Tabelle A.2 im Anhang
zu entnehmen. Eine dieser fiinf M&use, dessen individuellen AMS-Werte in Summe die gerings-
te Abweichung zu den berechneten AMS-Mittelwerten aufwies, wurde als représentative Maus
fiir die im Folgenden dargestellten Fluoreszenzbilder ausgewahlt. Zur Beurteilung des Einflus-
ses des Partikeldesigns und des reproduktiven Alterns auf die Biodistributionsprofile erfolgte
eine statistische Auswertung der gewonnenen AMS-Daten mittels Mann-Whitney-U-Tests, des-
sen Kennwerte in den Tabellen A.3 bis A.5 im Anhang aufgefiihrt sind. Dieser Test setzt keine
Normalverteilung zweier unabhéngigen Stichproben voraus und eignete sich somit fiir die kleine

Gruppengréfle von nur fiinf Méusen pro applizierter Formulierung.

3.7.1. Einfluss des Partikeldesigns

Zur Charakterisierung des Einflusses sowohl der Partikelgrofe als auch der Oberflaichenladung
wurden die Biodistributionsprofile nach intravendser Applikation der Nanoemulsionen in adul-
ten weiblichen Méuse (Lebensalter: 12 - 39 Wochen) untersucht. Die Abbildung 3.18 zeigt die
lateralen, ventralen und dorsalen Ansichten der repriasentativen Mause aus der nichtinvasiven in
vivo Fluoreszenzbildgebung direkt nach Applikation sowie nach weiteren 24 h.

Sowohl die negativen als auch die neutralen Nanoemulsionen akkumulierten sehr schnell in
Korperregionen, die der Leber zuzuschreiben waren. Innerhalb der ersten 5 bis 10 min nach intra-

venosen Applikation bis zur ersten in vivo Fluoreszenzbildgebung wurde fiir alle reprasentativen
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Abbildung 3.18. Nichtinvasive in vivo Fluoreszenzbilder der repréasentativen weiblichen adulten M&use
direkt nach (5 - 10 min) und 24 h nach intravendser Applikation der negativen und neutralen Nanoemul-
sionen (weile Pfeile: Akkumulation in der Leber; rote Pfeile: Akkumulation in den Ovarien) nach [114].
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Maéuse eine hohe Strahlungseffizienz des Fluoreszenzsignals in genau dieser Korperregion de-
tektiert, wie in der ventralen Ansicht mit den weiflen Pfeilen hervorgehoben. Dies deutete auf
eine rapide hepatische Aufnahme aller Nanoemulsionen in das RES unter Beteiligung der Pha-
gozytose in den Kupffer-Zellen der Leber hin, so wie es auch bei einer Vielzahl anderer nano-
partikuldren Formulierungen innerhalb weniger Minuten bis zu 1,5 h nach parenteraler Appli-
kation beobachtet wurde [24,91-93,147]. Die Strahlungseffizienz stieg innerhalb der néchsten
24 h bis zur néchsten Fluoreszenzbildgebung in der Korperregion der Leber an. Der Anstieg
der Strahlungseffizienz bei den negativen Nanoemulsionen war moderat und blieb unterhalb von
10° (p/s/cm?/st) /(W /cm?). Bei den neutralen Nanoemulsionen war ein Trend einer mit abneh-
mender Partikelgréfie steigenden Strahlungseffizienz deutlich iiber 10° (p/s/cm?/st)/(uW /cm?)
zu erkennen, welcher sich durch die groer werdenden gelben Bereiche sowohl in der ventralen als
auch in beiden lateralen Ansichten verdeutlichte. Die fiir die negativen Nanoemulsionen detek-
tierte geringere Strahlungseflizienz in der Koérperregion der Leber deutete darauf hin, dass durch
die Inkorporation des anionischen Phospholipids PG erschaffene negative Oberflichenladung zu
einer breiteren Biodistribution iiber andere Organe fithren konnte. Ahnliches Verhalten wurde
bereits fiir PG Liposomen mit ebenfalls negativer Oberflichenladung im Vergleich zu Liposomen
mit neutraler Oberflichenladung aus Phosphatidylserin beobachtet [147].

Neben der deutlichen hepatischen Akkumulation wurde 24 h nach Applikation der Nanoemul-
sionen auch eine erhéhte Strahlungseffizienz in den Korperregionen beobachtet, die den Ovarien
zuzuschreiben waren. Diese sind durch rote Pfeile in der dorsalen sowie beiden lateralen An-
sichten in Abbildung 3.18 gekennzeichnet. Solch eine Akkumulation im Gewebe der weiblichen
Geschlechtsorgane wurde ebenfalls bei mehreren Nanopartikeln mit unterschiedlichen Partikelei-
genschaften beobachtet [17,19,20,24,25,70-73], wovon manche zu Nebenwirkungen wie ovarielle
Inflammation, Verstopfung, Fibrose, Extravasation von roten Blutkérperchen, Apoptose in den
Eierstockzellen oder Abnahme der Follikelanzahl fithrten [17,70,71].

Die Abbildung 3.19 gibt einen Uberblick iiber die Akkumulation der Nanoemulsionen in den
entnommenen Organen oder deren Verblieb im Blut. Die gemittelte AMS der jeweiligen Organe
iiber die fiinf Méause pro Formulierung ist dabei als 3D-Sdulendiagramm in Kombination mit
den individuellen AMS-Werten der Organe jeder einzelnen Maus als 3D-Punktediagramm dar-
gestellt. Abhéngig von der anvisierten Partikelgrofe der Nanoemulsionen sind die NE25 (orange
Séulen und Punkte), NE50 (rot), NE100 (blau) und NE150 (grin) entsprechend ihrer neutralen
oder negativen Oberflichenladung entlang der x-Achse aufgetragen. Die entnommenen Organe
sowie das Blut sind entlang der y-Achse und die dazugehorigen gemittelten sowie individuellen
AMS-Werte entlang der z-Achse aufgetragen. Fiir die sieben Organe mit der héchsten Akkumu-
lation zeigt die Abbildung 3.20 ergédnzend den Verlauf der gemittelten AMS tiber die mittlere
Partikelgrofie und das Zeta Potential der applizierten Nanoemulsionen als logarithmisches Kon-
turdiagramm. Die schwarzen Punkte reprisentieren dabei die exakte mittlere Partikelgrofie und
das dazugehorige Zeta Potential der Nanoemulsionen.

Um eine vollstdndige Akkumulation der intravends injizierten Nanoemulsionen zu verifizie-
ren, wurde Vollblut durch eine Herzpunktion nach der Tétung der Mduse entnommen. Mit allen

mittleren AMS des Blutes unterhalb von 1 % zirkulierten fiir alle Formulierungen nahezu keine
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Abbildung 3.19. 3D Siulen- und Punktediagramm der AMS der entnommenen Organe und Blut 24 h

nach intravenoser Applikation der negativen und neutralen Nanoemulsionen in adulten weiblichen M&usen
nach [114].

Emulsionstropfchen mehr im Blutkreislauf. Alle Nanoemulsionen reicherten sich demnach ent-
weder innerhalb von 24 h im Organgewebe an oder wurden bereits iiber den hepatischen Weg
ausgeschieden.

Die hochste Akkumulation wurde fiir alle Nanoemulsionen erwartungsgeméf im Gewebe der
Leber nachgewiesen, da diese in der Regel 80 - 90 % der Funktion des RES tibernimmt [92,94,148].
Sowohl fiir die neutralen als auch negativen Nanoemulsionen nahm mit zunehmender mittlerer
Partikelgrofe die gemittelte AMS der Leber signifikant ab: von 51,8 zu 42,1 % fiir die negati-
ve NE50 zur NE150 und von 66,2 % zu 40,3 % fir die neutrale NE25 zur NE150, dargestellt
in Abbildung 3.20a. Sowohl bei den negativen als auch bei den neutralen Nanoemulsion war
diese Abnahme zwischen allen mittleren Partikelgrofien signifikant. Die Oberflichenladung von
Nanoemulsionen gleicher mittlerer Partikelgrofe war lediglich zwischen der negativen und neu-
tralen NE50 signifikant, wéhrend keine signifikanten Unterschiede zwischen der negativen und
neutralen NE100 sowie zwischen der negativen und neutralen NE150 festgestellt werden konnten.

Die Milz und das Knochenmark sind weitere Komponenten des RES, welche retikulére Zellen
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Abbildung 3.20. Logarithmische Konturdiagramme mit dem Verlauf der gemittelten AMS der Organe
der weiblichen adulten Mause mit héchster Akkumulation (a) Leber, (b) Milz, (¢) Uterus 4+ Ovarien, (d)
Herz, (e) Magen, (f) Nieren und (g) Caecum iiber die mittlere Partikelgrofie und das Zeta Potential der
intravends injizierten neutralen und negativen Nanoemulsionen nach [114].

enthalten und so auch zur Aufnahme von Nanopartikeln neigen [91,94]. Die mittlere Partikel-
grofle der negativen Nanoemulsionen hatte keinen signifikanten Effekt auf die Akkumulation in
der Milz bei gemittelter AMS zwischen 8,2 und 9,9 %, wie in Abbildung 3.20b gezeigt. Kontrir
dazu hatte die Partikelgrofle der neutralen Nanoemulsionen einen signifikanten Einfluss auf die
Akkumulation in der Milz bei gemittelter AMS zwischen 6,7 und 12,9 %, abgesehen zwischen
der neutralen NE50 und NE100. Das Maximum der gemittelten AMS lag dabei bei 100 nm
mittlerer Partikelgrofle. Bei gleicher mittlerer Partikelgrofie hatte die Oberflichenladung einen
signifikanten Einfluss auf die Akkumulation. Wahrend die gemittelte AMS der negativen NE50
sowie NE100 signifikant geringer ausfielen als die der neutralen NE50 bzw. NE100, so war die
AMS der negativen NE150 deutlich grofler als die der neutralen NE150.

Die Akkumulation der Nanoemulsionen in Femur, Knie und Tibia zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den mittleren Partikelgréen der negativen Nanoemulsionen bei gemit-
telter AMS zwischen 2,9 und 3,3 % (nicht im logarithmischen Konturdiagramm dargestellt). Bei
den neutralen Nanoemulsionen war die neutrale NE100 mit 4,6 % AMS signifikant hoher als die
neutralen NE25 und NE150. Ahnlich zu der Akkumulation in der Milz fiel die Akkumulation

der negativen NE50 sowie NE100 in Femur, Knie und Tibia signifikant geringer aus als bei der
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neutralen NE50 bzw. NE100. Fiir die Akkumulation der NE150 gab es allerdings keine signifi-
kanten Unterschiede aufgrund der Oberflichenladung der Nanoemulsionen. Die Akkumulation
in Femur, Knie und Tibia resultierte wahrscheinlich aus der Aufnahme der Nanoemulsionen in
das Knochenmark als Teil des RES.

So wie es sich in den in vivo Fluoreszenzbildern aus Abbildung 3.18 schon andeutete, konn-
te eine Akkumulation der Nanoemulsionen in den Geschlechtsorganen der adulten weiblichen
Mause bestéitigt werden. Wahrend die negativen Nanoemulsionen unabhéngig von der mitt-
leren Partikelgrofle nahezu identische moderate Akkumulation mit gemittelter AMS zwischen
4,8 und 5,1 % aufwiesen, so waren bei den neutralen Nanoemulsionen partikelgréfienabhéingige
Effekte auf die gemittelten AMS von 3,5 bis zu 9,8 % erkennbar, wie in Abbildung 3.20c ge-
zeigt. Dabei akkumulierte die neutrale NE150 mit der signifikant héchsten gemittelten AMS
von 9,8 % deutlich stidrker in den weiblichen Geschlechtsorganen als die kleineren neutralen
NE25 und NE50 sowie die gleichgrofie aber negative NE150. Wéhrend sich die neutrale NE150
als Arzneistofftragersystem zur Behandlung von ovariellen Erkrankungen oder Dysfunktionen
eignen konnte, konnte mit den negativen Nanoemulsionen eine unbeabsichtigte Akkumulation
in den weiblichen Geschlechtsorganen gering gehalten werden. Daraus resultierende mdégliche
Nebenwirkungen in den Ovarien kénnten so mittels der negativen Oberflichenladung effektiv
reduziert werden, wéahrend ein modifizierbares Biodistributionsprofil durch kontrolliert herstell-
bare Partikelgrofien der negativen Nanoemulsionen beibehalten wird.

Mit zunehmender Partikelgrofle stieg sowohl bei den negativen als auch bei den neutralen
Nanoemulsionen die gemittelte AMS im Herzen an, wie in Abbildung 3.20d gezeigt. Bei den
negativen Nanoemulsionen war der Anstieg der gemittelten AMS von 3,2 bis zu 8,1 % signifi-
kant zwischen der negativen NE50 und den beiden negativen NE100 und NE150. Der Anstieg
von der negativen NE100 zur negativen NE150 war nicht signifikant. Jedoch deutete die fort-
laufend steigende gemittelte AMS darauf hin, dass die kardiale Akkumulation auch hier mit
zunehmender Partikelgrofle weiter zunahm. Bei den neutralen Nanoemulsionen war die steigen-
de mittlere AMS von 2,1 auf 5,9 % im Herzen ab einer Partikelgrofie von 50 nm signifikant.
Solch einen partikelgréBenabhingigen Effekt auf die Akkumulation im Herzen wurde ebenfalls
mit intravends applizierten Gold-Nanopartikeln und lipiden Nanokapseln in weiblichen Mausen
gefunden [22,149]. Die Oberflichenladung dieser intravendos injizierten Nanoemulsion kénnte bei
der kardialen Akkumulation ebenfalls eine untergeordnete Rolle spielen, da die negative NE100
signifikant hohere gemittelte AMS aufwies als die neutrale NE100. Die Unterschied zwischen
den gemittelten AMS-Werten der negativen NE50 sowie NE150 im Vergleich zu deren gleich-
groflen Nanoemulsionen mit neutraler Oberflichenladung war nicht signifikant, aber dennoch
dem Trend entsprechend grofler.

In Teilen des Gastrointestinaltrakts wurde ebenfalls eine nennenswert hohe Akkumulation
der Nanoemulsionen festgestellt. Wie in Abbildung 3.20e gezeigt, wurden im Magen eine ge-
mittelte AMS bis zu 7,7 % fiir die negative NE150 festgestellt, welche damit signifikant hoher
war als die der negativen NE50 und NE100. Bei den neutralen Nanoemulsionen gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen der NE25 und NE50, jedoch stieg ab der neutralen NE50
die Akkumulation mit zunehmender Partikelgrofie signifikant bis zu 6,4 % gemittelter AMS der
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neutralen NE150 an. Dartiber hinaus wurde im Caecum ein gemittelte AMS bis zu 4,7 % mit
der neutralen NE150 festgestellt, wie in der Abbildung 3.20g gezeigt. Hierbei gab es wie im
Magen keinen signifikanten Unterschied zwischen der neutralen NE25 und NE50, jedoch stieg
auch hier ab der neutralen NE50 die gemittelte AMS im Caecum signifikant mit zunehmen-
der Partikelgrofie an. Bei den negativen Nanoemulsionen wurde dahingegen kein signifikanter
Einfluss der Partikelgrofie auf die Akkumulation festgestellt. So hatte die Partikelgréfie der neu-
tralen Nanoemulsionen fiir die Akkumulation im Magen und Caecum einen signifikanten Effekt,
fiir die negativen Nanoemulsionen konnte allerdings kein eindeutiger Effekt der Partikelgriéfie
festgestellt werden. Das detektierte Fluoreszenzsignal im Gastrointestinaltrakt kénnte aus dem
Ausiiben von Koprophagie der adulten Méause resultieren, mit der Méuse ab einem Lebensalter
von etwa 2,5 Wochen beginnen [150]. So kénnten die adulten Méuse durch das Fressen von Kot-
pellets den Fluoreszenzfarbstoff DiR in ihren Gastrointestinaltrakt wieder aufgenommen haben,
welcher den Korper iiber den hepatischen Weg eigentlich bereits verlassen hatte.

In der Niere wurde fiir die verschiedenen Formulierungen eine gemittelte AMS von 2,4 bis zu
5,0 % detektiert, wie in Abbildung 3.20f gezeigt. Sowohl bei den negativen als auch bei den neu-
tralen Nanoemulsionen war die gemittelte AMS der kleinen Nanoemulsionen NE25 und NE50
signifikant kleiner als die der groflen Nanoemulsionen NE100 oder NE150. Zwischen der NE25
und NE50, sowie zwischen der NE100 und NE150 waren die Unterschiede zwar nicht signifikant,
allerdings war auch hier der Trend der steigenden gemittelten AMS mit zunehmender Partikel-
grofle erkennbar. Solch ein Einfluss der Partikelgroe auf die Akkumulation in der Niere wurde
ebenfalls bei lipiden Nanokapseln beobachtet [149]. Die Oberflichenladung der Nanoemulsionen
war allerdings nicht signifikant.

In allen anderen Organen wurde sowohl fiir die negativen als auch neutralen Nanoemulsionen
nur eine geringe Akkumulation festgestellt in folgender abnehmender Reihenfolge der gemittelten
AMS-Bereiche: Haut (0,8 - 3,3 %), Lunge (1,6 - 3,0 %), subkutanes Fett (1,2 - 2,8 %), Pankreas
und Fett (0,9 - 2,5 %), Duodenum (1,2 - 2,2 %), Blase (0,6 - 1,7 %), Oberschenkelmuskel (0,6 -
1,6 %), Colon (0,5 - 1,6 %) und Gehirn (0,4 - 1,4 %).

Die Abbildung 3.21 zeigt ex vivo Fluoreszenzbilder der sieben Organe mit der hochsten Ak-
kumulation der Nanoemulsionen, welche von den reprisentativen Méause stammen. Die zuvor
diskutierten Verldufe der gemittelten AMS wurden durch diese ex vivo Aufnahmen bestéatigt.
Die Strahlungseffizienz war dabei grofitenteils gleichméfig ohne ausgepriagte Hotspots im Or-
gan verteilt, ausgenommen bei den weiblichen Geschlechtsorganen. Sowohl bei den negativen als
auch bei den neutralen Nanoemulsionen waren deutliche Hotspots mit hoher Strahlungseffizienz
in den Ovarien erkennbar. Die Hotspots in den Ovarien von den neutralen Nanoemulsionen er-
reichten dabei teilweise eine Strahlungseffizienz iiber 10° (p/s/cm?/sr)/(uW /cm?), insbesondere
bei der neutralen NE150. Solch eine Akkumulation in den Ovarien wurde ebenfalls bei mehreren
verschiedenen Lipid- oder Polymernanopartikeln durch Nuklear- oder Fluoreszenzbildgebungs-
verfahren nach intravendser Injektion beobachtet [19,20,24,25,72,73].
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Abbildung 3.21. Ez vivo Fluoreszenzbilder der entnommenen Organe der reprisentativen weiblichen

adulten Méuse mit der hochsten Akkumulation der neutralen und negativen Nanoemulsionen (Leber,
Milz, Uterus + Ovarien, Herz, Magen, Nieren und Caecum) nach [113,114].
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3.7.2. Einfluss des reproduktiven Alterns

Wie beim Menschen verdndert sich mit dem Altern auch bei Mausen die Kapazitiat des RES,
in dem mehrere Organe wie die Leber, Milz, Lymphknoten und das Knochenmark involviert
sind [91-95]. Bei Frauen spielen zudem die sich mit dem Altern &ndernden Sexualsteroidhor-
monspiegel ein wichtige Rolle: Sie leiten die Pubertit ein, regulieren den Sexualzyklus innerhalb
ihres fruchtbaren Lebensabschnittes und fithren mit fortschreitendem Alter schlieflich zur Meno-
pause, der allméhlich abnehmenden Fruchtbarkeit bis zum vollstdndigen Verlust. Wéahrend dieser
Phase sinkt der Ovarialhormonspiegel sowie der Blutfluss im ovariellen Stroma deutlich [96,97].
Folglich kénnten die altersbedingten Anderungen des RES, des Sexualsteroidhormonspiegels und
des Blutflusses im ovariellen Stroma eine wichtige Rolle fiir die Akkumulation von nanoskali-
gen Arzneistofftrdgern in den sich entwickelnden, geschlechtsreifen und alternden weiblichen

Geschlechtsorganen spielen.

Dieser Einfluss des reproduktiven Alterns wurde anhand der vier verschieden grofien neutralen
Nanoemulsionen nach intravenoser Applikation in juvenilen préapuberalen (Lebensalter: 3 - 4 Wo-
chen), adulten (12 - 39 Wochen) und seneszenten (> 48 Wochen) weiblichen Mausen untersucht.
Nach intravenoser Applikation von 100 ul der neutralen NE25 in die Schwanzvene einer juveni-
len Maus litt diese leider nach 2 - 3 min unter Nasen- oder Rachenblutungen sowie Krampfen.
Diese Maus wurde sofort mittels COs vom Leiden erlost. Bei einem Koérpergewicht von 11,3 g
betrug die applizierte Dosis des MCT-Anteils 0,71 g/kg und des MHS-Anteils 1,77 g/kg. Die-
se lagen deutlich unterhalb der angegebenen LDj5 fiir MCT mit 3,7 g/kg sowie fir MHS mit
3,16 g/kg nach intravendser Applikation [119]. Nichtsdestotrotz wurde darauf verzichtet, den
Tierversuch mit der neutralen NE25 in juvenilen Mausen fortzusetzen, da diese Formulierung
mit dem hochsten MHS-Anteil von 20 Gew.% im Vergleich zu allen anderen Formulierungen die
hochste Zelltoxizitat aufwies. Die anschlielende Obduktion dieser juvenilen Maus ergab keine
Befunde fiir die Mundhohle, Zunge und Zéhne. In Teilen der Lunge wurden Blutungen sowie
Blutgerinnsel in der Luftréhre gefunden. Eine durch Emulsionstropfchen hervorgerufene Lun-
genembolie war sehr unwahrscheinlich, da bei der neutralen NE25 alle Partikel kleiner als 50 nm
waren (vergleiche Abbildung 3.8), welche nicht zu einer Verstopfen der Lungenblutkapillare
fiihren diirften. Eine toxikologische Wirkung auf das Lungengewebe weiblicher Mause wurde
allerdings auch nach intravendser Applikation von Goldnanopartikeln entdeckt, insbesondere
bei dhnlich groflen Partikelgrofen von 30 nm. Histologische Untersuchungen der Lungenschnitte
dieser Méuse ergaben mehrere morphologische Verdnderungen wie vergréfierte Hohlrdume der
Atemwege, Epithelhyperplasie, Verdiinnung der Alveolarzellschicht inklusive Elastizitdtsverlust,
Léasionen und Emphyseme, die zu Atemnot, Miidigkeit, Gewichtsverlust und schlieflich zum Tod
fithrten [22,151]. Die adulten und seneszenten Méiuse zeigten nach Applikation der neutralen
NE25 keine Anomalien.

Die Abbildung 3.22 zeigt laterale, ventrale und dorsale Ansichten der reprisentativen Méuse
aus der nichtinvasiven in vivo Fluoreszenzbildgebung direkt sowie 24 h nach der intravendsen
Applikation der neutralen Nanoemulsionen in den drei Altersklassen juvenil, adult und senes-

zent. Wie in der ventralen Ansicht mit den weiflen Pfeilen hervorgehoben, kam es in allen
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Abbildung 3.22. Nichtinvasive in vivo Fluoreszenzbilder der repréasentativen weiblichen Méause unter-
schiedlicher Altersklassen direkt nach (5 - 10 min) und 24 h nach intravenoser Applikation der neutralen
Nanoemulsionen (weile Pfeile: Akkumulation in der Leber; rote Pfeile: Akkumulation in den Ovarien)
nach [113,114].
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drei Altersklassen zu einer schnellen hepatischen Akkumulation direkt nach der intraventsen
Applikation. Dies deutete fiir alle Altersklassen auf eine rapide Aufnahme der neutralen Nano-
emulsionen in das RES unter Beteiligung der Phagozytose in den Kupffer-Zellen der Leber hin.
Die Strahlungseffizienz in der Kérperregion der Leber stieg innerhalb der 24 h nach Applikation
deutlich an. Unabhéngig von der Partikelgréfle der neutralen Nanoemulsionen wurde die héchste
Strahlungseffizienz mit bis zu 2 - 10 (p/s/cm?/sr)/(uW /cm?) in der Altersklasse der juvenilen
Méause detektiert. In den Altersklasse der adulten Mause wurden mit abnehmender Partikel-
groBe eine steigende Strahleneffizienz deutlich {iber 10° (p/s/cm?/sr)/(uW/cm?) detektiert. In
der Altersklasse der seneszenten Méuse wurde mit abnehmender Partikelgrofie eine Strahlenef-
fizienz bis zu 10° (p/s/cm?/sr)/(uW /cm?) erreicht. Bei den adulten M&usen sowie teils bei den
seneszenten Méausen wurde 24 h nach Applikation der neutralen Nanoemulsionen eine erhohte
Strahleneffizienz in der Korperregion der Ovarien detektiert, welche durch rote Pfeile in der
dorsalen und den beiden lateralen Ansichten in Abbildung 3.22 gekennzeichnet sind. Wahrend
die ovarielle Akkumulation in den adulten M&usen bei allen Partikelgréfien der neutralen Na-
noemulsionen festgestellt wurde, wurde diese in der Altersklasse der seneszenten Mause lediglich
fiir die neutrale NE25 und NE100 beobachtet. Diese waren mit einem Alter von 64 bzw. 49 Wo-
chen allerdings deutlich jiinger als die Méuse mit der intravenés injizierten neutralen NE50 und
NE150 im Alter von 85 bzw. 80 Wochen. Eine ovarielle Akkumulation der neutralen Nanoemul-
sionen konnte in der Altersklasse der prapuberal juvenilen M&use mittels der nichtinvasiven in
vivo Fluoreszenzbildgebung nicht festgestellt werden.

Ein Uberblick der Akkumulation der neutralen Nanoemulsionen in den entnommenen Or-
ganen oder deren Verbleib im Blut ist in Abbildung 3.23 gezeigt. Die Altersklassen der Méuse
sind mit der Partikelgréfie der applizierten Nanoemulsionen entlang der x-Achse aufgetragen, die
entnommenen Organe und das Blut entlang der y-Achse und die individuellen sowie gemittelten
AMS-Werte sind als Punkte bzw. Sdulen iiber die z-Achse aufgetragen. Fiir die sieben Organe
mit der héchsten Akkumulation zeigt die Abbildung 3.24 den Verlauf der gemittelten AMS {iber
die mittlere Partikelgréfie und das Lebensalter der Mause ergénzend als logarithmisches Kontur-
diagramm. Die schwarzen Punkte repriasentieren dabei das exakte Lebensalter der M&ause sowie
die exakte mittlere Partikelgréflen der neutralen Nanoemulsionen.

Fiir jede intravenos applizierte neutrale Nanoemulsion war in allen Altersklassen die mittlere
AMS des entnommenen Blutes unterhalb von 1 %. So zirkulierten unabhéngig von Lebensalter
der Méause nahezu keine Emulsionstrépfchen der neutralen Nanoemulsionen mehr im Blutkreis-
lauf. Folglich reicherten sich die Nanoemulsionen innerhalb von 24 h im Organgewebe an oder
wurden bereits {iber den hepatischen Weg ausgeschieden.

In allen Altersklassen wurde die héchste Akkumulation der neutralen Nanoemulsionen im Le-
bergewebe detektiert, dem Hauptakteur in der Funktion des RES. Mit gemittelten AMS zwischen
60,8 und 65,6 % hatte die mittlere Partikelgrofie keinen signifikanten Effekt auf die hepatische
Akkumulation in den juvenilen M&usen, wie in Abbildung 3.24a gezeigt. Hingegen verringerte
sich mit der steigender mittlerer Partikelgrofie die gemittelte AMS signifikant von 66,2 bis 40,3 %
bei den adulten und von 65,9 bis 42,8 % bei den seneszenten Méusen. Die abnehmende gemittelte

AMS war bei den adulten Mausen zwischen allen mittleren Partikelgrofien signifikant. Auch bei
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Abbildung 3.23. 3D Siulen- und Punktediagramm der AMS der entnommenen Organen und Blut, 24 h
nach intravendser Injektion mit den neutralen Nanoemulsionen in juvenilen, adulten und seneszenten
weiblichen M&usen nach [113].

den seneszenten Méausen war die abnehmende AMS zwischen fast allen mittleren Partikelgrofien
signifikant, bis auf zwischen den beiden Paaren neutrale NE25 und NE50, sowie NE100 und
NE150. Jedoch deutete auch bei diesen beiden Paaren die durchgehend abnehmende gemittelte
AMS darauf hin, dass die hepatische Akkumulation durchweg mit zunehmender Partikelgrofie
abnahm. Die gemittelte AMS der Leber nahm mit dem Altern von juvenil zu adult fiir die neu-
tralen NE100 sowie NE150 signifikant ab. Eine geringe jedoch nicht signifikante Abnahme der
gemittelten AMS mit dem Altern von der juvenilen zur adulten Altersklasse war ebenfalls fiir
die neutralen NE50 zu beobachten. Mit dem weiteren Altern von adult zu seneszent kam es fiir
alle neutrale Nanoemulsionen zu keiner weiteren signifikanten Abnahme der gemittelten AMS.
Diese rapide Abnahme der gemittelten AMS der Leber nur innerhalb der ersten Lebenswochen,
welche mit weiteren Altern dann auf nahezu konstantem Niveau verblieb, deckte sich mit ande-

ren experimentellen Untersuchungen zur altersabhédngigen Clearance-Kapazitit des RES. Dort
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Abbildung 3.24. Logarithmisches Konturdiagramm mit dem Verlauf der gemittelten AMS der Organe
weiblicher Mause unterschiedlicher Altersklassen mit hochster Akkumulation (a) Leber, (b) Milz, (c)
Uterus 4+ Ovarien, (d) Herz, (e) Magen, (f) Nieren und (g) Caecum iiber die mittlere Partikelgrofie und
dem Alter der Méause nach [113].

nahm die Clearance-Kapazitét in den ersten 14 Lebenswochen nach Geburt der Méuse ebenfalls
deutlich ab und erreichte danach ein konstantes Niveau in adulten und seneszenten Mausen bis
zu einem Lebensalter von 128 Wochen [94,95]. Diese verminderte Clearance-Kapazitat des RES
war moglicherweise die Ursache fiir die signifikant geringere hepatische Aufnahme der gréfieren
neutralen Nanoemulsionen NE100 und NE150 im adulten und seneszenten Alter der Mause.

In dem an der RES-Funktion beteiligtem Organ Milz kam es zur zweithéchsten Akkumulation
der neutralen Nanoemulsionen, wie in Abbildung 3.24b gezeigt. Die gemittelte AMS lag fiir die
juvenilen Mause zwischen 8,3 und 10,8 % ohne signifikanten Effekt der Partikelgrofie innerhalb
dieser Altersgruppe. Bei den adulten M&ausen erreichte die gemittelte AMS ein Maximum von
12,9 % mit der neutralen NE100 und einem Alter von 13 Wochen. Die Akkumulation in der Milz
mit der neutralen NE25 und NE150 fielen in dieser Altersgruppe signifikant geringer aus. In der
Altersklasse der seneszenten Méiuse war die gemittelte AMS der Milz zwischen 7,3 und 8,8 %
wieder ohne signifikanten Einfluss der Partikelgréfie der neutralen Nanoemulsionen. Im Falle der
neutralen NE50 und der NE100 hatte das Altern einen signifikanten Einfluss auf die Akkumu-
lation in der Milz, so war die gemittelte AMS der adulten M&usen im Alter von 13 Wochen

signifikant hoher als bei den juvenilen und seneszenten Méusen. Im Falle der neutralen NE150
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KAPITEL 3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

nahm die gemittelte AMS von den juvenilen zu den adulten M&usen im Alter von 38 Wochen
signifikant ab. Es war tendenziell im hoéheren adulten sowie seneszenten Alter eine geringere
Akkumulation in der Milz als im juvenilen sowie jungen adulten Alter ersichtlich. Auch hier
konnte die altersbedingte Abnahme der Clearance-Kapazitit des RES die mégliche Ursache fiir

die Abnahme der Akkumulation in der Milz bei den alteren M&usen sein.

In den entnommenen Femora, Knien und Tibiaen wurden gemittelte AMS-Werte zwischen 3,0
bis 4,6 % detektiert, was nicht als Konturdiagramm dargestellt ist. In der adulten Altersklasse
war nur die gemittelte AMS der neutralen NE50 und NE100 signifikant héher als die der neutra-
len NE150 bzw. NE25 und NE50. Und im Altersvergleich war nur die gemittelte AMS der neu-
trale NE100 in adulten M&usen signifikant hoher als bei den juvenilen sowie seneszenten Mausen.
Es konnte allerdings weder ein allgemein giiltiges partikelgréfen- noch altersabhéngiges Muster
auf die Akkumulation in Femur, Knie und Tibia erkannt werden. Die geringe Akkumulation im
Femur, Knie und Tibia erfolgte wahrscheinlich im Knochenmark als Teil des RES. Insgesamt je-
doch nahm die Akkumulation der Nanoemulsionen in den am RES beteiligten Organen wahrend
des Alterns der Méuse ab. Das wiederum fithrte folglich zu einer breiteren Biodistribution der
intravends injizierten Nanoemulsionen iiber weitere, nicht am RES beteiligte Organe.

Je nach Alter und Partikelgrofie wurde eine deutliche Akkumulation der neutralen Nano-
emulsionen in den weiblichen Geschlechtsorganen Uterus und Ovarien festgestellt, wie in Ab-
bildung 3.24c dargestellt. Mit gemittelten AMS-Werten zwischen 1,2 und 1,7 % war fir alle
drei intravenos applizierten neutralen Nanoemulsionen NE50, NE100 und NE150 nahezu keine
Akkumulation in den Geschlechtsorganen der prapuberalen juvenilen Mause zu verzeichnen. Die
fehlende Akkumulation in den weiblichen Geschlechtsorganen war wahrscheinlich auf die feh-
lende Geschlechtsreife der Méause jiinger als 4 Wochen zuriickzufithren. Die zur Geschlechtsreife
notigen Progesteron- und Ostradiolhormonspiegel im Serum von Miusen steigen erst mit dem
Einsetzen der Pubertdt im Alter von 4 bis 6 Wochen deutlich an [99,100]. Im Vergleich zu den
juvenilen préapuberalen Médusen wurde bei den geschlechtsreifen adulten M&usen eine signifikant
héhere Akkumulation aller neutralen Nanoemulsionen in den Geschlechtsorganen festgestellt.
Dabei hatte auch die Partikelgrofie der Nanoemulsionen innerhalb der Altersgruppe der adulten
Mé&use einen deutlichen Einfluss auf deren Akkumulation in den weiblichen Geschlechtsorganen.
So war mit der hochsten gemittelten AMS von 9,8 % die Akkumulation der neutralen NE150
signifikant hoher als bei der neutralen NE25 und NE50 mit nur 5,2 bzw. 3,5 % gemittelter
AMS. Die Akkumulation der neutralen NE150 nahm mit dem weiteren Altern in der Grup-
pe der seneszenten Mause wieder signifikant auf 4,3 % gemittelter AMS ab. Auch der Einfluss
der Partikelgréfie nahm innerhalb der Altersklasse der seneszenten Méause wieder ab. So gab es
zwischen den drei neutralen Nanoemulsionen NE25, NE50 und NE150 keine signifikanten Un-
terschiede innerhalb der seneszenten Altersklasse bei gemittelten AMS-Werten zwischen 3,9 und
4,3 %. Lediglich die gemittelte AMS der neutralen NE100 war mit 7,6 % in dieser Altersklasse
signifikant héher als bei der neutralen NE50. Allerdings war dieser einzelne signifikante Unter-
schied vermutlich auf das fiir die seneszente Altersklasse relativ junge Alter von nur 49 Wochen
zuriickzufiihren, wihrend die anderen seneszenten M&ause mit 64 bis 85 Wochen deutlich dlter

waren. In der Literatur wird je nach Mausstamm der Beginn der Fruchtbarkeitsabnahme ab
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einem Alter von 6 bis 7 Monaten beschrieben sowie dessen nahezu vollstdndigen Verlust im
Alter von 9 bis 12 Monaten. Dieser Fruchtbarkeitsverlust wird dabei durch eine allméhlichen
Abnahme der Eizellen, der Wurfgrofie, sowie kiirzer und unregelméfig werdende Steroidhormon-
Zyklen bis hin zur Azyklizitét begleitet [96,98,103-108]. Vermutlich hatten diese Mause in der
49. Lebenswoche ihre Fruchtbarkeit noch nicht vollstdndig verloren, was zu dieser héheren Ak-
kumulation der neutralen NE100 fithrte. Dieser héhere gemittelte AMS-Wert passte jedoch zu
dem im Konturdiagramm ersichtlichen Trend der abnehmenden Akkumulation der neutralen
Nanoemulsionen mit fortschreitendem Altern der M&use, korrelierend zu dem beschriebenen

Fruchtbarkeitsverlust der weiblichen Mause.

Mit zunehmender Partikelgréfie der neutralen Nanoemulsionen wurde eine steigende gemit-
telte AMS im Herzen von 2,1 bis zu 6,7 % detektiert, wie in Abbildung 3.24d gezeigt. Dabei
war der Anstieg der gemittelten AMS in allen drei Altersklassen zwischen nahezu jeder Partikel-
grofle der neutralen Nanoemulsionen signifikant. Lediglich die Anstiege zwischen der neutralen
NE50 und NE100 bei den juvenilen und seneszenten, sowie zwischen der neutralen NE25 und
NES50 bei den adulten Méusen waren nicht signifikant. Allerdings war der fortlaufende Trend
der steigenden Akkumulation mit zunehmender Partikelgréfie auch bei den nicht signifikanten
Anstiegen deutlich erkennbar. Das Alter der Méause spielte bei der Akkumulation der neutralen
Nanoemulsion im Herzen nahezu keine Rolle. So wurden bei gleicher Partikelgréfie der neutralen
Nanoemulsionen tiberwiegend keine signifikanten Unterschiede in der kardialen Akkumulation
zwischen den drei Altersklassen ermittelt. Mit nur 1 % Unterschied in der gemittelten AMS
akkumulierte lediglich die neutrale NE50 bei den adulten Méausen signifikant geringer als bei

den juvenilen und seneszenten Mausen.

Abhéngig vom Alter der Mause sowie der PartikelgroBe wurde in Teilen des Gastrointestinal-
trakts eine nennenswert hohe Akkumulation der neutralen Nanoemulsionen detektiert. Wie in
Abbildung 3.24e gezeigt, kam es bei den M&ausen in der juvenilen Altersklasse noch zu nahezu
keiner Akkumulation der neutralen Nanoemulsionen im Magen bei gemittelten AMS-Werten
kleiner als 2,3 %. In den beiden Altersklassen adult und seneszent wurde mit zunehmender Par-
tikelgrofle gemittelte AMS-Werte von 2,0 bis zu 6,4 % ermittelt. Der Anstieg der gemittelten
AMS in diesen beiden Altersklassen war dabei zwischen nahezu allen Partikelgrofien signifikant,
bis auf zwischen der neutralen NE25 und NE50 bei den adulten, sowie der neutralen NE50
und NE100 bei den seneszenten M&usen. Der fortlaufende Trend der steigenden Akkumulation
mit zunehmender Partikelgréie war allerdings durchweg erkennbar. Zu einer altersbedingten
signifikanten Steigung der gemittelte AMS kam es bei der neutralen NE50, NE100 und NE150.
Lediglich bei den neutralen NE25 hatte das Altern keinen signifikanten Einfluss auf die Akkumu-
lation im Magen. Bei der Akkumulation der Nanoemulsionen im Caecum ergab sich ein &hnlicher
Verlauf der detektierten gemittelten AMS, wie in Abbildung 3.24g dargestellt. Auch hier kam
es bei den juvenilen Méusen zu nahezu keiner Akkumulation bei gemittelten AMS-Werten klei-
ner als 2,0 %. Bei den adulten Mausen wurde mit zunehmender Partikelgrofie der neutralen
Nanoemulsionen eine signifikant steigende Akkumulation im Caecum detektiert mit gemittelten
AMS-Werten von 1,4 bis 4,7 %. Lediglich zwischen der neutralen NE25 und NE50 wurde kein sig-

nifikanter Unterschied ermittelt. Insgesamt war der Trend der mit der Partikelgrée steigenden
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Akkumulation im Caecum auch bei den seneszenten Méausen deutlich erkennbar. Zu einer alters-
bedingten signifikanten Steigung der gemittelten AMS kam es bei der neutralen NE100 sowie
NE150. Bei der neutralen NE25 sowie NE50 gab es keinen signifikanten Einfluss des Alterns auf
die Akkumulation im Caecum. Ein Teil des Fluoreszenzsignals in diesen beiden Organen des Ga-
strointestinaltrakts konnte wie bereits vermutet auf die Koprohagie der Méuse zuriickzufithren
sein. So konnten die Méuse durch die Wiederaufnahme von Kotpellets bereits ausgeschiedenen
Fluoreszenzfarbstoff DiR wieder in den Magen-Darm-Trakt aufgenommen haben. Der Beginn
der Koprophagie von M&usen wurde im Alter von etwa 2,5 Wochen festgestellt, wenige Tage
nachdem sie selbstandig Kot ausscheiden. Die Anzahl der aufgenommenen Kotpellets erreichte
im Alter von 5 bis 6 Wochen mit bis zu 13 Pellets am Tag ihren Héhenpunkt und nahm dann mit
zunehmenden Alter allméhlich auf 2,1 Pellets am Tag im Alter von 78 Wochen ab [150]. Folg-
lich beginnt die Koprophagie bei Méusen in einem Alter kurz bevor den juvenilen priapuberalen
Maéusen ihre intravenos injizierten neutralen Nanoemulsionen verabreicht wurden. Diese wie-
sen allerdings nur sehr geringe gemittelte AMS-Werte im gesamten Gastrointestinaltrakt auf.
Dariiber hinaus stand die festgestellte hohe gemittelte AMS in den beiden Altersklassen adult
und seneszent im Gegensatz zur abnehmenden Koprophagie-Aktivitit alternder M&use. So ist es
unwahrscheinlich, dass die Koprophagie der alleinige Faktor fiir die Zunahme des Fluoreszenzsig-
nals im Magen und Caecum innerhalb der adulten und seneszenten Altersklassen war. Sondern
die geringere Kapazitidt des RES bei adulten und seneszenten Mé&usen konnte dazu beigetra-
gen haben, dass die neutralen Nanoemulsionen auch in einigen anderen Organen akkumulierten,
welche nicht am RES beteiligt sind.

Wie in Abbildung 3.24f gezeigt, kam es je nach Alter der Méuse sowie der Partikelgrofie
zu einer unterschiedlich hohen Akkumulation der neutralen Nanoemulsion in den Nieren mit
gemittelten AMS-Werten von 2,4 bis zu 6,2 %. Zwar war bei den juvenilen M&usen lediglich
die gemittelte AMS der neutralen NE150 signifikant hoher als die der neutralen NE50, jedoch
war bereits in dieser Altersklasse ein leichter Trend zur steigenden Akkumulation in den Nieren
mit zunehmender Partikelgréfie zu erkennen. Dieser Trend wurde innerhalb der adulten sowie
seneszenten Altersklasse deutlicher, bei der die steigende Akkumulation mit zunehmender Parti-
kelgréfe zwischen nahezu allen Paaren unterschiedlicher Partikelgréfle signifikant war. Lediglich
zwischen der neutralen NE50 und NE100 bei den adulten und seneszenten M&usen sowie der
neutralen NE100 und NE150 bei den adulten M&usen wurden keine signifikanten Unterschiede
festgestellt. Eine mit dem Altern signifikant steigende Akkumulation wurde bei der neutralen
NE50, NE100 und NE150 detektiert. Nur bei der neutralen NE25 hatte das Altern der Méuse
keinen signifikanten Einfluss auf die Akkumulation in den Nieren.

In allen anderen entnommenen Organen wurde bei den Méusen in allen Altersklassen nur
eine geringe Akkumulation festgestellt mit folgender abnehmender Reihenfolge der gemittelte
AMS-Bereiche: Haut (0,8 - 3,4 %), Lunge (1,6 - 2,6 %), subkutanes Fett (1,0 - 2,3 %), Duodenum
(0,9 - 2,2 %), Pankreas und Fett (0,8 - 1,7 %), Oberschenkelmuskel (0,8 - 1,7 %), Colon (0,4 -
1,6 %), Harnblase (0,6 - 1,3 %) und Gehirn (0,3 - 1,1 %).

Die ez vivo Fluoreszenzbilder der sieben Organe mit der héchsten Akkumulation der neu-

tralen Nanoemulsionen in der Abbildung 3.25 stammen von den repridsentativen Méusen der
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Abbildung 3.25. Ez vivo Fluoreszenzbilder der entnommenen Organe reprisentativer Mause unter-
schiedlicher Altersklassen mit héchster Akkumulation der neutralen Nanoemulsionen (Leber, Milz, Uterus
+ Ovarien, Herz, Magen, Nieren und Caecum) nach [113,114].

unterschiedlichen drei Altersklassen. Die zuvor beschriebenen Verldufe der gemittelten AMS
wurden durch diese Aufnahmen bestétigt. Auch hier war die Strahlungseffizienz grofitenteils
gleichméflig ohne ausgepréigte Hotspots in den Organen verteilt, ausgenommen bei den weibli-
chen Geschlechtsorganen der Méuse im adulten und seneszenten Alter. Bei den adulten Mausen
waren deutliche Hotspots mit hoher Strahlungseffizienz in den Ovarien erkennbar, welche teilwei-
se mehr als 10 (p/s/cm?/sr)/(uW /cm?) aufwiesen, insbesondere bei der neutralen NE150 und
NE100. Bei den seneszenten Mausen waren diese ovariellen Hotspots mit hoher Strahlungseffizi-
enz nur bei der neutralen NE25 und NE100 zu erkennen, welche zum Zeitpunkt der Applikation
64 bzw. 49 Wochen alt waren. So konnten die M&duse in diesem jiingeren Alter innerhalb der
seneszenten Altersklasse noch nicht komplett ihre Fruchtbarkeit verloren haben, was in die-
sen beiden Féllen zu einer erh6hten Akkumulation in den Ovarien gefithrt haben kénnte. Bei

den neutralen NE50 und NE150 gab es keine solchen Hotspots in den Ovarien der seneszenten
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Abbildung 3.26. Nichtinvasive in vivo Fluoreszenzbilder der reprisentativen adulten weiblichen und
ménnlichen M&use direkt nach (5 - 10 min) und 24 h nach intravendser Applikation der negativen und
neutralen NE100 (weifle Pfeile: Akkumulation in der Leber; rote Pfeile: Akkumulation in den Ovarien;
gelbe Pfeile: Akkumulation in den ménnlichen Geschlechtsorganen).

Méuse, welche mit 85 bzw. 80 Wochen deutlich dlter waren und vermutlich einen durchaus weiter

fortgeschrittenen Fruchtbarkeitsverlust erlitten hatten.

3.8. Vergleich zur Biodistribution in mannlichen Mausen

Fiir einen Vergleich von der Biodistribution in weiblichen mit der Biodistribution in mé&nnlichen
Mausen wurde die negative sowie die neutrale NE100 intravends in adulte ménnliche Mause
injiziert. Die Abbildung 3.26 zeigt laterale, ventrale und dorsale Ansichten der reprisentativen
weiblichen und ménnlichen Mé&use aus der nichtinvasiven Fluoreszenzbildgebung direkt sowie
24 h nach der Applikation der beiden Nanoemulsionen. Sowohl bei den weiblichen als auch bei
den ménnlichen Méusen kam es bereits direkt nach Applikation zu einer schnellen Akkumulation

der neutralen sowie negativen NE100 in der Leber, wie in der dorsalen und lateral rechten Ansicht
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Abbildung 3.27. 3D Saulen- und Punktediagramm der AMS von den ez vivo entnommenen Organen

und Blut, 24 h nach intravendser Injektion mit der negativen und neutralen NE100 in adulten weiblichen
sowie mannlichen Méausen.

mit weiflen Pfeilen hervorgehoben. Dementsprechend kam es auch bei den ménnlichen M&usen
zu einer rapiden Aufnahme der neutralen und negativen NE100 in das RES unter Beteiligung der
Kupffer-Zellen in der Leber. Die Strahleneffizienz in der Koérperregion der Leber stieg sowohl
bei den Ménnchen als auch bei den Weibchen innerhalb der 24 h nach Applikation bis zu
10% (p/s/cm?/sr)/(uW /cm?) an. Withrend bei den Weibchen eine erhohte Strahleneffizienz in
den Korperregionen der Ovarien festgestellt wurde, welche durch rote Pfeile in lateraler und
dorsaler Ansicht hervorgehoben sind, so wurde bei den Mannchen eine erhéhte Strahleneffizienz
in den Korperregionen der ménnlichen Geschlechtsorgane festgestellt, welche durch gelbe Pfeile
in ventraler Ansicht hervorgehoben sind.

Die Abbildung 3.27 zeigt einen Uberblick der Akkumulation der neutralen und negativen
NE100 in den entnommenen Organen oder deren Verbleib im Blut. Die je nach Oberflachenladung
gruppierte neutrale sowie negative NE100 sind entlang der x-Achse aufgetragen und die entnom-
menen Organe und das Blut entlang der y-Achse. Die individuellen sowie gemittelten AMS-Werte
sind als Punkte bzw. Sdulen {iber die z-Achse in magenta fiir die weiblichen oder in blau fir
die ménnlichen Méause aufgetragen. Die berechneten Mittelwerte der AMS sind in der Tabelle

A.2 aufgefithrt. Auch hier erfolgte fiir die folgende Diskussion eine statistische Auswertung der
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gewonnen AMS-Daten mittels Mann-Whitney-U-Tests, dessen Kennwerte den Tabellen A.4 und
A.6 zu entnehmen sind.

Mit einer gemittelten AMS von 1,5 und 2,0 % war bei den Mannchen der noch im Blut zirku-
lierende Anteil negativer bzw. neutraler NE100 geringfiigig grofier als bei den Weibchen, deren
gemittelte AMS im Blut bei 0,7 bzw. 0,8 % lag. Nichtsdestotrotz reicherte sich bei den Ménnchen
ebenfalls nahezu die komplette Menge der injizierten Nanoemulsionen innerhalb von 24 h nach
Applikation im Organgewebe an oder wurde bereits iiber den hepatischen Weg ausgeschieden.

Die hochste Akkumulation der negativen sowie der neutralen NE100 wurde bei den Ménnchen
wie auch bei den Weibchen in der am RES beteiligten Leber nachgewiesen. Mit einer gemittelten
AMS von 38,3 % fiel die hepatische Akkumulation der negativen NE100 bei den Méannchen signi-
fikant geringer aus als bei den Weibchen mit 48,3 % gemittelter AMS. Bei der neutrale NE100
war die gemittelte AMS von 41,0 % bei den Méannchen allerdings nicht signifikant kleiner als bei
den Weibchen mit 46,4 % gemittelter AMS. Die Oberflichenladung der Nanoemulsionen hatte
sowohl bei den ménnlichen als auch bei den weiblichen Méausen keinen signifikanten Einfluss.

In der Milz, welche wie die Leber ebenfalls am RES beteiligt ist, wurde bei den Ménnchen
eine gemittelte AMS von 8,4 und 8,9 % fiir die negative bzw. neutrale NE100 detektiert. Die
Oberflachenladung der Nanoemulsion hatte demnach keinen signifikanten Einfluss auf die Ak-
kumulation der Nanoemulsion in der Milz bei den Mannchen. Bei den Weibchen wurde mit
12,9 % gemittelter AMS bei der neutralen NE100 eine signifikant hohere Akkumulation als bei
der negativen NE100 mit 8,2 % gemittelter AMS festgestellt. Wiahrend das Geschlecht keinen
signifikanten Einfluss bei der Akkumulation der negativen NE100 hatte, war der Unterschied
der Akkumulation mit der neutralen NE100 zwischen den Méannchen und Weibchen signifikant.

Bei der Akkumulation im Femur, Knie und Tibia gab es bei den Ménnchen mit einer ge-
mittelten AMS von 3,8 und 4,2 % fiir die negative bzw. neutrale NE100 keinen signifikanten
Unterschied aufgrund der Oberflichenladung der Nanoemulsionen. Bei den Weibchen war je-
doch mit einer gemittelten AMS von 4,3 % die Akkumulation der neutralen NE100 signifikant
hoher als bei der negativen NE100 mit 3,3 % gemittelter AMS. Sowohl bei der negativen als
auch bei der neutralen NE100 konnte kein signifikanter Unterschied in der Akkumulation der
Nanoemulsionen aufgrund des Geschlechts der Mause festgestellt werden. Die Akkumulation der
negativen sowie neutralen NE100 im Femur, Knie und Tibia der Méuse war vermutlich auf das
am RES beteiligte Knochenmark zuriickzufiihren.

Eine Akkumulation sowohl der negativen als auch neutralen NE100 wurde in den Geschlechts-
organen der Méuse festgestellt. Bei den Weibchen wurde in den entnommenen Uteri und Ovarien
eine gemittelte AMS von 4,8 % fiir die negative NE100 und eine leicht hohere gemittelte AMS von
5,9 % fiir die neutrale NE100 detektiert. Ein signifikanter Effekt aufgrund der Oberflachenladung
der NE100 wurde dabei allerdings nicht festgestellt. Bei den Geschlechtsorganen der Ménnchen
wurden die Praputialdriisen, Testis und Vesikulardriisen entnommen. Bei den Praputialdriisen
wurde eine gemittelte AMS von 1,8 % fir die negativen und 3,9 % fiir die neutralen NE100
ermittelt. Aufgrund der hohen Standardabweichung von + 4,1 % bei 3,9 % gemittelter AMS der
neutralen NE100 war der deutliche Unterschied zur negativen NE100 allerdings nicht signifikant.
Die gemittelte AMS der Testis betrug 3,0 und 3,1 % bei der negativen bzw. neutralen NE100,
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die gemittelte AMS der Vesikulardrisen 0,9 und 1,0 %. Demnach hatte die Oberflichenladung
im Falle der NE100 keine signifikanten Effekte auf die Akkumulation in den weiblichen wie auch
in den ménnlichen Geschlechtsorganen.

Abhéngig von der Oberflichenladung der NE100 wurde eine deutliche Akkumulation der
Nanoemulsionen im Herzen festgestellt. Mit 8,5 % gemittelter AMS bei den Méannchen sowie
5,9 % gemittelter AMS bei den Weibchen war die Akkumulation der negativen NE100 signifikant
hoher als die der neutralen NE100 mit 4,8 bzw. 4,1 % gemittelter AMS. Die hohere kardiale
Akkumulation beider Nanoemulsionen bei den Méannchen im Vergleich zu den Weibchen war
allerdings nicht signifikant.

In Teilen des Gastrointestinaltrakts wurde auch bei den ménnlichen M&usen eine nennens-
wert hohe Akkumulation der beiden Nanoemulsionen detektiert. Im Magen der Méannchen war
die Akkumulation bei der negativen NE100 mit 7,7 % gemittelter AMS signifikant hoher als
bei der neutralen NE100 mit 6,4 % gemittelter AMS. Bei den Weibchen gab es allerdings keine
signifikanten Effekte aufgrund der Oberflachenladung mit 4,7 % und 4,3 % gemittelter AMS fiir
die negative bzw. neutrale NE100. Das Geschlecht der Méuse hatte dabei einen signifikanten
Effekt, so war die Akkumulation sowohl der negativen als auch der neutralen NE100 bei den
Ménnchen signifikant hoher als bei den Weibchen. Bei der Akkumulation der beiden Nanoemul-
sionen im Caecum wurden keine signifikanten Effekte weder aufgrund der Oberflichenladung
noch aufgrund des Geschlechts der Mause festgestellt. Die gemittelte AMS im Caecum lag bei
den Méannchen zwischen 4,7 und 4,3 % fiir die negative bzw. neutrale NE100 und bei den Weib-
chen zwischen 4,3 und 3,1 %.

Bei der Akkumulation der beiden Nanoemulsionen in den Nieren wurde weder fiir die Ober-
flichenladung noch fiir das Geschlecht der Méuse ein signifikanter Effekt festgestellt. Die gemit-
telte AMS der Nieren hatte dabei Werte zwischen 4,2 und 5,1 %.

In allen anderen entnommenen Organen wurde in den weiblichen sowie mannlichen M&usen
nur eine geringe Akkumulation der negativen sowie neutralen NE100 festgestellt mit folgender
abnehmender Reihenfolge der gemittelten AMS-Bereiche: Pankreas und Fett (1,4 - 3,1 %), sub-
kutanes Fett (1,1 - 2,8 %), Haut (1,8 - 2,5 %), Lunge (1,8 - 2,5 %), Duodenum (1,5 - 2,0 %),
Oberschenkelmuskel (1,2 - 1,9 %), Colon (1,0 - 1,6 %), Gehirn (0,6 - 1,4 %) und Harnblase (1,0
- 1,2 %).

Die Abbildung 3.28 zeigt die ex wvivo Fluoreszenzbilder der entnommenen Organe mit der
hochsten Akkumulation der negativen sowie neutralen NE100 sowie der Geschlechtsorgane von
den reprasentativen adulten weiblichen und méannlichen Mé&usen. Die zuvor beschriebenen Ver-
laufe der gemittelte AMS wurden durch diese Aufnahmen bestétigt. Die Strahlungseffizienz
war auch hier grofitenteils gleichméBig in den Organen verteilt, abgesehen von den erkennbaren
Hotspots in den Geschlechtsorganen. Bei den Weibchen gab es Hotspots in den Ovarien, welche
bei bei der neutralen NE100 mit bis zu 10° (p/s/cm?/sr)/(uW /cm?) deutlich stirker ausfiel.
Bei den Mannchen wurden sowohl bei der negativen als auch bei der neutralen NE100 eine
ungleichméflige Verteilung der Strahlungseffizienz in den Préaputialdriisen festgestellt, welche bis
zu 3 - 108 (p/s/cm?/st)/(uW /cm?) erreichte.
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Abbildung 3.28. Ex vivo Fluoreszenzbilder der entnommenen Organe mit der héchsten Akkumulati-

on der negativen und neutralen NE100 sowie der Geschlechtsorgane (Leber, Milz, Uterus + Ovarien,
Praputialdriisen, Testis, Vesikulardriisen, Herz, Magen, Nieren und Caecum).
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Eine grafische Zusammenfassung dieser Arbeit ist in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt.
Mittels eines thermotropen Herstellungsprozesses iiber eine Schockverdiinnung mit eiskaltem
bidestilliertem Wasser wihrend der Phaseninversion wurden erfolgreich MCT Nanoemulsionen
mit unterschiedlichen Partikeleigenschaften zur parenteralen Applikation formuliert. Das da-
bei verwendete nicht-ionische Tensid MHS zeigte eine nichtlinear steigende Osmolalitit mit
zunehmender MHS Konzentration, welche der von Huggins und Flory eingefiihrten modifi-
zierten polynomialen van’t Hoff Gleichung 4. Grades entsprach. Die Beriicksichtigung dieses

Effekts bei der Berechnung des Salzgehaltes der wissrigen Phase vor der Schockverdiinnung
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Abbildung 4.1. Grafische Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit.
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ermoglichte die Isotonisierung der Nanoemulsionen bereits wahrend des Herstellungsprozesses,
um eine schmerzfreie intravendse Injektion ohne Gefafischdden sicherzustellen. Mit nahezu neu-
traler Oberflichenladung war die Partikelgrofle dieser Nanoemulsionen zwischen 16 und 175 nm
mit enger monomodaler Partikelgroflenverteilung durch das Lipid-zu-Tensid-Verhéltnis einstell-
bar. Zur weiteren Formulierungsentwicklung der parenteralen Nanoemulsionen wurde das an-
ionische Phospholipid PG in die stabilisierende MHS-Schicht der Emulsionstrépfchen erfolg-
reich eingearbeitet. So wurden neben der einstellbaren Partikelgrofle eine einstellbare nega-
tive Oberflaichenladung bis nahezu -30 mV Zeta Potential erreicht. Das Sterilisieren der Na-
noemulsionen fiir die angestrebte parenterale Applikation war durch aseptische Sterilfiltration
verlustfrei moglich. Sowohl die isotonischen Nanoemulsionen mit neutraler als auch negativer
Oberflichenladung waren iiber den gesamten untersuchten Zeitraum von 12 Wochen bei 5 °C

Lagertemperatur stabil.

Mit in vitro Versuchen wurde MHS als mafigeblich inhibitorischer Inhaltsstoff der Nanoemul-
sionen auf die Zellviabilitdt von 3T3 und NHDF Fibroblasten identifiziert. Einhergehend mit
der abnehmenden MHS Konzentration zur Herstellung der gréfleren neutralen Nanoemulsionen,
nahm so die Zelltoxizitdt mit zunehmender Partikelgréfie deutlich ab. Durch die Inkorporation
des Phospholipids PG bei den negativen Nanoemulsionen konnte der MHS Anteil in stabilisieren-
den Tensidschicht der Emulsionstropfchen reduziert werden, sodass die Zelltoxizitét im Vergleich
zu den neutralen Nanoemulsionen deutlich geringer war. Die in vitro Inkubation der neutralen
sowie negativen Nanoemulsionen mit Vollblut zeigte, dass es nahezu keinen Transfer des inkor-
porierten Fluoreszenzfarbstoffes DiR aus dem Kern der Emulsionstropfchen in die Blutzellen
gab. Folglich verblieb der Fluoreszenzfarbstoff inert im Kern der Emulsionstrépfchen und eigne-
te sich so fiir die nachfolgende Charakterisierung der Biodistributionsprofile der verschiedenen

Nanoemulsionen im préklinischen Mausmodell.

In vivo wurde die Biodistribution der mafigeschneiderten Nanoemulsionen im préklinischen
Mausmodell durch Fluoreszenzbildgebung in alternden Mé&usen untersucht. Bei der Akkumu-
lation der Nanoemulsionen in den Organen wurde folgendes Muster beobachtet: Die héchste
Akkumulation wurde erwartungsgeméfl in den Organen des RES detektiert, insbesondere in der
Leber mit 38,3 - 66,2 % gemittelter AMS. Im juvenilen prapuberalen Alter hatte die Partikelgrofie
der neutralen Nanoemulsionen keinen signifikanten Einfluss auf die sehr hohe hepatische Akku-
mulation. Im adulten sowie im seneszenten Alter nahm diese mit zunehmender Partikelgrofe
deutlich ab. Der Effekt des Alterns auf die hepatische Akkumulation war dabei vom juvenilen
zum adulten Alter fiir neutrale NE100 und NE150 signifikant. Die Abnahme der hepatischen Ak-
kumulation mit zunehmender PartikelgréBe wurde ebenfalls mit den negativen Nanoemulsionen
im adulten Alter beobachtet. Im Vergleich mit den Méannchen war lediglich die Akkumulation der
negativen NE100 signifikant geringer als bei den Weibchen. In der Milz kam es zur zweithéchsten
Akkumulation der Nanoemulsionen mit 6,7 - 12,9 % gemittelter AMS, welche ebenfalls durch
das Partikeldesign und das Alter beeinflusst wurde. So akkumulierte die neutrale NE100 in den
adulten Méausen signifikant hoher als andere Partikelgrofien der neutralen Nanoemulsionen so-
wie im Vergleich zur negativen NE100. Auch im Vergleich zu den prapuberalen juvenilen und

seneszenten Weibchen sowie den adulten Mannchen war die Akkumulation der neutralen NE100
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in den adulten Weibchen signifikant hoher. Auch im Femur, Knie und Tibia wurde eine mo-
derate Akkumulation der Nanoemulsionen mit 2,9 - 4,6 % gemittelter AMS detektiert, welche
vermutlich auf das am RES beteiligte Knochenmark zuriickzufithren war.

Zu einer nennenswert hohen Akkumulation der Nanoemulsionen kam es ebenfalls im Her-
zen mit 2,1 - 8,5 %, in den Nieren mit 2,4 - 6,2 % sowie im Gastrointestinaltrakt im Magen
mit 1,9 - 7,7 % und Caecum mit 1,4 - 5,2 % gemittelter AMS. Im Herzen nahm die Akku-
mulation signifikant mit zunehmender Partikelgrofie zu, wobei die Akkumulation mit negativer
héher als mit neutraler Oberflichenladung ausfiel. Das Altern sowie das Geschlecht der Méause
hatten allerdings keinen signifikanten Effekt auf die kardiale Akkumulation. Die Akkumulation
in der Niere nahm ebenfalls signifikant mit der Partikelgréfie zu, wobei die Oberflichenladung
der Nanoemulsionen hier keinen signifikanten Effekt hatte. Das Altern der Méuse fithrte zu
einer signifikant steigenden Akkumulation der neutralen Nanoemulsionen. Das Geschlecht hat-
te allerdings keinen signifikanten Effekt. Im Magen und im Caecum nahm die Akkumulation
der neutralen Nanoemulsionen signifikant mit zunehmender Partikelgréfle zu. Bei den negati-
ven Nanoemulsionen war dieser Effekt der Partikelgrofie jedoch nur bei der Akkumulation im
Magen signifikant. Mit dem Altern nahm die Akkumulation im Magen und Caecum trotz ab-
nehmender Koprophagie-Aktivitat signifikant zu. Folglich war das detektierte Fluoreszenzsignal
in diesen beiden Organen nicht alleinig auf die Wiederaufnahme von bereits iiber den hepati-
schen Weg ausgeschiedenen Fluoreszenzfarbstoff DiR zuriickzufithren. Wahrend beim Caecum
das Geschlecht keinen signifikanten Effekt auf die Akkumulation der Nanoemulsionen hatte, fiel
die Akkumulation im Magen bei den Ménnchen signifikant hoher aus als bei den Weibchen.

Von besonderem Interesse im Rahmen dieser Studie waren die signifikanten Effekte des Par-
tikeldesigns der Nanoemulsionen sowie des reproduktiven Alterns auf die Akkumulation in den
weiblichen Geschlechtsorganen mit 1,2 - 9,8 % gemittelter AMS. Wahrend in der adulten Al-
tersklasse die negativen Nanoemulsionen unabhéngig von deren Partikelgrofie nahezu identisch
im Uterus und den Ovarien mit 4,8 - 5,1 % gemittelter AMS akkumulierten, so war bei den
neutralen Nanoemulsion die Akkumulation abhéngig von der PartikelgrofSe mit 3,5 - 9,8 % ge-
mittelter AMS. Dabei unterschied sich die neutrale NE150 mit der héchsten Akkumulation signi-
fikant von neutralen Nanoemulsionen mit kleineren mittleren Partikelgroflen. Im préapuberalen
juvenilen Alter kam es zu nahezu keiner Akkumulation fiir alle neutrale Nanoemulsionen un-
terschiedlicher Partikelgrofie mit nur 1,2 - 1,7 % gemittelter AMS. Mit zunehmenden Alter der
seneszenten Méause und damit abnehmender Fruchtbarkeit nahm die Akkumulation der neutra-
len Nanoemulsionen in den weiblichen Geschlechtsorganen wieder ab mit 3,9 - 7,6 % gemittelter
AMS. Insbesondere im adulten und somit fruchtbaren Alter der Méause wurden in den ez vivo
Fluoreszenzbildern der entnommenen weiblichen Geschlechtsorganen deutliche Hotspots in den
Ovarien der akkumulierenden neutralen Nanoemulsionen festgestellt. Bei adulten Mannchen ak-
kumulierten die neutrale sowie negative NE100 moderat in den ménnlichen Geschlechtsorganen
mit gemittelter AMS von 3,9 bzw. 1,8 % in den Praputialdriisen, 3,1 bzw. 3,0 % in den Testis
und 1,0 bzw. 0,9 % in den Vesikulardriisen.

Diese systematische Arbeit bietet aufgrund des identifizierten Musters der ovariellen Ak-

kumulation dieser Nanoemulsionen in Abhéngigkeit des Partikeldesigns sowie des Alterns eine
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Grundlage fiir die zukiinftige Entwicklung von Nanoemulsionen als Arzneistofftriager zur intra-
venosen Applikation:

Zum Einen wurden fiir die potentielle Behandlung ovarieller Dysfunktionen oder Krank-
heiten durch passives Targeting vorteilhafte partikeltechnologische Eigenschaften identifiziert,
welche die ovarielle Akkumulation signifikant erhohten. So kénnte die signifikant hohere ova-
rielle Akkumulation mafigeschneiderter Nanoemulsionen den Therapieerfolg deutlich erhohen,
wie beispielsweise bei ovariellen Karzinomen durch eine Beladung mit Chemotherapeutika oder
bereits in vitro getesteten alternativen Wirkstoffen wie Tocotrienol und Curcumin. Folgerichtig
waren mit fast 10 % gemittelter AMS in den Ovarien die neutralen Nanoemulsionen mit 150 nm
Partikelgrofle die bestmogliche Wahl als Arzneistofftriager fiir lipophile Wirkstoffe zur Behand-
lung in den Ovarien. Nach erfolgreicher Inkorporation des lipophilen Wirkstoffs in den lipophilen
Kern der neutrale NE150 miisste die Wirksamkeit des Arzneistofftriagersystems zunéchst in vitro
auf ovariellen (Karzinom-)Zelllinien sowie in vivo in (pré-)klinischen Versuchen charakterisiert
werden.

Zum Anderen bietet dieses Portfolio der in Partikelgrofle und Oberflichenladung mafige-
schneiderten Nanoemulsionen ein Arzneistofftridgersystem zur intravendsen Applikation, wel-
che nebst einer hohen Akkumulation im Zielorgan eine unerwiinschte ovarielle Akkumulation
sehr gering halten kann. So bieten die negativen Nanoemulsionen ein durch die Partikelgrofie
modifizierbares Biodistributionsprofil bei gleichbleibend geringer ovarieller Akkumulation. Ei-
ne potentielle, durch eine unerwiinschte Wirkstofffreisetzung hervorgerufene nanotoxikologische
Nebenwirkungen auf die Hauptfunktion der Ovarien, wie die Sexualsteroidhormonsynthese, Fol-
likelentwicklung oder Meiose der Eizelle, konnten durch solch eine geringe ovarielle Akkumu-
lation verringert werden. Demnach konnten Wirkstoffe mit einem bereits hohen bekannten to-
xikologischen Potential auf die Ovarien in den lipiden Kern dieser negativen Nanoemulsionen
inkorporiert werden. Die ovariellen Nebenwirkungen sowie der Therapieerfolg am Wirkort dieser
Nanoemulsionen kénnte folglich mit den derzeit auf dem Markt verfiigharen Préparaten zunéchst
in vitro auf gesunden ovariellen Zelllinien und folglich ebenfalls in vivo in (préa-)klinischen Ver-
suchen vergleichend charakterisiert werden.

Dariiber hinaus kénnte dieses erarbeitete Portfolio aus mafigeschneiderten Nanoemulsionen
unterschiedlichen Partikeldesigns neben dem bereits erfolgreich in die Oberflache inkorporier-
ten anionischem PG um weitere neutral geladene oder kationische Phospholipide ausgeweitet
werden. Hierzu wére neben den Screeningversuchen zur Charakterisierung der resultierenden
Partikelgrofle und Oberflichenladung ebenfalls zu iiberpriifen, ob die Osmolalitidt sowie der pH-
Wert den Anforderungen fiir eine intraventse Applikation entspricht. Ebenso wére die Langzeit-
stabilitdt bei verschiedenen Lagerungsbedingungen, die Sterilisierbarkeit, sowie die Zelltoxizitéit
auf gesunde Zelllinien in vitro zu bewerten. Fiir die Charakterisierung der Biodistributionspro-
file wiren Nanoemulsionen mit Partikelgréfien von 25, 50, 100 und 150 nm fir den direkten
Vergleich mit den in dieser Arbeit charakterisierten neutralen und negativen Nanoemulsionen

empfehlenswert.
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A. Anhang

Zusatzliche Materialien
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Abbildung A.1. Einfluss der Salinitét der wéssrigen Phase auf (a) die mittlere Partikelgrofie und (b)
den PDI der formulierten Nanoemulsionen abhéngig vom MHS:MCT Verhéaltnis.
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vor der Schockverdiinnung ¢, [Gew.%] vor der Schockverdiinnung ¢, [Gew.%]

Abbildung A.2. Salinitéit der wissrigen Phase vor der Schockverdiinnung zur Herstellung von (a) neu-
tralen Nanoemulsionen nach [112] und (b) negativen Nanoemulsionen (grauer Bereich: berechnete nega-
tive Konzentration auf 0 Gew.% gesetzt; regenbogenfarbener Bereich: berechnete NaCl Konzentration;
dunkelroter Bereich: berechnete Konzentration iiber der Sattigungskonzentration auf 25 Gew.% gesetzt).
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Abbildung A.3. Eigenschaften der isotonen neutralen Nanoemulsionen abhédngig vom MHS:MCT
Verhéltnis mit (a) mittlerer PartikelgroBe, (b) PDI, (¢) Zeta Potential und (d) Osmolalitit (griiner Be-
reich: Formulierungen mit Osmolalitit auflerhalb des maximalen Messbereichs von 1600 mosmol/kg des
verwendeten Osmometers) nach [112].

Tabelle A.1. Kompositionen der ausgewéhlten sieben Formulierungen nach [113,114].

neutrale Nanoemulsionen negative Nanoemulsionen
Substanzen in Gew.% NE25 NE50 NE100 NE150 NE50 NE100 NE150
DiR beladenes MCT ! 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
MHS 20,00 8,80 5,33 4,00 2,67 2,67 2,67
PG - - - - 1,60 0,80 0,27
NaCl-Losung 25332 23,20°% 13,33% 8,005 14,40¢ 15207 15,738
eiskaltes Wasser 46,67 60,00 73,33 80,00 73,33 73,33 73,33

1 DiR beladendes MCT bei einer Konzentration von 0,1 mg/g; NaCl-Losungen mit NaCl Konzentrationen von
20,24 Gew.%, 2 2,35 Gew.%, 4 4,96 Gew.%, ° 8,78 Gew.%, © 5,05 Gew.%, 7 4,83 Gew.% und ® 4,69 Gew.%
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ZUSATZLICHE MATERIALIEN
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Abbildung A.4. Eigenschaften der isotonen negativen Nanoemulsionen abhéingig vom MHS:MCT
Verhéltnis mit (a) mittlerer Partikelgrofie, (b) PDI, (c) Zeta Potential und (d) Osmolalitét nach [114].
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Abbildung A.5. Dosis-Wirkungs-Kurven iiber die Konzentration des MHS-Gehaltes der Nanoemulsio-
nen per ml Zellkulturmedium fiir die (a,b) neutralen Nanoemulsionen und (¢,d) negativen Nanoemulsionen
auf 3T3 und NHDF Fibroblasten nach 24 h Inkubation.
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Tabelle A.2. Gemittelte AMS der entnommenen Organe und Blut nach [113,114].

intravenos applizierte neutrale Nanoemulsionen

weibliche juvenile Mause

weibliche adulte Méause

maéannliche adulte Mause

gemittelte AMS [%] NE50 NE100 NE150 NE25 NE50 NE100 NE150 NE100
Leber 65,6 £2,0 652471 60,8+ 3,0 66,2 £ 1,6 62,8 +26 464 +4,7 40,3+ 3,6 41,0 +£ 4,3
Blut 04+01 06=£02 05%02 03+01 04=£01 08£02 09+0,3 2,0 £ 0,7
Herz 30+03 40+£10 6,7+13 21+05 21+£04 41+£08 59+0,06 48 £1,0
Lunge 1803 24+19 22+£04 26+04 16+£02 18+03 2,1+0,3 2,5£0,2
Nieren 25+02 29+10 32+04 24403 30+£06 42+04 46+0,2 5,1 £ 0,6
Harnblase 06=+01 07£03 0,7+0,2 0,6 +01 07+£02 12+02 1,1+0,1 1,2 £ 0,1
Milz 95+09 83+£33 108+£14 6,708 114+10 129+12 §83+09 8,9 £0,8
Pankreas + Fett 11+01 1,14+03 14+£0,3 08+02 09+£01 14+£03 1,7+0,2 2,2+ 0,2
Magen 23+04 19+09 21403 20£06 20£05 43+05 64+12 6,4 £0,9
Duodenum 09+02 09+03 09+0,2 14+02 124+03 1,7+03 21+£04 2,0 £ 0,4
Caecum 20+£03 20x10 16=+0,6 14+06 1,7+04 31+£11 47403 43+ 14
Colon 04+01 06+01 04+0,1 06+£02 05£02 16+16 1,0£0,1 1,1 +0,3
Hirn 03+01 03£00 03=£0,0 05+00 04=£01 06=£01 08=%0,1 1,4 £0,1
Haut 14+£05 154+04 14+£0,3 08+01 16=£02 25+08 33+0,7 2,1 £0,3
subkutanes Fett 12+£04 1,0+£0,2 13+£0,2 1613 124+03 15+£04 23+03 1,1 +0,2
Femur, Knie + Tibia 44+06 39+04 35£05 34£08 43£06 46+05 33+04 4,2 + 04
Oberschenkelmuskel 09+03 09+04 09+0,2 15+12 06+01 12+£03 14+0,2 1,6 £0,3
Uterus + Ovarien 16+08 17+07 12+£0,1 52+16 35£04 59+28 98+23 -
Praputialdriisen - - - - - - - 39+ 4,1
Testis - - - - - - - 3,1 £0,3
Vesikulardriisen - - - - - - - 1,0 £0,1
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Fortsetzung Tabelle A.2.

intravents applizierte neutrale Nanoemulsionen

intravents applizierte negative Nanoemulsionen

weibliche seneszente Méause

weibliche adulte Mause

méannliche adulte Mause

gemittelte AMS [%] NE25 NES50 NE100 NE150 NE50 NE100 NE150 NE100
Leber 65,9 £34 580+58 47,6 +3,8 42826 51, £ 0,5 483 £ 1,8 42,1+ 24 38,3 + 3,2
Blut 05+02 07+£02 10+£03 1,0+£0,2 09+04 07£01 0, 7+0,1 1,5+ 0,7
Herz 21+02 32x06 38+03 63=x1,1 32+£06 59+£13 81=£15 8,5 £ 1,7
Lunge 20401 20£05 19403 19+02 30£01 25411 30£22 2,3 £ 0,1
Nieren 2602 39+£06 45£05 62=£0,5 33+£03 48+£05 50=£0,8 5,0 £ 0,4
Harnblase 06+01 08+£02 09+02 13+£0,5 17+£06 1,0+0,2 1,0£0,3 1,2+0,2
Milz 73+£09 76+£16 88£09 86+14 89+14 82+£11 99£1,0 8,4 £1,3
Pankreas + Fett 09+01 15+£02 16+03 1,7+04 1,8+03 1,7+03 25x0,6 3,1 £0,2
Magen 21+04 34+09 45+£08 64=x1,1 5715 47£03 7,7£09 7,7+ 0,7
Duodenum 14+04 18+07 21+£03 22=£0,7 22405 15+£03 18+0,2 1,6 £ 0,2
Caecum 1,7+04 25+07 37+£11 52=£09 3,705 43+£09 35=£006 4,7 £ 0,6
Colon 04+01 08+01 08+01 1,0+0,3 1,0£01 10£01 09=+0,2 1,2 £0,2
Hirn 0,8+0,1 11+£02 09+01 1,1+0,1 06+01 14+£14 0,7+0,1 1,3 £0,1
Haut 12+04 20+06 30+£12 34+£0,6 20£03 18+£02 16=£0,5 2,0 £0,4
subkutanes Fett 19+20 2013 22+£03 19+£0,3 1,5+£09 28+14 20+0,6 1,7+ 0,4
Femur, Knie + Tibia 34£05 38+09 3705 30+04 30£05 33£04 29=£0,2 3,8 £0,8
Oberschenkelmuskel 0,8 + 0,2 1,0 £ 0,3 1,2 £ 0,3 1,7 £ 0,7 0,9 +0,1 1,4 +£0,3 16 £ 0,5 1,9 £ 0,2
Uterus + Ovarien 43+25 39+15 76+24 43+15 514+1,6 48407 49410 .
Praputialdriisen - - - - - - - 1,8 £ 0,8
Testis - - - - - - - 30£04
Vesikulardriisen - - - - - - - 0,9 £0,1
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Tabelle A.3. 2-seitige exakte Signifikanz und U-Wert nach Mann-Whitney-U-Tests, die den Effekt der Partikelgrofe auf die AMS zeigen nach [114].

neutrale Nanoemulsionen in weiblichen juvenilen Mausen neutrale Nanoemulsionen in weiblichen adulten Méausen

NES50 vs. NE100 NE50 vs. NE150  NE100 vs. NE150 NE25 vs. NE50  NE25 vs. NE100 NE25 vs. NE150

pl] Ul plH UM  »pl U [] pll  UF  pH UF  pH UM
Leber 0,548 9,000 0,095 4,000 0,310 7,000 0,032* 2,000 0,008%* 0,000 0,008** 0,000
Blut 0,421 8,000 1,000 12,000 0,421 8,000 0,095 4,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Herz 0,095 4,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 1,000 12,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Lunge 0,421 8,000 0,222 6,000 0,841 11,000 0,008** 0,000 0,016* 1,000 0,095 4,000
Niere 0,151 5,000 0,032* 2,000 0,841 11,000 0,095 4,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Blase 0,841 11,000 0,690 10,000 0,690 10,000 0,548 9,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Milz 0,841 11,000 0,151 5,000 0,310 7,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Pankreas + Fett 0,690 10,000 0,095 4,000 0,151 5,000 0,690 10,000 0,008** 0,000 0,008%* 0,000
Magen 0,421 8,000 0,421 8,000 0,841 11,000 0,841 11,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Duodenum 0,841 11,000 1,000 12,000 0,841 11,000 0,421 8,000 0,095 4,000 0,016* 1,000
Caecum 0,841 11,000 0,310 7,000 0,310 7,000 0,151 5,000  0,032* 2,000 0,008** 0,000
Colon 0,151 5,000 0,690 10,000 0,095 4,000 1,000 12,000 0,032* 2,000 0,008%* 0,000
Hirn 0,310 7,000 0,421 8,000 0,056 3,000 0,008** 0,000 0,056 3,000  0,008** 0,000
Haut 0,548 9,000 0,841 11,000 0,548 9,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
subkutanes Fett 0,421 8,000 0,548 9,000  0,032* 2,000 0,690 10,000 0,310 7,000 0,151 5,000
Femur, Knie + Tibia 0,222 6,000 0,095 4,000 0,421 8,000 0,095 4,000  0,032*% 2,000 1,000 12,000
Oberschenkelmuskel 1,000 12,000 0,690 10,000 1,000 12,000 0,841 11,000 0,690 10,000 0,690 10,000
Uterus + Ovarien 0,841 11,000 0,690 10,000 0,151 5,000 0,056 3,000 0,548 9,000  0,008** 0,000
Praputialdriisen - - - - - - - - - - - -
Testis - - - - - - - - - - - -
Vesikulardriisen - - - - - - - - - - - -

NHITVIMHLVIN HHOI'TZLYVSNZ



Fortsetzung Tabelle A.3.

DNVHNY

neutrale Nanoemulsionen in weiblichen adulten Méausen negative Nanoemulsionen in weiblichen adulten Mausen
NES50 vs. NE100 NE50 vs. NE150  NE100 vs. NE150 NE50 vs. NE100 NES50 vs. NE150  NE100 vs. NE150
pll UK pl UM  pl U pl] U pl U  pf Ul
Leber 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,032* 2,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,016* 1,000
Blut 0,016* 1,000 0,016* 1,000 0,421 8,000 0,690 10,000 0,421 8,000 1,000 12,000
Herz 0,008** 0,000 0,008%* 0,000 0,016* 1,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,056 3,000
Lunge 0,421 8,000  0,016* 1,000 0,151 5,000 0,151 5,000 0,151 5,000 0,690 10,000
Niere 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,151 5,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 1,000 12,000
Blase 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,841 11,000 0,032* 2,000 0,056 3,000 1,000 12,000
Milz 0,056 3,000 0,008%* 0,000 0,008%* 0,000 0,222 6,000 0,310 7,000 0,056 3,000
Pankreas + Fett 0,008** 0,000 0,008%* 0,000 0,095 4,000 0,548 9,000  0,032* 2,000 0,008** 0,000
Magen 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,151 5,000  0,032* 2,000 0,008** 0,000
Duodenum 0,056 3,000  0,016* 1,000 0,095 4,000 0,032* 2,000 0,222 6,000 0,056 3,000
Caecum 0,032* 2,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,310 7,000 1,000 12,000 0,151 5,000
Colon 0,032* 2,000 0,008** 0,000 0,548 9,000 0,841 11,000 0,310 7,000 0,690 10,000
Hirn 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,095 4,000 0,421 8,000  0,016* 1,000
Haut 0,151 5,000  0,008%* 0,000 0,222 6,000 0,421 8,000 0,095 4,000 0,690 10,000
subkutanes Fett 0,310 7,000 0,008** 0,000 0,032* 2,000 0,095 4,000 0,222 6,000 0,421 8,000
Femur, Knie + Tibia 0,548 9,000  0,016* 1,000 0,008** 0,000 0,310 7,000 1,000 12,000 0,151 5,000
Oberschenkelmuskel 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,548 9,000 0,016* 1,000 0,008** 0,000 0,690 10,000
Uterus + Ovarien 0,151 5,000  0,008%* 0,000 0,095 4,000 0,310 7,000 0,548 9,000 0,841 11,000
Praputialdriisen - - - - - - - - - - - -
Testis - - - - - - - - - - - -

Vesikulardriisen - - - - - - - - - _ - _
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Fortsetzung Tabelle A.3.

neutrale Nanoemulsionen in weiblichen seneszenten M&usen

NE25 vs. NE50

NE25 vs. NE100 NE25 vs. NE150 NE50 vs. NE100 NESH0 vs. NE150  NE100 vs. NE150

pll  UH pH  UH pH U  pH U pH U plH U []
Leber 0,056 3,000 0,008¥* 0,000 0,008%* 0,000 0,008%* 0,000 0,009%* 0,000 0,151 5,000
Blut 0,222 6,000 0,032¥ 2000 0,032* 2000 0151 5000 0,028% 2000 1,000 12,000
Herz 0,008%* 0,000 0,008%* 0,000 0,008** 0,000 0222 6,000 0,009** 0,000 0,008** 0,000
Lunge 0421 8000 0,841 11,000 0,690 10,000 05548 9,000 0251 7,000 1,000 12,000
Niere 0,008¥* 0,000 0,008%* 0,000 0,008%* 0,000 0,095 4,000 0,009** 0,000 0,008** 0,000
Blase 0,222 6,000 0,032¥ 2,000 0,008%* 0,000 0,310 7,000 0,009¥% 0,000 0,095 4,000
Milz 0421 8000 0,056 3,000 0,222 6000 0310 7,000 0347 8000 1,000 12,000
Pankreas + Fett 0,008 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,690 10,000 0,347 8000 0548 9,000
Magen 0,016* 1,000 0,008%% 0,000 0,008%* 0,000 0,151 5000 0,009** 0,000 0,016* 1,000
Duodenum 0,548 9,000 0,056 3,000 0,095 4,000 0548 9,000 0465 9,000 1,000 12,000
Caecum 0,056 3,000 0,016¥ 1,000 0,008%* 0,000 0,056 3,000 0,009%% 0,000 0,056 3,000
Colon 0,008** 0,000 0,008%* 0,000 0,008** 0,000 0310 7,000 0251 7,000 0421 8,000
Hirn 0,032 2,000 0,056 3,000 0,008*% 0,000 0421 8000 0917 12,000 0,151 5,000
Haut 0,032% 2,000 0,008%* 0,000 0,008** 0,000 0222 6,000 0,028% 2000 0690 10,000
subkutanes Fett 0,690 10,000 0,151 5000 0,222 6,000 0548 9,000 0,602 10,000 0,151 5,000
Femur, Knie + Tibia 0,548 9,000 0,548 9,000 0,151 5000 1,000 12,000 0,076 4,000 0,056 3,000
Oberschenkelmuskel 0,095 4,000 0,032% 2,000 0,008%* 0,000 0,222 6,000 0,009%% 0,000 02310 7,000
Uterus + Ovarien 1,000 12,000 0,095 4,000 0,548 9,000 0,008** 0,000 0,465 9,000 0,056 3,000

Praputialdriisen
Testis

Vesikulardriisen

NHITVIMHLVIN HHOI'TZLYVSNZ



¢8

Tabelle A.4. 2-seitige exakte Signifikanz und U-Wert nach Mann-Whitney-U-Tests, die den Effekt der Oberflichenladung auf die AMS zeigen nach [114].

DNVHNY

in weiblichen adulten Mausen in adulten méannlichen Mausen
negative vs. neutrale NES0 negative vs. neutrale NE100 negative vs. neutrale NE150 negative vs. neutrale NE100
p [ U [] p [ U [] p [ U] p U []

Leber 0,008** 0,000 0,222 6,000 0,841 11,000 0,421 8,000
Blut 0,032%* 2,000 0,690 10,000 0,548 9,000 0,151 5,000
Herz 0,056 3,000 0,032%* 2,000 0,056 3,000 0,008** 0,000
Lunge 0,008** 0,000 0,421 8,000 1,000 12,000 0,151 5,000
Niere 0,690 10,000 0,056 3,000 0,548 9,000 1,000 12,000
Blase 0,008** 0,000 0,310 7,000 0,151 5,000 0,548 9,000
Milz 0,032* 2,000 0,008** 0,000 0,032* 2,000 0,421 8,000
Pankreas + Fett 0,008** 0,000 0,151 5,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Magen 0,008** 0,000 0,222 6,000 0,095 4,000 0,032* 2,000
Duodenum 0,008** 0,000 0,222 6,000 0,310 7,000 0,151 5,000
Caecum 0,008** 0,000 0,151 5,000 0,016* 1,000 0,690 10,000
Colon 0,008** 0,000 0,690 10,000 0,310 7,000 0,690 10,000
Hirn 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,032%* 2,000 0,151 5,000
Haut 0,095 4,000 0,151 5,000 0,008** 0,000 0,548 9,000
subkutanes Fett 1,000 12,000 0,095 4,000 0,548 9,000 0,016* 1,000
Femur, Knie + Tibia 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,151 5,000 0,548 9,000
Oberschenkelmuskel 0,008** 0,000 0,421 8,000 0,690 10,000 0,151 5,000
Uterus + Ovarien 0,151 5,000 0,548 9,000 0,008** 0,000 - -

Praputialdriisen - - - - - - 0,548 9,000
Testis - - - - - - 0,548 9,000

Vesikulardriisen - - - - - - 0,310 7,000
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Tabelle A.5. 2-seitige exakte Signifikanz und U-Wert nach Mann-Whitney-U-Tests, die den Effekt des Alterns auf die AMS zeigen.

neutrale NE25

neutrale NE50

neutrale NE100

adult vs. seneszent juvenil vs. adult  juvenil vs. seneszent adult vs. seneszent juvenil vs. adult
D[] U [ pll  UF  pl] U [] D[] U [-] pl] U[]

Leber 0,841 11,000 0,095 4,000 0,095 4,000 0,222 6,000 0,008** 0,000
Blut 0,056 3,000 0,841 11,000 0,095 4,000 0,056 3,000 0,548 9,000
Herz 0,841 11,000 0,016* 1,000 1,000 12,000 0,008** 0,000 1,000 12,000
Lunge 0,016* 1,000 0,548 9,000 0,222 6,000 0,151 5,000 0,690 10,000
Niere 0,421 8,000 0,222 6,000  0,008** 0,000 0,056 3,000 0,016* 1,000
Blase 0,548 9,000 1,000 12,000 0,222 6,000 0,310 7,000 0,032* 2,000
Milz 0,421 8,000 0,016* 1,000 0,056 3,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Pankreas + Fett 0,548 9,000 0,095 4,000  0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,222 6,000
Magen 0,690 10,000 0,222 6,000  0,032* 2,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Duodenum 0,841 11,000 0,548 9,000 0,095 4,000 0,310 7,000 0,008** 0,000
Caecum 0,151 5,000 0,310 7,000 0,310 7,000 0,056 3,000 0,222 6,000
Colon 0,548 9,000 0,421 8,000  0,008** 0,000 0,222 6,000 0,016* 1,000
Hirn 0,008** 0,000 0,310 7,000  0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Haut 0,095 4,000 0,421 8,000 0,151 5,000 0,548 9,000 0,095 4,000
subkutanes Fett 1,000 12,000 0,841 11,000 0,310 7,000 0,310 7,000 0,032* 2,000
Femur, Knie + Tibia 0,841 11,000 0,841 11,000 0,421 8,000 0,421 8,000 0,032* 2,000
Oberschenkelmuskel 0,690 10,000 0,008** 0,000 0,841 11,000 0,032* 2,000 0,151 5,000
Uterus + Ovarien 0,421 8,000 0,016* 1,000  0,016* 1,000 1,000 12,000 0,016* 1,000

Praputialdriisen
Testis

Vesikulardriisen

NHITVIMHLVIN HHOI'TZLYVSNZ



Fortsetzung Tabelle A.5.

neutrale NE100

neutrale NE150

juvenil vs. seneszent

adult vs. seneszent

juvenil vs. adult

juvenil vs. seneszent adult vs. seneszent

p [ U [] p [ U [ pll UM  pll U [] p [ U []
Leber 0,008** 0,000 0,690 10,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,310 7,000
Blut 0,095 4,000 0,548 9,000 0,032¥ 2,000 0,008** 0,000 0,222 6,000
Herz 0,421 8,000 0,548 9,000 0421 8000 0,841 11,000 0,841 11,000
Lunge 1,000 12,000 1,000 12,000 0,841 11,000 0,421 8,000 0421 8,000
Niere 0,016* 1,000 0,310 7,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000  0,008%* 0,000
Blase 0,151 5,000 0,151 5,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,600 10,000
Milz 0,841 11,000 0,008%* 0,000 0,016 1,000 0,056 3,000 0,690 10,000
Pankreas + Fett 0,016* 1,000 0,421 8,000 0,151 5000 0421 8,000 1,000 12,000
Magen 0,008** 0,000 1,000 12,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,841 11,000
Duodenum 0,008** 0,000 0,151 5,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 1,000 12,000
Caecum 0,032* 2,000 0,548 9,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0421 8,000
Colon 0,016* 1,000 0,548 9,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,310 7,000
Hirn 0,008¥* 0,000  0,008%* 0,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000  0,008** 0,000
Haut 0,016* 1,000 0,841 11,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 1,000 12,000
subkutanes Fett 0,008** 0,000 0,032* 2,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000 0,095 4,000
Femur, Knie + Tibia 1,000 12,000  0,032% 2,000 0421 8,000 0,310 7,000 0,310 7,000
Oberschenkelmuskel 0,222 6,000 1,000 12,000 0,016¥ 1,000 0,008** 0,000 0,600 10,000
Uterus + Ovarien 0,008** 0,000 0,310 7,000 0,008** 0,000 0,008** 0,000  0,008** 0,000

Praputialdriisen
Testis

Vesikulardriisen

DNVHNY



ZUSATZLICHE MATERIALIEN

Tabelle A.6. 2-seitige exakte Signifikanz und U-Wert nach Mann-Whitney-U-Tests, die den Effekt des
Geschlechts auf die AMS zeigen.

neutrale NE100 negative NE100
weiblich vs. ménnlich weiblich vs. ménnlich
P[] U P[] U

Leber 0,151 5,000 0,008** 0,000
Blut 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Herz 0,548 9,000 0,056 3,000
Lunge 0,016* 1,000 0,690 10,000
Niere 0,056 3,000 0,841 11,000
Blase 0,548 9,000 0,095 4,000
Milz 0,008%** 0,000 1,000 12,000
Pankreas + Fett 0,008%* 0,000 0,008** 0,000
Magen 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Duodenum 0,222 6,000 0,310 7,000
Caecum 0,151 5,000 0,421 8,000
Colon 0,690 10,000 0,056 3,000
Hirn 0,008%** 0,000 0,151 5,000
Haut 0,421 8,000 1,000 12,000
subkutanes Fett 0,056 3,000 0,095 4,000
Femur, Knie 4+ Tibia 0,222 6,000 0,421 8,000
Oberschenkelmuskel 0,310 7,000 0,016* 1,000
Uterus + Ovarien 0,008%* 0,000 0,008** 0,000
Préaputialdriisen 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Testis 0,008** 0,000 0,008** 0,000
Vesikulardriisen 0,008%* 0,000 0,008** 0,000
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Abstract

Lipid nanoemulsions are attractive drug delivery systems for lipophilic drugs. To produce nanoemulsions with droplets of very
small diameter (<100 nm), we investigated thermotropic phase transitions as an alternative to the standard procedure of high-pres-
sure homogenization. Employing shock dilution with ice-cold water during the phase inversion gives the opportunity to produce
nanoemulsions without any use of potentially toxic organic solvents. The systematic investigation of the relation of the three
involved components surfactant, aqueous phase and lipid phase showed that depending on the ratio of surfactant to lipid the emul-
sions contained particles of diameters between 16 and 175 nm with narrow polydispersity index distributions and uncharged sur-
faces. Nanoemulsions with particles of 50 and 100 nm in diameter showed very little toxicity to fibroblast cells in vitro. An
unusual, exponential-like nonlinear increase in osmolality was observed with increasing concentration of the nonionic surfactant
Kolliphor HS 15. The experimental results indicate, that nanoemulsions with particles of small and tunable size can be easily
formed without homogenization by thermal cycling.

Introduction

Nanoscaled drug delivery systems such as solid lipid or poly- the core of the nanoparticles gives the possibility to solubilize
meric nanoparticles, nanocapsules, liquid nanoemulsions, lipo-  and protect the sensitive drugs or contrast agents [2,4,5]. Their
somes and micelles can be used to carry poorly water soluble  pharmacokinetics, including the distribution from the blood
ingredients of pharmaceuticals for parenteral applications [1-3].  stream into the tissue, depend mainly on the size and shape, the
Thereby, the physical entrapment of the active ingredients into  surface composition, the charge as well as the flexibility of the
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nanoparticles [6-9]. Shock dilution with ice-cold water during
phase inversion of the emulsion gives the opportunity to
produce nanocapsules without the use of any potentially toxic
organic solvent at low energy cost [10,11]. The choice and the
amount of the surfactant show different effects on the final
product. For example, these factors influence the feasibility of
forming stable nanostructures, they affect the phase inversion
zone, the in vitro cellular toxicity and the above mentioned par-
ticle and surface properties [3,4,12].

There are marketed drug products with significant hyperosmo-
lality up to 2000 mOsmol/kg [13]. However, parenteral prod-
ucts should aim at isotonicity to reduce the risk of possible
crenation (shriveling) or hemolysis of the red blood cells as
well as significant pain at the site of injection or even phlebitis
[13,14]. Therefore, a balance of increasing osmolality and the
concentration of the dissolved educts needs to be considered to
achieve isotonic nanoemulsions ensuring a painless intravenous
application. The osmolality O(c) increases usually linearly with
the solute concentration ¢, depending on the osmotic coeffi-
cient ¢, the number of ions or particles n and the molecular
weight M [15]:

O(c)=—c 1)

However, the osmolality of many surfactants approaches a
plateau above the critical micelle concentration. The formation
of a separate micellar phase leads to a constant monomer con-
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centration, therefore to a thermodynamically constrained system
with a constant chemical potential and hence a constant osmotic
pressure [16].

The aim of this study was to investigate the phase inversion-
based production of a lipid nanocarrier without using phospho-
lipids. Thus, instead of solid shelled nanocapsules, flexible
nanoemulsions should be formed. Therefore, we systematically
investigated the impact of the sodium chloride concentration on
the phase inversion and the influence of the three involved com-
ponents surfactant, aqueous phase and lipid phase on the forma-
tion of stable isotonic nanoemulsions. Furthermore, the relation
of the particle composition, the particle size and the in vitro tox-

icity to fibroblasts was investigated.

Results and Discussion
Influence of the salinity on the phase inver-

sion and the formation of nanoemulsions

To investigate the influence of the salinity of the aqueous phase
on the incipient phase inversion and hence on the point of
forming stable but nonisotonic nanoemulsions, the conductivity
of a medium chain triglyceride (MCT)/Kolliphor® HS 15/NaCl
solution (20:20:60) was measured as shown in Figure 1. In-
creasing the salinity of the aqueous phase resulted in a signifi-
cant decrease of the temperature at the incipient phase inver-
sion from 81.5 °C at 0.4 wt % NaCl concentration to 65.4 °C at
5 wt % NaCl concentration. The particles in the nanoemulsion
had an average diameter (z,y.) of 56-59 nm and a remarkably
narrow polydispersity index (PDI) distribution of 0.03-0.06.
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Figure 1: Influence of the salinity of the aqueous phase on the phase inverson zone (PIZ) for the nanoemulsions at a composition of MCT/Kolliphor/
NaCl solution (20:20:60) along with the nanoparticle diameter and the PDI of the resulting nanoemulsion.
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The salinity did not have a significant influence on the particle
diameter and the PDI of the nanoemulsion formed by shock

dilution.

Figure 2 shows the particle diameters and the PDIs of different
nanoemulsions prepared using 1.75 wt % and 5 wt % NaCl

solutions. Nanoemulsions were successfully formed using solu-
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PIONIER MCT [wt %]

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Particle Size z,,,, [nm]

>0
100
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tions of the compositions indicated by the colored zones. The
solutions corresponding to the grey zones did not yield any
stable nanoemulsions because they (1) resulted in creaming
and/or coalescence directly after the shock dilution, or (2) the
phase inversion temperature was higher than the boiling point
of the aqueous phase. For solutions of higher salinity the area in

which nanoemulsions were formed is enlarged, because the

0 20 40 60 80 100
PIONIER MCT [wt %]

20 40 60 80 100
PIONIER MCT [wt %]
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 025

Polydispersity Index Pd/ [-]

Figure 2: Ternary phase diagrams giving the particle diameter and the PDI of the nonisotonic nanoemulsions produced in (a, b) 1.75 wt % and
(c, d) 5 wt % NaCl aqueous solution. Each dot represents the composition of the solution prepared for shock dilution. Formation of stable nanoemul-
sions occurs in the colored zone. Creaming coalescence or no phase inversion were observed in the grey zone.

92

215



PUBLIKATION I

phase inversion temperature lies further below the boiling point
of the aqueous phase. This facilitated producing stable
nanoemulsions with particles of 16—150 nm in diameter with
narrow PDI distributions of 0.02-0.23. Increasing the mass
share of the surfactant Kolliphor HS 15 led to smaller particles
and narrower PDI distributions.

Influence of the nonionic surfactant Kolliphor
HS 15 on the osmolality

The osmolality is an important parameter of the toxicity of
parenteral dosage forms. The ideal osmolality values of an
aqueous sodium chloride solution according to Ph. Eur. 2.2.35
and the experimentally determined osmolality of aqueous
Kolliphor HS 15 are shown in Figure 3.
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Figure 3: Ideal osmolality of aqueous sodium chloride solutions after
Ph. Eur. 2.2.35 and experimental osmolality of aqueous dissolved
Kolliphor HS 15, fitted according to Equation 1 and Equation 2.

The linearly increasing osmolality of the aqueous solution of
sodium chloride was fitted with the linear van’t Hoff law
(Equation 1) at a coefficient of determination of 100%, and the

reciprocal slope A was used for the term

M NaCl
dNaCI”’Nacl

(see Equation 8) for the calculation of the salinity of isotonic

nanoemulsions.

With increasing the concentration of the nonionic surfactant
Kolliphor HS 15 the osmolality of the aqueous solution in-
creased unexpectedly exponential-like instead of approaching
the expected plateau above the critical micelle concentration.

Beilstein J. Nanotechnol. 2020, 11, 213-224.

Intense literature research revealed only a single publication by
Viegas and Henry [15] describing such a phenomenon for
strongly interacting nonionic surfactants. The osmolality of
solutions of such surfactants increases nonlinearly with the
solute concentration due to increasing polymer—solvent hydro-
gen bonding at low temperatures, which prevents the flow of
solvent molecules in the solution and thus affects osmosis. This
phenomenon is described by a modified polynomial van’t Hoff
equation of 4th degree introduced by Huggins and Flory with
the association or interacting constants b1, b2 and b3:

0(c)=¢—n~c+¢nbl -c2+¢nb2 -c3+¢nb3 ot 2)
M M M M

The experimental data corresponded well to the modified poly-
nomial van’t Hoff equation of 4th degree with a coefficient of
determination of 99.865%. Thus, the equation was used for the
calculation of the osmolality Ogoi(cKolp)-

Preparation of isotonic nanoemulsions

Given an osmolality of whole blood of 302 = 5 mOsmol/kg and
of blood plasma of 291 + 4 mOsmol/kg [17], it was decided
to produce nanoemulsions with a target osmolality of
300 mOsmol/kg. The necessary salinity of the aqueous phase
for shock dilution was calculated according to Equations 8 to 11
for a product MCT mass share xyicr,p of 8 wt %, which resulted
in solutions of varying NaCl concentration (see Figure S1 in

Supporting Information File 1).

Using this equation system for the production of isotonic
nanoemulsions led to high salinities of up to 25 wt % in the
aqueous phase before shock dilution. Increasing the salinity of
the aqueous phase decreased the phase inversion temperature.
In ternary phase diagrams, this decrease of the phase inversion
temperature enlarged the area in which stable nanoemulsions
were formed compared to the nonisotonic nanoemulsions pro-
duced in aqueous solutions of 1.75 wt % and 5 wt % NaCl con-

centration, as shown in Figure 4.

Nanoemulsions with particles of 16—175 nm in diameter were
formed with narrow PDI distributions of 0.02—0.25, as illus-
trated in Figure 4a and Figure 4b. All nanoemulsions were
stable over one month at room temperature. The sizes of the
particles within the nanoemulsions depended only on the ratio
of Kolliphor HS 15 to MCT. The dependence depicted in
Figure 5 agrees well with a Holliday fit yielding a coefficient of
determination of 98.86%. The increase of the concentration of
the surfactant Kolliphor HS 15 and hence the increase of the
ratio of Kolliphor HS 15 to MCT resulted in a prompt decrease
of the particle diameter. The constant limit is reached at ratios
above three.
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Figure 4: Ternary phase diagrams showing (a) the resulting particle diameter, (b) the PDI, (c) the zeta potential and (d) the osmolality. Each dot
represents a certain solution composition. The formation of stable nanoemulsions occurs in the colored zone, while creaming coalescence or no

phase inversion were observed in the grey zone.

The zeta potential of all nanoemulsions shown in Figure 4c was
slightly negative between —1.6 and —4.6 mV, measured in 0.1X
PBS at physiological pH 7.4. Thus, the composition of the

nanoemulsion had no clear influence on the surface charge.

Furthermore, isotonicity was nearly achieved for the formula-

94

tions in the blue zone of Figure 4d. Formulations shown in the
green, yellow and red zones resulted in hypertonicity although
they were prepared in an NaCl free aqueous phase (compare
Figure S1 in Supporting Information File 1) due to a final
Kolliphor HS 15 concentration above 21 wt %. In these zones,
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Figure 5: Particle diameters and PDI of the nanoemulsions depending on the Kolliphor HS 15:MCT ratio.

isotonicity may be achieved by producing nanoemulsions using
a larger amount of aqueous solution for the shock dilution,
which would also lead to a smaller MCT mass share in the

product nanoemulsion.

Stability of the isotonic nanoemulsions

To investigate the stability of the nanoemulsions, four emul-
sions with particles of approximately 25 (NE25), 50 (NE50),
100 (NE100) and 150 nm (NE150) in diameter were chosen.
Their composition and the final particle diameters observed in
nine independently produced batches are listed in Table 1. Four
selected nanoemulsions were stored at 5 + 3 °C, room tempera-
ture (RT) and 40 % 2 °C according to the ICH Guidelines Q1A.
The impact of the storage conditions on the particle diameter is
illustrated in Figure 6. With the exception of emulsion NE25,
all nanoemulsions were stable over the course of eight weeks at
the three storage conditions. Only NE25 underwent creaming
and coalescence at 40 °C resulting in a significant increase of
the particle diameter up to 146 nm and a high PDI of 0.35
within 8 weeks of storage. Hence, it is strongly recommended

to store the nanoemulsions with particles of very small size at
chilled conditions.

Cellular toxicity of the isotonic nanoemul-

sions

The cellular toxicity of the nanoemulsions NE25, NE50 and
NE100 as well as the aqueous Kolliphor HS 15 solution to
normal human dermal fibroblasts (NHDF) and mouse embry-
onic fibroblasts (3T3) was investigated. The impact of the
nanoemulsions and the surfactant solution on the cell viability
of the two cell lines after 4 and 24 h is illustrated in Figure 7.
The viability of the cells treated with the different nanoemul-
sions is depicted as a function of the concentration of the sur-
factant Kolliphor HS 15. The resulting graphs indicate a similar
behavior of all three nanoemulsions and the aqueous Kolliphor
HS 15 solution, namely a decrease of the cell viability at a
certain concentration cg,). The 3T3 cells responded more sensi-
tively to the nanoemulsions and the pure surfactant solution.
Furthermore, the long incubation time of 24 h led to cell toxici-
ty at slightly lower concentrations for both cell lines. For com-

Table 1: Composition of the nanoemulsions NE25, NE50, NE100 and NE150 after shock dilution along with the particle diameters and PDI values of
nine independently produced batches, cnac) describes the salinity of the aqueous phase of the final product.

NE25 NE50 NE100 NE150
MCT [wt %] 8 8 8 8
Kolliphor HS 15 [wt %] 20 8.8 5.33 4
NaCl solution [wt %] 72 83.2 86.67 88
at cnacy [wt %] 0.084 0.654 0.763 0.798
particle diameter [nm] 26.2+0.3 51.4+0.7 99.4+23 1459+4.7
polydispersity index [-]  0.046 + 0.014 0.038 + 0.006 0.092 + 0.021 0.251 + 0.091
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Figure 6: Long-term stability of four selected nanoemulsions with particles of approximately 25 (NE25), 50 (NE50), 100 (NE100) and 150 nm (NE150)
in diameter at the recommended storage conditions according to the ICH guidelines Q1A of 5 + 3 °C, room temperature (RT) and 40 + 2 °C.
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Figure 7: Viability of the cells of lines 3T3 and NHDF as a function of the Kolliphor HS 15 concentration cke in the nanoemulsions NE25, NE50 and
NE100 as well as the aqueous Kolliphor HS 15 solution (n = 3).

parison, for the current nanoemulsions, the cell viability began ~ with nanocapsules containing phospholipids as shells and
to decrease at values of the Kolliphor HS 15 concentration  Solutol HS 15 (also called Kolliphor HS 15) as surfactant which
about 5 to 10 times higher than observed for a similar system  were tested on HaCaT cells [4]. At a concentration slightly
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lower than the inhibiting Kolliphor HS 15 concentration, an in-
creased cell viability was observed, which might be caused by a
stimulated metabolism of the cells.

Table 2 lists the mean inhibitory concentration (ICsp) of
Kolliphor HS 15 in an aqueous solution of Kolliphor HS 15
(second column) and the ICs values of Kolliphor HS 15 in the
nanoemulsions NE25, NE50 and NE100 (third, fourth and fifth
column). The values in brackets refer to the concentration of
MCT + Kolliphor HS15 in the nanoemulsions NE25, NE50 and
NE100. The corresponding cell viability graphs are shown in
Figure S2 in Supporting Information File 1. The ICs( values of

Beilstein J. Nanotechnol. 2020, 11, 213-224.

Kolliphor HS 15 in the different nanoemulsions and the pure
surfactant solution were similar for the different cell lines and
incubation times employed. Thus, mainly the surfactant
Kolliphor HS 15 inhibited cell viability at high concentration,
since all remaining components are considered nontoxic. The
1C5( values of the nanoemulsions (MCT + Kolliphor HS15) in-
creased slightly with increasing particle diameter due to the
lower Kolliphor HS 15 concentration in the nanoemulsions con-

taining larger nanoparticles.

Figure 8 shows the morphology of the 3T3 and NHDF cells in-
cubated for 24 h in a nontoxic solution with a concentration of

Table 2: Mean inhibitory concentration (ICsq in mg/mL) of Kolliphor HS 15 in an aqueous solution of Kolliphor HS 15 and ICsq of Kolliphor HS 15 in
the nanoemulsions NE25, NE50 and NE100. The values in brackets refer to the concentration of MCT + Kolliphor HS15 in NE25, NE50 and NE100.

ICs0 in mg/mL of: Kolliphor HS 15 NE25 NE50 NE100
3T3, 4 h incubation 2.7+09 26+0.8 (3.6 £1.1) 38+09(7.3£1.7) 33+05(82+12)
NHDF, 4 hincubation ~ 4.9 +2.2 45+0.6(6.3+0.8) 62+25(11.9+48) 4609 (11.5+22)
3T3, 24 hincubation ~ 1.2+0.5 0.5+0.2 (0.7 £0.2) 0.8+0.3 (1.6 £0.6) 0.8+0.1(2.0+£0.2)
NHDF, 24 h incubation 1.5+ 0.4 1.8+0.2(25+0.3) 23+09(4.4£17) 24+0.1(6.1£02)

3713 cells, 24 h incubation
0.07 mg/mlKolliphor HS 15

NHDF cells, 24 h incubation
0.07 mg/mlKolliphor HS 15

373 cells, 24 hincubation
5.14 mg/mLKolliphor HS 15

NHDF cells, 24 h incubation
5.14 mg/mLKolliphor HS ¥5

Figure 8: Morphology of the 3T3 and NHDF cells after 24 h incubation ion solutions with a concentration of the surfactant Kolliphor HS 15 of 0.07 and

5.14 mg/mL.
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Kolliphor HS 15 of 0.07 mg/mL and a highly toxic solution
with a concentration of Kolliphor HS 15 of 5.14 mg/mL. The
microscopic pictures confirm the toxicity of the surfactant
Kolliphor HS 15 at high concentration. The cells did not show
any change in their morphology when dissolved in solutions of
low surfactant concentration. However, the cells showed a
shriveled morphology at high surfactant concentration. Further-
more, the formation of crystals was observed, which might
consist of poorly water soluble 12-hydroxystearic acid as a
metabolic degradation product of Kolliphor HS 15 at toxic and
high surfactant concentration. 12-Hydroxystearic acid is
known to form needle like structures. The formation of these
crystals of 12-hydroxystearic acid might have caused the cell
death in vitro for both cell lines. We assume, that the formation
of 12-hydroxystearic acid-based precipitates is unlikely to occur
in vivo because of the different transport and metabolic condi-
tions.

Conclusion

The experimental results indicate that nanoemulsions with small
particles of tunable size can be easily formed without homoge-
nization by thermal cycling. Solutions of the nonionic surfac-
tant Kolliphor HS 15 showed a nonlinear increase of osmo-
lality with increasing Kolliphor HS 15 concentration, which
corresponds well to the modified polynomial van’t Hoff equa-
tion of 4th degree introduced by Huggins and Flory. This led to
the hypertonicity of solutions with Kolliphor HS 15 concentra-
tion higher than 21 wt %. Considering this effect when calcu-
lating the salinity of the aqueous phase, stable isotonic and
phospholipid-free MCT nanoemulsions were successfully pro-
duced with particles of tunable diameters between 16 to 175 nm
and narrow PDI distributions depending on their lipid:surfac-
tant ratio. Using a nonionic surfactant resulted in an uncharged
surface of the emulsion droplets. The nanoemulsion with small
particles of 25 nm in diameter showed an slightly increased
cytotoxicity in comparison to the barely toxic nanoemulsions
with particles of 50 and 100 nm in diameter. This effect is
mainly caused by the very high amount of Kolliphor HS 15 in
the nanoemulsion with the smallest particles. By choosing
nanoemulsions with particles larger than 50 nm in diameter or
by dilution of the nanoemulsions containing smaller particles
with ice-cold water, very high surfactant concentrations could
be avoided and the resulting MCT nanoemulsions might be suit-
able as potential drug delivery systems for intravenous applica-
tions. The presented phase inversion-based process offers a suit-
able alternative to the production of nanoemulsions based on
high pressure homogenization. Particularly, nanoemulsions of
particles with diameters smaller than 100 nm can be produced
with remarkably narrow PDI distributions while reducing the
demand of equipment, the process expenditure as well as the
production volume.
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Experimental

Materials

PIONIER MCT (medium chain triglyceride) was provided by
Hansen & Rosenthal KG (Hamburg, Germany). Kolliphor HS
15 (macrogol 15 hydroxystearate) was provided by BASF SE
(Ludwigshafen, Germany). Sodium chloride was purchased
from Griissing GmbH (Filsum, Germany), the components for
the cell culture medium Dulbecco’s Modified Eagle Medium —
high glucose (DMEM), fetal calf serum (FCS), penicillin-
streptomycin, L-glutamine solution and sodium pyruvate solu-
tion as well as the fluorescent dye resazurin sodium salt were
purchased from Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Germany,
Steinheim). The near infrared fluorescent dye DiR was pur-
chased from Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Inc.
(Carlsbad, USA). 0.2 um sterile filtered water was used in all
experiments and analytics and was double distilled.

Preparation of nanoemulsions

All nanoemulsions were prepared by a modified phase inver-
sion-based process, which was initially developed by Heurtault
et al. [10]. For the encapsulation of the fluorescent dye DiR as a
potential label for noninvasive optical in vivo imaging, the sol-
vent ethanol was evaporated from the dye stock solution and the
remaining DiR was dissolved in MCT at a concentration of
0.3 mg/g. Kolliphor HS 15, which was molten at 50 °C, and
MCT were dispersed in aqueous NaCl solution under magnetic
stirring at 750 rpm. The emulsion was heated to 99 °C under-
going a phase inversion from an o/w to a w/o emulsion. The
emulsion then was cooled back into its phase inversion zone, in
which the mixtures turned transparent, and shock diluted with
ice-cold water, as shown in Figure 9.

The amount of the respective educts was calculated with the
following equations. The mass of MCT myc is the product of
its desired mass share xyct,p in the nanoemulsion after shock
dilution, which was set to 8 wt % in this study, and the desired

total amount of the nanoemulsion m:

M\CT = Mot “ *MCT,p 3)

The product of my;cT and the desired ratio of the mass share of
Kolliphor HS 15 xk1 0 and MCT xycT, results in the mass of
Kolliphor HS 15 my,:

_ XKol,0
= Mot * XMCT,p ’—x 4)
MCT,0

_ XKol,0
Mg ol = MMCT '—x
MCT,0

The mass of the aqueous NaCl solution my,cl_so] is calculated
by multiplying myict and the ratio of xg, ¢ and the mass share
of the NaCl solution xnyc1,0:
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Figure 9: Scheme of the experimental set-up and the method of phase inversion-based production of the nanoemulsions.

_ *NaCl-Sol,0

MNaCl-Sol =™MMCT "~
XMCT,0

Q)

B 1=XMeT,0 = XKol,0

= Mot " XMCT,p x

MCT,0

The mass of the ice-cold water mj¢e water for shock dilution is
the difference between the desired total mass of the nanoemul-
sion and the components calculated beforehand:

Micewater = Mot ~ MMCT ~ Kol ~ "NaCl-Sol

= Mot — Mot " XMCT,p
(6)
XKol,0 1~ XMCT,0 ~ *Kol,0

| 1+ +

XMCT,0 XMCT,0

To achieve isotonic nanoemulsions after shock dilution,
the targeted osmolality of the saline aqueous phase
ONacl-solp(cNaclp) is calculated as the difference of the osmo-
lality of blood Oyjo0q and the osmolality of the dissolved
Kolliphor HS 15 Okl p(cKol,p):

ONaCI—Sol,p (CNaCl,p) = Oplood ~ OKol,p (CKol,p) o

Combining Equation 7 with Equation 1 and Equation 2 leads to
the necessary sodium chloride concentration cnycl,p to achieve
the osmolality of blood and hence isotonicity:

Myaci

CNaClp = (Oblood = Okl (CKol,p )) ’
PNaCINaCl

(®)

Here, the concentration of Kolliphor HS 15 equals its mass
share in the final product and is calculated by multiplying
XMcT,p and the desired ratio of xge1,0 and xmcrT,0!

XKol,0

CKol,p = *Kol,p = *MCT,p " 9)
XMCT,0

Finally, the sodium chloride concentration cny,(y,0 before shock
dilution is calculated by:

MNaCl-Sol T Mice water

CNaCl1,0 = “NaCl,p * (10)

MNaCl-Sol

In case the calculated sodium chloride concentration exceeded
25 wt %, cNacl,0 Was set to 25 wt % and the residual salt was
added to the ice-cold water at the following concentration:

(mNaCI—Sol T Micewater ) “CNaClp
m,

CNaCl,ice water —
ice water

(11)
MNaCl-Sol “¢NaCl,0
m

ice water

Characterization of the phase inversion
The temperature of the phase inversion from an o/w to a w/o
emulsion was determined by measuring the significant conduc-

222

99



ANHANG

tivity decrease during the heating process with the Mettler

Toledo S230 SevenCompact conductivity meter.

Characterization of the osmolality

The osmolality was determined in triplicate with the KNAUER
Semi-Mikro Osmometer. The osmolality of the sodium chlo-
ride solution (according to Ph. Eur. 2.2.35) was fitted linearly,
and the experimentally determined osmolality of the aqueous
solutions of Kolliphor HS 15 with different concentration were
fitted with a polynomial function of 4th degree using the
program Origin 2018G both with the intersection of the y-axis
fixed at 0.

Particle size and zeta potential measurement
Particle diameters and zeta potentials were determined with the
Malvern Instruments Zetasizer Nano ZS. To determine the par-
ticle diameters, the samples were diluted 1:100 in water and
three measurements of 15 runs were conducted at 25 °C in the
backscattering mode. The zeta potential was determined in trip-
licate with samples diluted 1:10 in 0.1x PBS with pH 7.4 at
25 °C with 10 to 50 runs per measurement.

Investigation of the stability

The samples were stored at 5 = 3 °C, room temperature and at
40 £ 2 °C according to the storage conditions of the ICH guide-
lines Q1A.

Toxicity on NHDF and 3T3 cells

Approximately 20,000 NHDF cells and 10,000 3T3 cells were
seeded in 96 well plates and grown for 24 h at 37 °C and 5%
CO; in 100 pL of the corresponding cell culture media shown
in Table 3. After adding 50 uL aseptic and 0.2 um of the sterile,
filtered and differently diluted nanoemulsions, the cells were in-
cubated for 4 or 24 h. The cell viability was determined by a
resazurin reduction assay. Therefore, 30 uL of a 0.15 mg/mL
resazurin solution was added and the mixture was incubated
for 2 h. Then, the fluorescence intensity was determines with
the Cytation™ 5 imaging reader (BioTek Instruments) using
the RFP 531(excitation)/593(emission) filter set. The cell
viability was expressed as a percentage of the negative
controls (untreated cells) after subtraction of the blank.

Table 3: Composition of the cell culture media.

compounds in vol % 3T3 cell NHDF cell

medium medium
DMEM 86.80 87.63
FCS 9.55 9.64
penicillin-streptomycin 0.95 0.96
L-glutamine solution 1.75 1.77
sodium pyruvat solution 0.95 -

100
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All experiments were conducted in triplicate. The mean
inhibitory concentration ICs( was determined by linear interpo-
lation.
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Abstract: Nanotechnology in the field of drug delivery comes with great benefits due to the unique
physicochemical properties of newly developed nanocarriers. However, they may come as well
with severe toxicological side effects because of unwanted accumulation in organs outside of their
targeted site of actions. Several studies showed an unintended accumulation of various nanocarriers
in female sex organs, especially in the ovaries. Some led to inflammation, fibrosis, or decreasing
follicle numbers. However, none of these studies investigated ovarian accumulation in context to
both reproductive aging and particle size. Besides the influences of particle size, the biodistribution
profile may be altered as well by reproductive aging because of reduced capacities of the reticulo-
endothelial system (RES), changes in sex steroid hormone levels as well as altering ovarian stromal
blood flow. This systematic investigation of the biodistribution of intravenously (i.v) injected
nanoemulsions revealed significant dependencies on the two parameters particle size and age start-
ing from juvenile prepubescent to senescent mice. Using fluorescent in vivo and ex vivo imaging,
prepubescent mice showed nearly no accumulation of nanoemulsion in their uteri and ovaries, but
high accumulations in the organs of the RES liver and spleen independently of the particle size. In
fertile adult mice, the accumulation increased significantly in the ovaries with an increased particle
size of the nanoemulsions by nearly doubling the portion of the average radiant efficiency (PARE)
to ~10% of the total measured signal of all excised organs. With reproductive aging and hence loss
of fertility in senescent mice, the accumulation decreased again to moderate levels, again inde-
pendently of the particle size. In conclusion, the ovarian accumulation of these nanocarriers de-
pended on both the age plus the particle size during maturity.

Keywords: nanotoxicology; ovaries; nanoemulsion; biodistribution; optical imaging; accumulation;
reproductive aging

1. Introduction

Nanosized drug-delivery systems (DDS) are increasingly used as drug carriers, di-
agnostics, or theranostic agents. Due to their very small size, their physicochemical prop-
erties might differ substantially from the properties of micron-sized or larger sized (bulk)
materials. For example, they possess increased uptake rates and higher interaction with
biological tissue, improved targeting to their site of action, or increased reactivity due to
their significantly higher specific surface area. For this reason, nanotechnology in drug
delivery often surpasses the kinetics, absorption, distribution, and metabolism properties
in comparison to congeneric bulk materials. However, admittedly, all these properties can
as well lead to concerns about nanotoxicological side effects [1—4].

The particle size and shape of nanomaterials play an important role in the fate and
interaction of nanosized particles with biological tissue, affecting the adhesion on the cell

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8283. https://doi.org/10.3390/ijms22158283

102

www.mdpi.com/journal/ijms



PUBLIKATION II

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 8283

20f18

surface/membrane, the mode of cellular uptake or direct penetration through the mem-
brane as well as the processing of the nanoparticles by endocytic pathways [3,5]. Withal,
the smaller the size, the more rapidly and easily nanoparticles can penetrate capillary
walls. With a particle size of less than 50 nm, they can enter cells and those smaller than
20 nm are even more rapidly taken from the circulating bloodstream into cells out of blood
vessels, exhibiting a similar size of biomolecules such as viruses, proteins, enzymes, and
receptors [6,7]. Various nanosized DDS such as solid nanoparticles, lipid nanocapsules,
and nanoemulsions of various particle sizes were found to accumulate in the tissue of
reproductive organs of rodents such as rats and mice [2,4,7-11]. On the one hand, the ac-
cumulation in the ovaries may be desired for the treatment of ovarian dysfunctions and
diseases such as ovarian cancers. For example, recent in vitro studies showed induced
cellular apoptosis of human ovarian carcinoma cells OVCAR 8 using tocotrienol and cur-
cumin-loaded nanoemulsions [12]. Other studies suggested constant parenteral low dose
hormone infusion mimicking the daily hormonal ovarian production throughout the
menstrual cycle for the therapy of primary ovarian insufficiency, overcoming the first-
pass effect of oral DDS as well as reducing breast cancer risk by decreasing the necessary
dose [13,14]. Metformin hydrochloride-loaded nanoparticles were successfully i.v. admin-
istered in mice causing no adverse effects on the major organs [15], which may be used as
an administration route for the treatment of polycystic ovary syndrome to increase insulin
sensitivity and overcome insulin resistance in the ovaries [16,17]. On the other hand, the
accumulation of nanosized DDS in the ovaries may exhibit high toxicity risk. Besides the
unintended release of active pharmaceutical ingredients through an unwanted ovarian
accumulation of the DDS, some nanoparticles were reported to cause toxic harms already
by themselves: Some led to inflammation, congestion, extravasations of red blood cells,
fibrosis, and apoptosis in ovarian cells of rats [2,8] and others decreased the number of
follicles in the ovaries after i.v. application in female mice [2,9].

However, none of these studies investigated both the influence of particle size and
aging effects on the accumulation of nanoparticles in ovarian tissue. Therefore, aging al-
ters the capacity of the RES involving multiple organs such as liver, spleen, lymph nodes,
and bone marrow in humans as well as in mice [18-20] and therefore might change the
distribution profile of nanosized DDS over aging. Furthermore, the change of sex steroid
hormone levels plays a major role during the aging of females: inducing puberty, regulate
the estrous cycle during maturity, and leading to menopause, gradually decreasing the
fertility of women over 2-7 years until its complete loss. During that period, the ovarian
hormone level and the ovarian stromal blood flow decline significantly [21,22]. Up to to-
day, no single mouse strain has been reported exhibiting all the same reproductive aging
effects as human women but still exhibits several similarities [21,23]. At the age of 4-6
weeks, progesterone and estradiol levels increase significantly in mouse serum with the
onset of puberty and the first ovulation can be detected [24-26]. Adult mice then undergo
repeatedly the estrous cycle predominantly within 4-5 days, including the cycling of the
ovarian hormone levels [27-29]. During reproductive aging, mice however do not un-
dergo complete menopause as humans do, but depending on the mouse strain, their fer-
tility declines after 6-7 months with declining litter size and then ceases nearly completely
after 9-12 months of age. During that period, the estrous cycle becomes irregular until
complete termination, and therefore the steroid hormone cycle ceases with a decline of
estradiol and progesterone level [21,23,28-33]. Hence the age and therewith the state of
sex steroid hormones and ovarian stromal blood flow may play a major role in the accu-
mulation of nanosized DDS in developing, mature, and aging sex organs of females.

For this study, previously investigated phase inversion-based produced nanoemul-
sions of medium-chain triglyceride (MCT) were chosen as a suitable formulation for the
investigation of their biodistribution in vivo. These nanoemulsions turned out to be easily
tunable in particle size from 16 to 175 nm at remarkably narrow distributions by solely
changing their lipid:surfactant ratio. As illustrated in schematic Figure 1, it was possible
to load these nanoemulsions with the near-infrared fluorescent dye DiR (DiLC18(7)) as a
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label for in vivo fluorescence imaging [34]. Choosing a near-infrared fluorescent dye as a
label allowed probing significantly larger tissue depths since various cell components in
the tissue absorb light in ultraviolet and visible wavelengths limiting light penetration to
a few hundred microns [35]. For further improvement of the in vivo fluorescent imaging,
the immunocompetent hairless SKH1-Hr'" Elite mouse strain was chosen, which lose their
hair within 3 weeks after birth excluding interferences between fur and emitted fluores-
cence light [36,37]. The chosen dialkylcarbocyanine DiR was already deployed for in vivo
imaging and was reported as a non-irritant [38—42]. Because of its long C18 alkyl chains,
DiR is highly lipophilic and insoluble in water with a reported logP of 17.4 [43], thus a
transfer of such a lipophilic dye out of the lipid nanoemulsion core is highly unlikely,
which was described for the similar fluorescent dialkylcarbocyanine dye DiLC18(3) at 37
°C with less than 5% over several weeks for lipid nanoemulsions [44]. However, caution
should be taken, when using the near-infrared fluorescent dye DiR for the labeling of
DDSs which develop an acidic microenvironment, since DiR might be degraded at pH
values below 4 to fluorescent molecules with different properties [45].

near infrared fluorescent dye:
DR

non-ionic surfactant:
Kolliphor® HS 15

lipid core:
medium chain triglyceride

in isotonic sodium chloride solution ‘

Figure 1. Composition of the chosen nanoemulsion for this in vivo study.

2. Results and Discussion
2.1. Physicochemical Properties of the Nanoemulsions

Particle size analysis, zeta potential, osmolality, and pH measurements were per-
formed to obtain an overview of the physicochemical properties of the four different
nanoemulsion formulations. Hydrodynamic particle diameters were determined by dy-
namic light scattering and expressed as the commonly used Z average (zave), which is de-
fined as the scattered light intensity-weighed harmonic mean diameter. Furthermore, the
width of the overall particle size distribution was expressed as the dimensionless and
commonly used polydispersity index (PDI) (ISO 22412 and [46]). Both calculated mean
values of three individually produced batches are shown in Figure 2 for the four different
sized nanoemulsions. Therefore, the targeted particle sizes of 25, 50, 100, and 150 nm in
droplet diameter were reproducibly achieved for the nanoemulsions NE25 (orange bars)
with 25.7 nm and NE50 (red bars) with 50.5 nm zave with very low PDI values of 0.028 and
0.035, indicating a very narrow distributed monomodal size distribution. The nanoemul-
sions NE100 (blue bars) with 97.7 nm and NE150 (green bars) with 144.9 nm Zave were
slightly below the targeted droplet diameter. Both respective PDI values of 0.086 and 0.146
indicate still narrow size distributions. Furthermore, the electrokinetic potentials at the
slipping plane of the nanoemulsion droplets were determined as zeta potential by elec-
trophoretic light scattering in 0.1x phosphate-buffered saline (PBS) at pH 7.4. The zeta
potentials of the four different nanoemulsions were nearly neutral between -3.15 to —1.98
mV.
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Figure 2. Physicochemical properties of the four different sized nanoemulsions, determined by three individual produced

batches.

The osmolalities of the nanoemulsions were measured by cryoscopy. They were iso-
tonic for the nanoemulsions NE100 and NE150 and nearly isotonic for the nanoemulsions
NE25 and NE50 so that a painless i.v. application without any vascular damage was en-
sured [47,48]. With a decreasing pH value from 5.6 to 4.0 for increasing particle size, the
nanoemulsions were slightly acidic and therewith lied as well in an acceptable range for
small volume i.v. injections between pH 3-11 [47,49]. Furthermore, within this measured
pH range of the nanoemulsions and for the short period between production one or two
days before i.v. application until the end of the animal trials one day after application, an
acid-induced degradation of the incorporated fluorescent dye DiR was very unlikely,
which was described as chemically stable for pH values above 4.0 [45].

2.2. Cytotoxic Properties of the Nanoemulsions

For the determination of the cytotoxic properties of the four different sized
nanoemulsions, cellular toxicity assays by resazurin reduction were performed with
mouse embryonic fibroblasts (3T3) and normal human dermal fibroblasts (NHDF) after
24 h of incubation with the nanoemulsions. The resulting dose-response curves are shown
in the supplementary Figure S1. The median inhibitory concentration (IC50), at which the
cells possess half the viability of untreated cells, is displayed in Figure 3 for both cell lines.

Median Inhibitory Concentration [mg/ml]

32.3

(3]
'
[4)

NE25 | NE50 | NE100 | NE150
o 5 .
] o 3

(o2
-
th
-
o
(9]

|3T3 fibroblasts |NHDF fibroblasts

40 mg/ml

40 mg/ml

Figure 3. IC50 as total mass nanoemulsion (DiR loaded MCT, Kolliphor® HS 15 + aqueous phase)
per ml cell culture media on 3T3 and NHDF fibroblasts after 24 h of incubation, determined by three
individual incubated batches (eight replicates per run).
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For both investigated cell lines, the IC50 value increased up to five times from the
NE25 to the NE150 nanoemulsion, indicating decreasing cytotoxicity with increasing par-
ticle size of the nanoemulsion. Overall, the 3T3 fibroblasts reacted more sensitively to the
nanoemulsions than the NHDF fibroblasts, with significantly higher IC50 values. The
lower cell viability with decreasing particle size can be explained by the increasing
amount of the surfactant Kolliphor® HS 15 to achieve smaller particle sizes. This non-ionic
surfactant was already detected in previous research as the main cell viability inhibiting
ingredient [34,50]. Therefore, it was likely that insoluble 12-hydroxystearic acid as a met-
abolic degradation product of Kolliphor® HS 15 formed needle-like crystals and thus
caused cell death in vitro for both cell lines [34].

2.3. Nanoemulsion Interaction with the Blood Cells

To investigate the interaction of the DiR fluorescent dye-loaded nanoemulsions with
blood cells, a volume of 50 uL of each nanoemulsion was incubated for 4 h in 100 uL whole
mouse blood. The average radiant efficiency (ARE) of the fluorescence signal was deter-
mined of the separated plasma and blood cells by fluorescence imaging. Their calculated
PARESs for both separated fractions are displayed in Figure 4. For the nanoemulsions
NE50, NE100, and NE150, solely 0.3% to 0.6% PARE was detected in the fraction with the
blood cells, indicating that nearly no nanoemulsion droplets underwent a cellular uptake
into the blood cells, nor fluorescent dye was transferred from the lipid core into the blood
cells. For the smaller-sized nanoemulsion NE25 1.3% PARE was detected in the blood cell
fraction. Hence, either solely a marginal amount of nanoemulsion droplets entered the
blood cells through cellular uptake or transferred the fluorescent dye DiR into the blood
cells, due to a highly increased specific surface area of smaller-sized nanoemulsion drop-
lets available for such a transfer. Overall, all four nanoemulsions and their incorporated
fluorescent dye merely interacted with the blood cells and stayed inert in the plasma frac-
tion.

Portion of the Average Radiant Efficiency [%)]

gl 99.6 |0.4

_gg.7 0.3

1994106

NE25 | NE50 | NE100 | NE150

§98.7 1.3

plasma fraction blood cell fraction

50% 50%

Figure 4. PARE in plasma and blood cell fractions after 4 h of incubation, determined by three indi-
vidual incubated batches.

2.4. In Vivo Fluorescence Imaging

For the detection of an accumulation in the deep tissue of the mice, the near-infrared
fluorescent dye DiR was incorporated into the lipid phase of the nanoemulsions. The ac-
cumulation of the four different sized nanoemulsions was investigated in vivo by nonin-
vasive fluorescence imaging in juvenile prepubescent (age: 3-4 weeks), adult (age: 12-39
weeks), and senescent (age: > 48 weeks) female hairless immunocompetent SKH1-Hr'
Elite mice. Unfortunately, 2-3 min after the i.v. application of 100 uL. NE25 nanoemulsion
into the tail vein, the juvenile mouse suffered from nose- or throat bleeding as well as
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cramps. This mouse was redeemed immediately with COz. The necropsy revealed no find-
ings in the oral cavity, tongue, and teeth, but partially bleedings in the lungs and a blood
clot in the trachea. Other studies reported toxicological effects for parenteral injected gold
nanoparticles in the lung tissue of female mice especially for particle size of around 30 nm,
whereas smaller-sized (1.5-13 nm) and bigger-sized (70 nm) nanoparticles showed less
severe effects. Histological examination of the lung sections revealed several morpholog-
ical changes such as enlarged airway cavities, epithelial hyperplasia, thinning of alveolar
cell layer plus loss of elasticity, lesions, and emphysema leading to struggling for breath,
fatigue, weight loss, and eventually death [5,51]. Since the suffering of that single mouse
might be caused by the higher toxicity of the similar-sized nanoemulsion NE25, it was
refrained to continue the animal trials with this formulation in juvenile mice. The adult
and senescent mice showed no abnormalities after the application of the NE25 formula-
tion, as well as all age groups with the other three formulations NE50, NE100, and NE150.

Figure 5 shows lateral, ventral, and dorsal in vivo fluorescence images of representa-
tive mice (one for each nanoemulsion and age group according to Equation (2) directly
after the application (5-10 min) and 24 h after application). Already 5 to 10 min after the
application, a slight accumulation of all nanoemulsions was observed in the liver in the
ventral view, as shown by white arrows. This indicated a rapid hepatic uptake of the
nanoemulsions from the circulating bloodstream as part of the hepatic clearance through
the RES, involving the Kupffer cell-mediated phagocytosis in the liver, which was de-
scribed as well for other nanoparticulate formulations within a few minutes or less than
1.5 h after parenteral applications [7,18-20]. The fluorescence signal intensity stated as
radiant efficiency, increased significantly for the liver 24 h after application. Therefore, the
highest radiant efficiencies were detected in the livers of the juvenile mice, followed by
the adult mice with the formulations NE25 and NE50. The lowest radiant efficiency for
the liver was found in senescent mice with the formulation NE150. However, these senes-
cent mice with the NE150 formulation showed still a very broad distribution after 24 h
spread over the whole body. Furthermore, an accumulation of all nanoemulsion formula-
tion was detected in the ovaries of the adult mice 24 h after application, as shown with the
red arrows. For the senescent group, solely the formulations NE25 and NE100 led to a
visible accumulation in the ovaries, which were with a respective age of 64 and 49 weeks
younger than the other senescent mice for the formulations NE50 and NE150 at respective
ages of 85 and 80 weeks.
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Figure 5. Noninvasive in vivo fluorescence images of representative mice directly after (5-10 min) and 24 h after i.v. injec-
tion in the tail vein of the four nanoemulsions in juvenile prepubescent (age 3—4 weeks), adult (age 12-39 weeks), and
senescent mice (age > 48 weeks).

2.5. Ex Vivo Fluorescence Imaging and Biodistribution of the Nanoemulsions

For a more detailed overview of the accumulation of the four different sized
nanoemulsions, ex vivo fluorescence imaging was conducted with 17 excised organs plus
withdrawn blood by heart puncture of all sacrificed mice 24 h after i.v. injection. A region
of interest (ROI) was drawn around the outlines of every single organ to determine their
ARE. The PARE was then calculated for every single organ of each mouse according to (1)
as well as the mean PARE for the five mice per group (nanoemulsion and age), which are
provided in the supplementary Table S1 The mean PARE and the individual PARE values
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of each mouse are plotted as combined 3D bar chart and 3D scatter chart in Figure 6, re-
spectively. Therefore, the nanoemulsion formulations NE25 (orange bars and scatter),
NE50 (red), NE100 (blue), and NE150 (green) are plotted according to their age group on

the x-axis. The ex vivo excised organs plus blood are plotted along the y-axis. The mean
and individual PARE of the mice are plotted along the z-axis.

NE25 - 3
©  meanPAREofn=5 () mean PARE of n=5 &* é.;?’ & z
+ individual PARE values @ individual PARE values < = éb

NE100 NE150 s & x

@ meanPAREofn=5 (@) meanPAREofn=5 & = y
e individual PARE values @ individual PARE values 5 x

Figure 6. Combined 3D bar chart (mean PARE of the five mice per group) and scatter chart (individual PARE values of

each mouse) of the ex vivo excised organs and blood, 24 h after i.v. injection of the four nanoemulsions in juvenile prepu-
bescent (age 3—4 weeks), adult (age 12-39 weeks), and senescent mice (age > 48 weeks).

In addition to the overview of all excised organs, the mean PARE of the three organs

with the highest accumulation (liver, spleen, and uterus + ovaries) plus four other organs
with a mean PARE above 5% (heart, stomach, kidneys, and caecum) are plotted as contour
plot against the particle size of the nanoemulsions and the age of the mice in Figure 7.
Therefore, each black dot represents the exact age of the mice and the particle size of the
nanoemulsions.

To verify the complete accumulation from the bloodstream into the organ tissue of
the i.v. injected nanoemulsions, blood was withdrawn by heart puncture after scarifica-
tion. The mean PARE of the blood was below 1% for each group, indicating that almost
the whole formulation did not circulate in the bloodstream anymore. It either accumu-
lated in the organ tissue within 24 h or was already excreted via the hepatic way.

109



ANHANG

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 8283

90f18

110

(a) (b) (c)
i uterus + ovaries

150 liver 150 spleen 150 ; :

1254 125 125
£ £ £
< 100 o 100- 2 1001
N N N
(7] %] 5]
S 2 8 s
.E 754 .E 75+ §
o o o

50 50+ 50

Ty
254 25 A
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 90 30 40 50 60 70 80 80
Age [weeks] Age [weeks] Age [weeks]
(d) (e) M (@)

150 heart 150 stomach 150 kidneys 150 caecum
-E-125 -€125 ?125 E»125
E £ i) =
_ﬁ 100 ‘g 100 g 100 g 100
7] 7] 7] 7]
275 275 275 215
5 5 5 5
a 50 o 5p o 50 o 50

25 25 25 25
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 €0 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Age [weeks]

Age [weeks] Age [weeks] Age [weeks)

1 2 3

4 5 6 7 8 9 10 20 30 40 50 60 70
Portion of the Average Radiant Efficiency [%]

Figure 7. Logarithmic contour plots of the mean PARE for the organs with the highest accumulations ((a) liver, (b) spleen,
(c) uterus + ovaries, (d) heart, (e) stomach, (f) kidneys, and (g) caecum) plotted against the particle size of the i.v. injected
nanoemulsions and the exact age of the mice displayed as e.

As expected, the highest amount of the nanoemulsions accumulated in the liver tis-
sue, as this organ is the main constituent in the RES accounting for up to 80-90% of its
function [19,52,53]. Therefore, the particle size of the nanoemulsions had solely a marginal
effect for the juvenile mice at the age of 3—4 weeks with a mean PARE between 60.8-65.6%,
as shown in Figure 7a. The accumulation in the liver of adult and senescent mice however
depended significantly on the particle size of the nanoemulsion, where the mean PARE
decreased for both from around 66% to nearly 40% with increasing particle size. The clear-
ance capacity of the RES in mice was found to decline significantly within the first 14
weeks after birth but then reached a constant level during further aging up to 128 weeks
in mature and senescent mice [54,55], which may have caused the significant lower uptake
of the bigger-sized nanoemulsions NE100 and NE150. For the smallest nanoemulsion
NE25, the hepatic uptake might remain high, since the smaller the particle size, the better
the uptake from the bloodstream into the cells for particles below 50 nm in size [6].

Besides the liver, the spleen and bone marrow play a vital role in the RES as well,
containing reticular cells [54]. The spleen showed the second-highest accumulation of the
four nanoemulsions. Therefore, the mean PARE was between 8.3-10.8% for the juvenile
mice with an age of 34 weeks and showed a maximum peak of the mean PARE of 12.9%
for adult mice at the age of 13 weeks with the 100 nm-sized nanoemulsion (Figure 7b). The
accumulation in the spleen then declined with the age of the mice down to 7.3-8.8% indi-
cating a decrease of the RES capacity as well with the age. The excised femur, knee, and
tibia (not displayed as contour diagram) showed no dependency of neither the age nor
the particle size of the nanoemulsions, as shown in Figure 6. Therefore, the small amount
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of accumulation with mean PARE between 3.0-4.6% was probably in the bone marrow as
part of the RES. Overall the accumulation of the nanoemulsions decreased in the RES par-
ticipating organs during the aging of the mice, which consequently led to a spreading of
the accumulation over other non-RES organs.

A significant accumulation of the nanoemulsions was detected in the uterus and ova-
ries depending on their age and particle size (Figure 7c). The juvenile prepubescent mice
younger than 4 weeks showed nearly no accumulation with a mean PARE between 1.2—-
1.7%. The apparent absence of the accumulation in the juvenile and immature mice prob-
ably derived from very low amounts of ovarian steroid hormones during that age and
hence their non-fertility, since serum progesterone and estradiol levels significantly in-
crease after 4-6 weeks of age with the onset of puberty [24,25]. The adult and hence fertile
mice showed an increased accumulation of the nanoemulsions depending on particle size,
where the highest mean PARE of 9.8% was detected for the biggest particle size of the
NE150 at the age of 27 weeks. The mean PARE signal decreased with decreasing particle
size down to 5.2% for the nanoemulsion NE25. With increasing age, the accumulation in
the uterus and ovaries decreased to low mean PARE between 3.9-4-3% at the age of over
80 weeks. The decrease of accumulation correlated as well to the loss of fertility with in-
creasing age, which is described with a gradual decrease of oocytes, shortening, and ir-
regularities of the reproductive cycle until acyclicity and therewith cessation of steroid
hormone cycling as well as a decline in litter size [21,23,30]. The slightly higher mean
PARE 7.6% of the senescent mice with the NE100 nanoemulsion in Figure 6 was caused
by the youngest age within the senescent group at an age of 49 weeks, compared to the
other injections time points of 64.1 (NE25), 84.5 (NE50) and 80.4 weeks (NE150). However,
this value fits in the decrease of accumulation over age, displayed in the contour plot (Fig-
ure 7¢).

Independently of the age, the mean PARE of the heart increased from 2.1 to 5.9-6.7%
with increasing particle size (Figure 7d), which was reported similarly fori.v. injected gold
nanoparticles in female mice [5]. For the juvenile mice, there was nearly no accumulation
detected in the stomach, kidneys, and caecum with mean PARE below 2.5%, as shown in
Figure 7e—-g. With aging and increasing particle size of the nanoemulsions, the mean PARE
increased up to 6.4% in the stomach and kidneys and 5.2% in the caecum. Eventually, a
small portion of the detected fluorescence signal in the stomach and caecum might derive
from coprophagy. So, the mice might reuptake the fluorescence dye DiR into the gastro-
intestinal tract, which probably left the body already through the hepatic way. Coproph-
agy of mice was found to begin at the age of around 2.5 weeks after birth, a few days after
beginning to excrete feces autonomously [56]. Hence, coprophagy began shortly before
the i.v. injection of the nanoemulsions in the juvenile mice, which showed low fluores-
cence signals in the stomach and caecum with a PARE below 2.4%. The number of in-
gested fecal pellets was reported to peak at age of 5-6 weeks up to 13 pellets per day and
then to decrease gradually with aging to 2.1 pellets per day at 78 weeks of age [56]. There-
with, the described increase of fluorescence signal in the stomach and caecum with aging
stood in contrast to the decreasing coprophagy activity. Hence, coprophagy is unlikely
the single factor for the increasing fluorescence signal in the stomach and caecum with
aging, which might derive as well from the lower capacity of the RES in adult and senes-
cent mice. So, in consequence, the accumulation of the nanoemulsion is distributed more
widely across some other non-RES organs. All other excised organs (skin, lungs, s. c. fat,
duodenum, pancreas and fat, thigh muscle, colon, bladder, and the brain) had mean PARE
below 3.5% in declining order to the listing and therefore just a marginal accumulation of
the nanoemulsions.

Ex vivo fluorescent images of the seven organs with the highest accumulations of the
representative mice are displayed in Figure 8. The course of the previously discussed
PARE data was confirmed by these ex vivo fluorescent images. Therefore, the radiant ef-
ficiency was mostly evenly distributed over the imaged organs with no distinctive hot
spots, except for the uterus and ovaries. There, hot spots with high radiant efficiency were
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112

juvenile

detected in the ovaries of all adult mice, as well for the senescent mice with NE25 and
NE100 nanoemulsions, which were the younger ones of the senescent groups and proba-
bly did not lose their fertility as much as the other older senescent mice. In contrast, the
uteri showed solely a moderate radiant efficiency for all age groups and nanoemulsions.

uterus + ovaries

three organs with highest accur

heart

juvenile | adult Jsenescent

other organs with a PARE above 5%

kidneys caecum

Radiant Efficiency [(p/sec/icm?/sr)/(uW/cm?)]

Figure 8. Ex vivo fluorescence images of the excised organs with the highest accumulation (liver, spleen, uterus +ovaries,
heart, stomach, kidneys, and caecum) of the representative mice.

3. Materials and Methods

For the preparation of the nanoemulsions, PIONIER MCT (medium-chain triglycer-
ide) and Kolliphor® HS 15 (macrogol 15 hydroxystearate) were kindly provided by Han-
sen & Rosenthal KG (Hamburg, Germany) or BASF SE (Ludwigshafen, Germany), respec-
tively. Sodium Chloride was purchased from Griissing GmbH (Filsum, Germany) and the
near-infrared fluorescent dye DiR (1,1’-dioctadecyl-3,3,3",3’- tetramethylindotricarbocya-
nine iodide) was purchased from Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Inc. (Carlsbad, CA,
USA). Dulbecco’s modified eagle medium-high glucose with 4500 mg/L glucose, L-gluta-
mine, sodium bicarbonate, with and without sodium pyruvate (DMEM w/NaP or DMEM
w/o NaP, respectively), fetal calf serum (FCS), penicillin-streptomycin (P/S), Triton™ X-
100 and the fluorescent dye resazurin sodium salt for the cell toxicity assays, plus sodium
citrate dehydrate and Dulbecco’s phosphate-buffered saline 10x were purchased from
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany). Double distilled and 0.2 um sterile
filtered water was used in all experiments and analytics.

3.1. Preparation of Isotonic Nanoemulsions

Isotonic nanoemulsions with four different targeted particle sizes of 25 nm (NE25),
50 nm (NE50), 100 nm (NE100), and 150 nm (NE150) in diameter were prepared by a mod-
ified phase-inversion-based process, which is described thoroughly in a previous article
[34]. For the noninvasive optical in vivo imaging, the fluorescent dye DiR was used to
label the nanoemulsion droplets. Therefore, the solvent ethanol was evaporated from the
DiR stock solution and the remaining dye was dissolved in MCT at a concentration of 0.1
mg/g. At 50 °C molten Kolliphor® HS 15 and the loaded MCT were dispersed in aqueous
NaCl solution under magnetic stirring at ~750 rpm using the compositions according to
Table 1. The emulsion then was heated to 99 °C undergoing a phase inversion from an
o/w to a w/o emulsion. The emulsion was cooled back into its phase inversion zone and
shock diluted with the ice-cold water.

Table 1. Composition of the isotonic nanoemulsions.

compounds in wt.% NE25 NE50 NE100 NE150
DiR loaded MCT ! 8.0 8.0 8.0 8.0
Kolliphor® HS 15 20.0 8.8 5.3 4.0
NaCl solution 25.32 2323 13.34 8.0°
ice-cold water 46.7 60.0 73.3 80.0

! DiR loaded MCT at a concentration of 0.1 mg/g; NaCl solutions at salinities of > 0.24 wt.%, 3 2.35
wt.%, + 4.96 wt.%, and ° 8.78 wt.%

For the animal trials, the educts were sterilized before the nanoemulsion preparation.
Therefore, MCT was sterilized by dry heat at 180 °C for 30 min, the Kolliphor® HS 15
mixed with NaCl solution as well as the water for the shock dilution were autoclaved at
121 °C and 2 bar for 30 min including equilibration time. These nanoemulsions were then
prepared as described beforehand, but aseptically in the Heraeus HERAsafe HS 12 lami-
nar flow bench and finally sterile filtered with a 0.2 um polyethersulfone (PES) filter into
sterilized vials.

3.2. Particle Size Analysis, Zeta Potential, Osmolality, and pH Measurements

The particle diameters and zeta potentials were measured with the Malvern Instru-
ments Zetasizer Nano ZS. For the particle diameter measurements, each individually pro-
duced batch was diluted at 1:100 in water and measured in triplicate with 15 runs each at
25 °C in backscattering mode. The zeta potential was measured in triplicate with each
batch diluted at 1:10 in 0.1x PBS buffer with pH 7.4 at 25 °C with 10 to 50 runs per meas-
urement. The osmolality of each individually produced batch was determined as well in
triplicate with the KNAUER Semi-Mikro Osmometer. The pH values were determined
with single-point measurements of each batch with the Knick Portamess® 913 pH meter.

3.3. Determination of the IC50 on 3T3 and NHDF Fibroblasts

Toxicity assays with 3T3 and NHDF fibroblasts were carried out in triplicate per cell
line at eight replicates per run, aseptically in the Heraeus HERAsafe HS 12 laminar flow
bench by seeding approximately 20,000 NHDF cells or 10,000 3T3 cells in 11 of the 12 col-
umns of the 96-well plates. The seeded cells were then grown in the Heraeus HERAcell
incubator for 24 h at 37 °C and 5% CO: in 100 uL DMEM w/NaP for 3T3 fibroblasts or
DMEM w/o NaP for NHDF fibroblasts, both media with additionally 10 vol.% FCS and 1
vol.% P/S. Therefore, the first of the 12 columns was left without cells, hence filled solely
with a cell culture medium for the determination of the blank. The cells in the second
column were left untreated by adding 100 pL cell culture medium as a negative control of
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viable cells and the third column was treated by adding 100 uL with 0.05 vol.% Triton™
X-100 solution (final concentration 0.025 vol.%) as positive control of fully inhibited cells.
For the remaining nine columns, each nanoemulsion was sterile filtered with 0.2 um PES
filter and then diluted up to 10 times at ratios of 1:2.35 with the corresponding cell culture
medium. A total of 100 uL of the different diluted nanoemulsions were added to the re-
maining nine columns with NHDF or 3T3 cells and the well plates were incubated for
another 4 or 24 h. The cell viability was determined by a resazurin reduction assay. There-
fore, 20 uL of 440 pM resazurin solution was added and mixed thoroughly with the cell
culture medium by carefully withdrawing the medium back and forth into the pipette
tips. The mixture was incubated for 2 h and the fluorescence intensity was determined
with the BioTek® Instruments Cytation™ 5 imaging reader using the RFP 531(excita-
tion)/593(emission) filter set. The cell viability was calculated as the percentage of the neg-
ative controls (untreated cells) after subtraction of the blank (only medium without cells).
The IC50 was then calculated by linear interpolation.

3.4. Investigation of the Nanoemulsion Interaction with Blood Cells

Whole mouse blood of untreated mice was stabilized against coagulation by adding
0.109 M sodium citrate at a ratio 1:9. A total of 100 uL of the stabilized whole blood was
incubated for 4 h with 50 uL of each nanoemulsion at room temperature. For the separa-
tion of the blood cell fraction from the plasma, the incubated blood was centrifuged at
3000 rpm for 15 min with the Eppendorf™ MiniSpin® Centrifuge and the plasma was pi-
petted off. For washing, the pellets with the blood cell fraction were repeatedly re-dis-
persed in 1x PBS and centrifuged three times in total. Both plasma and blood cell fractions,
as well as untreated whole blood were then transferred into a 96-well plate and fluores-
cence imaging was performed of the well plates as described in Section 3.6. The PARE of
both fractions was determined after the subtraction of the untreated whole blood ARE as
blank, according to Equation (1) in Section 3.7.

3.5. Animal Handling

Allin vivo protocols were approved by local authorities of Saxony-Anhalt, Germany,
under file number 42502-2-1456 MLU and complied with the guidelines of the Federation
for Laboratory Animal Science Associations (FELASA). The in vivo studies were per-
formed in juvenile (age: 3—4 weeks), adult (age: 12-39 weeks), and senescent (age: > 48
weeks) female hairless immunocompetent SKH1-Hr Elite mice (mouse model of Charles
River, Sulzfeld, Germany), as illustrated in Figure 9a with changes of mouse fertility. The
mice were bred by the center for basic research (ZMG) of the Martin Luther University
Halle-Wittenberg. The mice were housed in windowless and fully automated air-condi-
tioned rooms with barrier-maintained mouse colonies in closed cage systems type II long
IVC with a maximum of five mice per cage according to the EG guideline 86/609/EWG
and GV-SOLAS guidelines. The light and temperature regime was controlled automati-
cally and the feeding followed the special diet for lab mice. Mice had access to water and
food ad libidum.

The general experimental procedure of the animal trails is shown in Figure 9b. Five
mice for each nanoemulsion formulation and age group were slowly injected i.v. with a
30 G cannula into their tail veins using a restrainer, darkened with a red foil. Thereby, 100
uL nanoemulsion was applied for the juvenile (mean bodyweight: 15.2 + 3.4 g) and 200
uL nanoemulsion for the adult (mean bodyweight: 30.0 + 3.8 g) and senescent mice (mean
bodyweight: 37.6 + 4.7 g), resulting in a mean dose of 6.3 + 1.3 uL/g bodyweight. For in
vivo fluorescence imaging directly after injection (5-10 min, so that the bleeding of the
injection site stopped) and after 24 h, the mice were anesthetized with the Caliper LifeSci-
ences XGI-8 Gas Anesthesia System and MIDMARK® Matrx VIP 3000° Isoflurane Vapor-
izer at a 1-2% isoflurane-oxygen mixture at ~3.0 L/min O initial flow in the induction
chamber and ~1.5 L/min steady flow during fluorescence imaging, both flows at 21.1 °C
and atmospheric pressure. During fluorescence imaging, the mice were placed on a 37 °C
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temperature-controlled stage, preventing a body temperature decreasing in the mice. The
mice were sacrificed by cervical dislocation 24 h after injection and for further ex vivo
analysis, 17 organs and whole blood samples were withdrawn during necropsy.

(a)
time points of the single dose i.v. injections in the different age groups

onset of puberty

onset of declining fertility
(age: 4 - 6 weeks)

nearly ceased fertility
(age: 6 - 7 months)

(age: 9 - 12 months)

35 40 45

mice age [weeks]

50

adult mice
single dose i.v. injections of
NE25, NESO, NE100 & NE150

juvenile mice
single dose i.v. injections of
NES50, NE100 & NE150

senescent mice
single dose i.v. injections of
NE25, NE5S0, NE100 & NE150

(b)

general experimental procedure of the animal trials

single dose i.v. injection
100 pl and 200 pl for the juvenile or

adult & senescent mice, respectively

sacrifice & subsequent ex
E vivo fluorescence imaging

of all excised organs & blood

10

12 14
time [h]

in vivo fluorescence imaging
5 — 10 min after application

in vivo fluorescence imaging
24 h after application

Figure 9. Experimental design of the animal trials: (a) time points of the single-dose i.v. injections with the nanoemulsions
in the age groups juvenile, adult, and senescent, including the onset of puberty [24-26], the onset of declining fertility, and
nearly ceased fertility of female mice [21,23,28-33]; (b) general experimental procedure of the animal trials.

3.6. Fluorescence Imaging

Both in vivo and ex vivo fluorescence imaging was performed with the PerkinElmer®
IVIS® SPECTRUM fluorescence imager using the epi-illumination mode with a filter pair
at auto exposure. Thereby, the excitation filter was set to 745 nm with 20 nm bandwidth
and emission filter to 800 nm with 30 nm bandwidth to detect the near-infrared dye DiR.
For the in vivo fluorescence imaging of every single mouse directly after injection and
after 24 h, the field of view was set to D using the mouse as the set subject. The field of
view was set to C using the well plate as the set subject for the ex vivo fluorescence imag-
ing of the different excised organs displayed in a 12-well plate.

3.7. Image and Data Processing of the Fluorescence Images

For the image and data processing of the fluorescence imaging, the PerkinElmer®
Living Image® 4.7.3 Software was used. For both the in vivo and ex vivo fluorescence im-
age adjustments, the brightness was set to 100, contrast to 1.5, and opacity to 60 using the
“rainbow2” color table in reverse at a logarithmic scale. The binning was set to 2 and the
smoothing to “none”. For the setting of the color scale, in vivo and ex vivo fluorescence
images were taken of two untreated mice. The maximal radiant efficiencies of the in vivo,
as well as ex vivo fluorescence images were determined. Both values were below 3.0 x 107
(p/sec/ecm?/sr)/(uW/ecm?). Thus, setting the minimum of the color scale to 3.0 x 107
(p/sec/ecm?/sr)/(uW/ecm?) did cut off the autofluorescence of the mouse tissue in vivo as
well as ex vivo. The maximum of the color scale was set just right above the maximal
detected radiant efficiency of all taken fluorescence images to 3.0 x 107 or 5.0 x 10°
(p/sec/cm?/sr)/(uW/cm?) for the in vivo and ex vivo fluorescence images, respectively.

For data processing of the ex vivo fluorescence images, the intensity signal of each
excised organ was measured as ARE. Therefore, a ROI was drawn around each single
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excised organ using the “auto 1” function, automatically drawing one ROI around the
selected organ using the threshold to reach as close to the outline of the organ. In case the
“auto 1” function was not applicable at organs with very low fluorescence signal, the ROI
was drawn manually using the “free draw” function. The surface intensity signals of all
organs then were measured as ARE, giving the sum of the fluorescence emission radiance
from each pixel inside the ROI per number of pixels (photons/sec/cm?/sr) divided through
the incident excitation intensity (uW/cm?). For comparison, the PAREw,» of each single or-
gan n of a mouse m was expressed as a portion of the sum of all measured AREw, signals
of the 17 excised organs + blood (1 =1...18) of that single mouse:

ARE,,

PARE = = ———7 1
S AREy, o

The mean PARE was calculated for the 3D bar chart and logarithmic contour plots in
Figures 6 and 7 as follows:

5 -1 PARE
(Z)PAREn=Zm_1 : mn

For the depiction of the fluorescence images in Figures 5 and 8, representative mice
were selected, which deviated least from the mean fluorescence signals between the five
mice of each investigated group (age and nanoemulsion particle size). Therefore, the sum
of the absolute values from the difference between the mean JPARE. of all five mice and
the PAREm of the single mouse was calculated for each mouse in that group, giving the
deviation Devn of each mouse to the mean of the five mice:

&)

18
Dev,, = Z |OPARE, — PARE,, | @)

n=1

The mouse with the smallest Devn was then chosen as the representative mouse.

4. Conclusions

This in vivo study showed a significant accumulation of nanoemulsions in the ova-
ries of female mice, which depended on both the particle size and the age of the mice. For
juvenile and immature mice younger than 4 weeks, nearly no accumulation was observed
in the ovaries, mostly accumulating in the RES organs liver, and spleen. After puberty and
hence in the most fertile life period, the ovarian accumulation of the nanoemulsions in-
creased to a remarkable extent in adult mice at an age of 13-39 weeks. Therefore, particle
size played a significant role in ovarian accumulation. Within the investigated size range
and the chosen nanoemulsion system, the following observation was made: the bigger the
nanoemulsion particle size, the higher was the accumulation in the ovaries with up to
nearly 10% PARE of all excised organs. To reduce unintended accumulation and there-
with possible side effects in the ovaries during the fertile lifetime period, a reduction of
particle size is recommended for the chosen nanoemulsion system, since the small-sized
nanoemulsions reduced the amount of ovarian accumulation to nearly half in comparison
to the 150 nm-sized nanoemulsions. With increasing age and hence decreasing fertility,
unintended ovarian accumulation of all different sized nanoemulsions declined to low
levels with increasing senescence and therefore reduced the possibility of side effects such
as nanotoxicity.

In case a drug delivery into ovarian tissue is desired, for example for ovarian cancer
treatment, increasing the particle size of this nanosized DDS might increase treatment
success, since the accumulation in ovarian tissue was nearly doubled by increasing the
particle size of the nanoemulsions during the fertile lifetime period of the mice.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/arti-
cle/10.3390/ijms22158283/s1, Figure S1: Dose-response curves of the cell viability over the total mass
nanoemulsion (DiR loaded MCT, Kolliphor® HS 15 + aqueous phase) per ml cell culture media on
(a) 3T3 and (b) NHDF fibroblasts after 24 h of incubation, determined by three individual incubated
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batches (eight replicates per run); the inlet graphs show the corresponding negative and positive
controls with the untreated or Triton™ X-100 treated cells, respectively., Table S1: Mean PARE val-
ues plus standard deviation (1 = 5) of each excised organ plus withdrawn blood of the juvenile (juv.),
adult (ad.), and senescent (sen.) mice i.v. injected with NE25, NE50, NE100, or NE150 nanoemul-
sions.
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Abstract: Particle engineering of nanosized drug delivery systems (DDS) can be used as a strategic
tool to influence their pharmacokinetics after intravenous (i.v.) application by the targeted adaptation
of their particle properties according to the needs at their site of action. This study aimed to investigate
particle properties depending on patterns in the biodistribution profile to modify the accumulation
in the female sex organs using tailor-made nanoemulsion designs and thereby to either increase
therapeutic efficiency for ovarian dysfunctions and diseases or to decrease the side effects caused by
unintended accumulation. Through the incorporation of the anionic phospholipid phosphatidylglyc-
erol (PG) into the stabilizing macrogol 15 hydroxystearate (MHS) layer of the nanoemulsions droplets,
it was possible to produce tailor-made nanoparticles with tunable particle size between 25 to 150 nm
in diameter as well as tunable surface charges between —2 to nearly —30 mV zeta potential using a
phase inversion-based process. Three chosen negatively surface-charged nanoemulsions of 50, 100,
and 150 nm in diameter showed very low cellular toxicities on 3T3 and NHDF fibroblasts and merely
interacted with the blood cells, but instead stayed inert in the plasma. In vivo and ex vivo fluores-
cence imaging of adult female mice i.v. injected with the negatively surface-charged nanoemulsions
revealed a high accumulation depending on their particle size in the reticuloendothelial system (RES),
being found in the liver and spleen with a mean portion of the average radiant efficiency (PARE)
between 42-52%, or 8-10%, respectively. With increasing particle size, an accumulation in the heart
was detected with a mean PARE up to 8%. These three negatively surface-charged nanoemulsions
overcame the particle size-dependent accumulation in the female sex organs and accumulated equally
with a small mean PARE of 5%, suitable to reduce the side effects caused by unintended accumulation
while maintaining different biodistribution profiles. In contrast, previously investigated neutral
surface-charged nanoemulsions accumulated with a mean PARE up to 10%, strongly dependent
on their particle sizes, which is useful to improve the therapeutic efficacy for ovarian dysfunctions
and diseases.

Keywords: particle engineering; anionic phospholipid; phosphatidylglycerol; ovarian accumulation;
biodistribution; nanoemulsion; surface charge; optical in vivo imaging; cell toxicology

1. Introduction

Many approved and marketed drug molecules and even more of those still in de-
velopment are poorly water-soluble and /or poorly permeable through the physiological
barriers, which leads to a low bioavailability at their targeted site of action [1-3]. Besides
pH modification and salt forms, co-solvency and surfactant solubilization, nanosizing by
top-down or bottom-up processes, inclusion complexation, the ongoing development of
many different nanosized DDS is a promising approach to enhance the bioavailability of i.v.
applied drugs and additionally to reduce side effects [2]. Thereby, particle engineering can
be used to create innovative particle designs of such nanosized DDS through the targeted
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adaptation of their particle properties according to the needs for their intended site of
action. In particular, adjusting the particle size, shape, surface charge, and surface flexibility
of the nanosized DDS impacts the pharmacokinetics like in vivo blood circulation time,
metabolic behavior, or biodistribution profile and consequently the efficiency of the active
pharmaceutical ingredient at its targeted site of action [1,4,5].

Nanoparticles with different particle properties were found to accumulate in the
tissues of the female reproductive organs [6-13]. On the one hand, this accumulation
is desired for the treatment of ovarian dysfunctions or diseases. For ovarian carcinoma
therapy, i.v. delivered nanosized DDS loaded with chemotherapeutic agents sometimes
combined with contrasting or fluorescent agents are used for therapeutic, diagnostic,
or even theranostic approaches [14-18], as well as for the therapy of primary ovarian
insufficiency with a constant parenteral low dose hormonal infusion mimicking the daily
hormonal ovarian production [19,20]. On the other hand, unintended accumulation of i.v.
delivered nanoparticles in the sex organs were reported as leading to various toxicity risks
like ovarian inflammation, congestion, fibrosis, extravasations of red blood cells, apoptosis
in ovarian cells, or the decrease in the number of follicles [6,9,10].

By the incorporation of (highly) lipophilic active ingredients into the liquid lipid matrix,
nanoemulsions are already used as nanosized DDS exhibiting numerous advantages:
accepted regulatory status, since many ingredients are already used for parenteral nutrition
and drug emulsions; usually low toxicity using physiological and readily biodegradable
substances like triglycerides and phospholipids; easy processes obtaining very high loads
of the active ingredients by pre-loading during or post-loading after manufacturing of
the nanoemulsions; high protective potential against hydrolysis or oxidation of the active
ingredient by its complete enclosure inside the lipid matrix showing only a very low active
ingredient transfer out of its core or to the droplet surface; plus providing a water-based
formulation with low viscosity suitable for parenteral i.v. applications [5,21,22].

Our previous studies revealed easy to manufacture nanoemulsions using a phase
inversion-based process with tunable particle sizes within a range of 16 to 175 nm and an
almost neutral surface charge [23], whose composition is illustrated in Figure 1a. In vivo
studies revealed a particle size as well as age-dependent ovarian accumulation after their
i.v. injection. Prepubescent juvenile mice showed nearly no ovarian accumulation. But
after puberty, the ovarian accumulation increased in fertile adult mice, depending on the
particle size. Thereby, increasing the nanoemulsion particle size from 25 to 150 nm in
diameter doubled the measured relative fluorescence intensity in the ovaries. However the
relative fluorescence intensity in the ovaries decreased again with reproductive aging and
the accompanying declining fertility of senescent mice [24].

(a) (b)

near-infrared fluorescent dye:
DiR

near-infrared fluorescent dye:
DiR

anionic phospholipid:
non-ionic surfactant: phosphatidylglycerol
macrogol 15 hydroxystearate
non-ionic surfactant:

macrogol 15 hydroxystearate

lipid core:
medium-chain triglyceride lipid core:
medium-chain triglyceride
,J onizing sodium chloride solution nizing sodium chioride solut

Figure 1. Composition of the nanoemulsions for the in vivo biodistribution studies: (a) previously
in vivo investigated neutral surface-charged nanoemulsions [24] and (b) surface modified negatively
surface-charged nanoemulsions through the integration of the anionic phospholipid PG into the
stabilizing layer.
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This study investigates whether the accumulation in the female reproductive organs
of i.v. injected nanoemulsions can be controlled by adapting the nanoemulsion particle
design. Therefore, the surface of the previously investigated neutral surface-charged
nanoemulsions was modified by the incorporation of PG into the stabilizing MHS layer to
create a negatively charged surface of the nanoemulsion droplets, as shown in Figure 1b.
The phospholipid PG possesses an anionic charge in its hydrophilic head group, which
contains a second glycerol moiety [25]. It is a natural constituent in mammals and occurs as
a lung surfactant as well in the plasma [25-27]. Furthermore, PG was reported as non-toxic
and non-hemolytic, plus it revealed anti-inflammatory activity in vitro [28-30] and thus
seemed suitable to formulate nanoemulsions with a negative surface charge.

For the comparison of these negatively surface-charged nanoemulsions with the previ-
ously investigated neutral surface-charged nanoemulsions, the medium-chain triglyceride
(MCT) core was loaded as well with the near-infrared fluorescent dye DiR (DiLC18(7)),
which was already deployed for in vivo fluorescence imaging and reported as non-
toxic [7,23,24,31-33]. Using such a near-infrared fluorescent dye allowed for the mini-
mizing of the autofluorescence signal of the mice plus probing in larger tissue depths than
a few hundred microns within ultraviolet and visible wavelengths because of the light
absorption of the tissue cell components [34,35]. Additionally, the immunocompetent and
hairless SKH1-H7"" mouse strain was chosen, which loses its hair within three weeks after
birth and thus excludes possible interferences between fur and both excitation as well
as emission light [35-37]. The dialkylcarbocyanine DiR with a reported logP of 17.4 is
highly lipophilic and insoluble in water [38]. Thus the DiR stayed nearly completely inert
in the MCT core of the previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions
so that depending on the particle size, only a very small amount of maximal 1.3% DiR
was transferred to blood cells as an acceptor [24]. Since DiR was shown to degrade to
fluorescent molecules with different properties at pH values below 4, possible changes
of the fluorescence signal with DDS developing an acidic microenvironment should be
considered in its data evaluation [39].

2. Materials and Methods

Kollisolv® MCT 70 (medium-chain triglyceride, MCT) and Kolliphor® HS 15 (macro-
gol 15 hydroxystearate, MHS) were kindly provided by BASF SE (Ludwigshafen, Ger-
many), and LIPOID EPG (egg phosphatidylglycerol sodium salt, PG) by Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, Germany). Sodium chloride and the near-infrared fluorescent dye DiR
(1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindotricarbocyanine iodide) were purchased from
Griissing GmbH (Filsum, Germany) or Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Inc. (Carlsbad,
CA, USA), respectively. Dulbecco’s modified eagle medium—high glucose with 4500 mg/L
glucose, L-glutamine, sodium bicarbonate, with and without sodium pyruvate (DMEM
w/NaP or DMEM w /o NaP, respectively), fetal calf serum (FCS), penicillin-streptomycin
(P/S), Triton™ X-100, fluorescent dye resazurin sodium salt, sodium citrate dehydrate
and Dulbecco’s phosphate buffered saline 10x (PBS) were purchased from Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Steinheim, Germany). Double distilled and 0.2 um sterile-filtered water
was used in all experiments and analytics.

2.1. Preparation of Isotonic Nanoemulsions with Negative Surface Charge

For the preparation of isotonic nanoemulsions with a negative surface charge, a
previously developed phase-inversion-based process [23] was modified by incorporating
the anionic phospholipid PG into the stabilizing MHS layer. For the parameter screening,
varying PG and MHS mass shares were dispersed thoroughly with 30 wt.% MCT in an
aqueous NaCl solution under magnetic stirring at ~750 rpm. The emulsion was heated to
99 °C undergoing a phase inversion from an o/w to a w/o emulsion. It was cooled back
into its phase inversion zone and shock diluted with ice-cold water.

A previously developed equation system for the production of isotonic nanoemulsions
with a neutral surface charge [23] was modified to calculate the amounts of the respective
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cNac1,0 = (Oplood — Omms (cmms,p) — Opc(cpc,p)) %

Omns (cmms,p) = 4.6293 %ﬂl X Crus,p +0.6041 2ol 5 ans,p — 00235 m,y;;l X Charis,p

educts, including the incorporated PG to achieve the negative surface charge. Thereby,
the mass MCT m ¢t is the product of the desired total mass nanoemulsion 71y and the
desired mass share MCT in the final product xpcT,, after the shock dilution, which was set
to 8 wt.% MCT:

MpCT = Miot X XMCT,p 1)

The mass of the stabilizing anionic surfactant MHS 1455 is calculated by multiplying
the mass MCT with the ratio of the mass shares of MHS x)150 and MCT xycr,0 before
the shock dilution. Thereby, xp1rs0 was varied between 10 to 40 wt.% MHS and xc10
was set to 30 wt.% MCT:

XMHS,0 XMHS,0
= Mot X XMCT,p X 7
XMCT,0 XMCT,0

MpEs = MpcT X 2)

The mass of the incorporated anionic phospholipid PG mpg is the product of the
mass MCT with the ratio of the mass shares of PG xpg o and MCT xycr,o before the shock
dilution, where xpg o was varied between 0 to 6 wt.% PG:

XPG,0 XPG,0
= Mot * XMCT,p ¥ ®3)
XMCT,0 XMCT,0

mpg = mpycr X

The mass of the aqueous NaCl solution n1y,c;— s, is similarly calculated by multiply-
ing the mass MCT with the ratio of the mass shares of NaCl solution xpj,c;—so1,0 and MCT
xpmcrt,0 before the shock dilution, where xp,ci—so10 is the difference of 1 with the mass
shares of the other three components MCT, MHS, and PG:

XNaCl—Sol,0 1 —xpcr0 — XMHS,0 — XPG,0
MNaCl—50l = MMCT X —_ = Mot X XMCT,p X 4)
XMCT,0 XMCT,0

The mass of ice water #1¢, yater fOr the shock dilution is the difference of the total mass
and all previously calculated masses of MCT, MHS, PG, and NaCl solution:

XMCT,p
Mice water = Miot — MMCT — MMHS — MpG — MNaCl—-5ol = Mot X (1 ——] (5)
XMCT,0
To achieve a similar osmolality of blood Oy;,4 at 300 mosmol/kg, the calculation of
the necessary salinity of the aqueous NaCl solution before shock dilution [23] was edited
as follows:

MNaCl % MNaCl—Sol T Mice water (6)
$Nact X Nac MNaCI-Sol

As shown in the Supplementary Figure S1, PG did not influence the osmolality, so

Mpqct . .
that the term Opg (c pG/p) was set to zero. The term W was previously determined

as 2.922 x 1073 kg/mmol through the reciprocal slope of the fitted linear van’t Hoff law,
using ideal osmolality data of aqueous NaCl solutions after Ph. Eur. 2.2.35. Experimental
data revealed a well corresponding fit with the modified polynomial van't Hoff equation of
4th degree to calculate the term Oppyg (c MHS,p) [23]:

kg

+0.0008 " x chyps

@)

For the animal trials, three isotonic and negatively surface-charged nanoemulsions
were chosen with targeted particle sizes of 50 (negative NE50), 100 (negative NE100), and
150 nm (negative NE150), whose compositions are listed in Table 1. Their educts were
sterilized before their preparation. MHS and PG mixed in aqueous NaCl solution as well
as water for the shock dilution were autoclaved for 30 min at 121 °C and 2 bar. MCT was
sterilized by dry heat for 30 min at 180 °C. The nanoemulsion preparations were conducted
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one day before every animal experiment and under aseptic conditions in a laminar flow
bench. Ethanol of the DiR stock solution was evaporated and re-dissolved in the sterilized
MCT at a concentration of 0.1 mg/g for fluorescent labeling of the nanoemulsions. The
further preparation of these nanoemulsions was done as described previously, but under
aseptic conditions and finally sterile filtered with a 0.2 um polyethersulfone (PES) filter
into sterilized vials.

Table 1. Composition of the isotonic, negatively surface-charged nanoemulsions for the animal trials.

Compounds in wt.% Nl\?%;g‘lle l;Leng 0t(1)v1e T\IeEgla St:’vle
DiR loaded MCT 2 8.00 8.00 8.00
MHS 2.67 2.67 2.67
PG 1.60 0.80 0.27
NaCl solution 14.40°3 15.20 4 15.735
ice-cold water 73.33 73.33 73.33

1 NE50, NE100, and NE150 refer to the nanoemulsion particle size of 50, 100, and 150 nm, respectively;
2 DiR loaded MCT at a concentration of 0.1 mg/g; NaCl solutions at salinities of 35.05 wt.%, 4 4.83 wt.%, and
5 4.69 wt.%.

2.2. Particle Size and Zeta Potential Analysis

Both particle sizes and zeta potentials were determined with the Malvern Instruments
Zetasizer Nano ZS by Malvern Panalytical GmbH (Kassel, Germany). For particle size
measurements, samples were diluted at 1:100 in water and measured in triplicate with
15 runs each at 25 °C in backscattering mode. The zeta potential was determined in
triplicate by diluting each sample 1:10 in 0.1x PBS with pH 7.4 at 25 °C with 10 to 50 runs
per measurement.

2.3. Osmolality and pH Measurements

The osmolality of each sample was determined in triplicate with the Semi-Mikro
Osmometer by KNAUER Wissenschafliche Gerate GmbH (Berlin, Germany). The pH
values of each sample were determined by single-point measurements with the Portamess®
913 pH meter by Knick Elektronische Messgerdte GmbH (Berlin, Germany).

2.4. Longterm Stability

According to the ICH guidelines and Q1A recommended conditions, the samples were
stored at 5 £ 3 °C, room temperature, and 40 & 2 °C. Particle size analysis of the samples
was conducted directly after production and then after two, four, eight, and 12 weeks
of storage.

2.5. Cellular Toxicity

Cellular toxicity assays of the three negatively surface-charged nanoemulsions were
carried out in triplicate at eight replicates per run on normal human dermal fibroblasts
(NHDF) and mouse embryonic fibroblasts (3T3) obtained from Promocell (Heidelberg,
Germany) or ATCC (Manassas, VA, USA), respectively. Therefore, 20,000 NHDF cells or
10,000 3T3 cells were seeded in 11 of the 12 columns of 96-well plates in 100 uL. DMEM w/o
NaP for the NHDF cells of DMEM w/NaP for the 3T3 cells, both media with an additional
10 vol.% FCS and 1 vol.% P/S. The cells were grown for 24 h at 37 °C and 5% CO;. The
first of the 12 columns was used for the determination of the blank filled solely with 200 puL
corresponding cell culture medium without any cells, the second column with cells was
left untreated by adding 100 uL cell culture medium as a negative control for viable cells
and the third column was treated by adding 100 uL of 0.05 vol.% Triton™ X-100 solution
(final concentration 0.025 vol.%) as a positive control of fully inhibited cells. The cells
in the remaining nine columns were treated with different dilutions of the investigated
nanoemulsion. Therefore, the nanoemulsion was 0.2 um sterile filtered and diluted up to
10 times at ratios of 1:2.35, with the corresponding cell culture medium and 100 puL of the
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diluted nanoemulsion added to the NHDF or 3T3 cells. The cells were then incubated for
24 h. By using a resazurin reduction assay, the cell viability was determined by adding
20 uL of 440 uM resazurin solution. The added resazurin solution was mixed thoroughly
with the cell culture medium by carefully withdrawing the medium back and forth into the
pipette tips and incubated for another 2 h. The fluorescence intensity was then determined
with the BioTek® Instruments Cytation™ 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader by Agilent
Technologies Inc. (Santa Clara, CA, USA) using the RFP 531(excitation)/593(emission) filter
set. The cell viability was calculated as the percentage of the negative controls (untreated
cells) after subtraction of the blank (only medium without cells). Using linear interpolation,
the median inhibitory concentration IC50 was determined. Additionally, to the fluorescence
measurements, the morphology of the incubated 3T3 or NHDF fibroblasts was observed by
phase-contrast microscopy at 20 x magnification.

2.6. Investigation of the Interaction with Blood Cells

By adding 0.109 M sodium citrate solution at a ratio of 1:9 to the withdrawn whole
blood of untreated mice, the whole blood was stabilized against coagulation. 50 uL na-
noemulsion was added to 100 uL stabilized whole blood, mixed thoroughly, and incubated
for 4 h at room temperature. The blood cell fraction was then separated from the plasma
by centrifugation at 3000 rpm for 15 min with the MiniSpin® Centrifuge by Eppendorf
SE (Hamburg, Germany). The plasma was pipetted off and the pellet with the blood cell
fraction was washed by repeatedly redispersing in 1x PBS and centrifuging three times in
total. Both plasma and blood cell fractions as well as untreated whole blood as blank were
transferred into a 96-well plate. The fluorescence intensity of the samples was determined
as average radiant efficiency (ARE) by fluorescence imaging as described in Section 2.8.
The portion of the average radiant efficiency (PARE) of both fractions was calculated after
subtraction of the untreated whole blood ARE, according to Section 2.9 and Equation (8).

2.7. Animal Handling

Allin vivo protocols complied with the guidelines of the Federation for Laboratory
Animal Science Associations (FELASA) and were approved under file number 42502-
2-1456 MLU by the local authorities of Saxony-Anhalt, Germany. The in vivo studies
were performed in adult (age: 15-30 weeks, mean body weight 29.3 & 1.5 g) female
hairless immunocompetent SKH1-Hr"" Elite mice (mouse model of Charles River, Sulzfeld,
Germany) bred by the center for basic medical research (ZMG) of the Martin Luther
University, Halle-Wittenberg, Germany. The mice were housed in windowless and fully
automated air-conditioned rooms with barrier-maintained mouse colonies in closed cage
systems type II long with a maximum of five mice per cage according to the EG-guideline
86/609/EWG and GV-SOLAS guidelines. The light and temperature regime was controlled
automatically and the feeding followed the special diet for lab mice, having access to water
and food ad libitum.

The experimental procedure of the animal trials is illustrated in Figure 2. Using a
30 G cannula and a restrainer darkened with red foil, five mice for each nanoemulsion
formulation were slowly i.v. injected in the tail veins with 200 pL nanoemulsion, which
results in a mean dose of 6.8 + 0.3 uL./g body weight. For in vivo fluorescence imaging
directly after the bleeding of the injection site stopped (5-10 min after application), as well
as after 24 h, the mice were anesthetized with the XGI-8 Gas Anesthesia System by Caliper
Life Sciences (Waltham, MA, USA) and Matrx VIP 3000® Isoflurane Vaporizer by Midmark
Corporation (Dayton, OH, USA) at a 1-2% isoflurane-oxygen mixture at ~3.0 L/min O,
initial flow in the induction chamber and ~1.5 L/min steady flow during fluorescence
imaging, both flows at 21.1 °C and atmospheric pressure. During fluorescence imaging, the
mice were placed on a 37 °C temperature-controlled stage, preventing the body temperature
from decreasing. The mice were sacrificed by cervical dislocation 24 h after injection. For
further ex vivo analysis, 17 organs were excised and whole blood samples were withdrawn
during necropsy.
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Figure 2. Experimental procedure of the animal trials.

2.8. Fluorescence Imaging

In vivo and ex vivo fluorescence imaging was performed with the IVIS® SPECTRUM
fluorescence imager by PerkinElmer Inc. (Waltham, MA, USA) using the epi-illumination
mode at auto exposure with the following filter pair: excitation at 745 nm with 20 nm
bandwidth, emission at 800 nm with 30 nm bandwidth. For the in vivo fluorescence
imaging of every single mouse, the field of view was set to D using the mouse as the set
subject. The field of view was set to C using the well plate as the set subject for the ex vivo
fluorescence imaging of the excised organs displayed in a 12-well plate.

2.9. Image and Data Processing of the Fluorescence Images

PerkinElmer® Living Image® 4.7.3 Software was used for the image and data process-
ing as described previously [24]. For the adjustment of the fluorescence images, brightness
was set to 100, the contrast to 1.5, binning to 2, opacity to 60, and the smoothing to “none”,
using the “rainbow2” color table in reverse and logarithmic scale. The color scale of the
radiant efficiency was set to 3.0 x 107 (p/sec/ cm?/sr)/ (UW /cm?) minimumto cut off the
autofluorescence of mouse tissue, which was determined beforehand with untreated mice
as blank. The maximum was set to 3.0 x 10% and 5.0 x 10° (p/sec/ cm?/ sr)/ (LW / cmz)
above the maximal detected radiant efficiency of all taken in vivo or ex vivo fluorescence
images, respectively.

For data processing of the ex vivo fluorescence images, the fluorescence intensity of the
excised organs was determined as ARE by drawing a region of interest (ROI) automatically
around the outlines of each organ with the “autol” function, and if not applicable manually,
with the “free draw” function. For comparison, the PARE of each single organ n of a mouse
m PARE;, , was expressed as the portion of the sum of all measured ARE-signals of the
17 excised organs plus the withdrawn blood (1 =1 ... 18) of the mouse m ARE,, ;:

ARE,

PARE; = —o—2
Y18 ARE,

8)

The mean PARE @PARE,, was calculated for the 3D bar chart and logarithmic contour
plots for the discussion of the biodistribution in Section 3.7:

5
PARE
OPARE, = w

©)

The mouse with the smallest deviation Dev,, from the arithmetic mean of all calculated
PARE,,,, within the group of the five mice was then chosen as a representative mouse for
the in vivo and ex vivo fluorescence images in the Sections 3.6 and 3.7, according to the
following equation:

Devy =Y \° | |OPARE, — PAREy,| (10)

Using the software IBM® SPSS® Statistics Version 24, statistical analysis was performed
by pairwise Mann-Whitney-U-Tests (MWU) to investigate the effect of the particle size on
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the accumulation within both groups’ negatively and neutral surface-charged nanoemul-
sions. To investigate the effect of the surface charge on the accumulation, pairwise MWUs
were performed between the pairs of similar-sized nanoemulsions with a negative and
neutral surface charge. MWU is a robust test for the statistical analysis of small samples and
does not presuppose a normal distribution, suitable for such a small number of samples
with only five mice per administered nanoemulsion formulation.

3. Results and Discussion
3.1. Screening of the Nanoemulsion Formation with Negative Surface Charge

Screening trials were conducted to achieve nanoemulsions with a negative surface
charge and targeted particle sizes of 50, 100, and 150 nm in diameter, with a narrow size
distribution. Furthermore, it was aimed to achieve isotonicity and thus reduce the risk
of crenation or shriveling of the blood cells as well as pain at the site of application. The
contour plots in Figure 3 show the resulting (a) particle sizes, (b) polydispersity index (PDI),
(c) zeta potential, and (d) osmolality of the produced nanoemulsions at different MHS and
PG mass shares at a constant MCT mass share of 8 wt.%. Additionally, the Supplementary
Figure S2 shows the same experimental data as scatter plots against the PG:MHS ratio.
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Figure 3. Contour plots showing (a) the resulting particle diameter, (b) the PDI, (c) the zeta potential
in 0.1x PBS at pH 7.4, and (d) the osmolality of the screening trials depending on the MHS against
the PG mass shares at a constant MCT mass share of 8 wt.%, in which each dot e represents a
conducted experiment.

The hydrodynamic particle diameters were measured by dynamic light scattering and
were expressed as the commonly used Z average (zave) and the width of the overall particle
size distribution as the common dimensionless PDI (ISO 22412 and [40]). Depending
on the mass shares of the non-ionic surfactant MHS and the anionic phospholipid PG,
nanoemulsions were formed with particles of 27 to 148 nm in diameter (Figure 3a) and
narrow size distributions with PDIs of 0.02 to 0.15 (Figure 3b). Thereby, the increase of
both surfactant mass shares MHS and PG led to consistently decreasing particle sizes of
the nanoemulsions. In the case of the PDIs, the composition passed through an optimum,
where at first the PDIs decreased with increasing surfactant mass shares from 0.15 to very
narrow distributions with PDIs below 0.05 accompanying the decreasing particle sizes of
the nanoemulsions. Thereby, the lowest PDIs were detected for the nanoemulsions with
particle sizes around 60 nm. With the further increase of both surfactant mass shares, the
PDIs increased slightly up to 0.08, although with the further decreasing particle sizes of
the nanoemulsions.
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By electrophoretic light scattering in 0.1 x PBS at physiological pH 7.4, the electroki-
netic potentials at the slipping plane of the nanoemulsion droplets were determined, and
these results are plotted in Figure 3c. With the increasing mass share of the anionic phos-
pholipid, the zeta potential decreased from nearly neutral with —2 mV at 0.00 wt.% PG
up to nearly —30 mV at 1.60 wt.% PG and 2.67 wt.% MHS. Thereby, the resulting zeta
potential depended only on the PG:MHS ratio of the nanoemulsion composition, as shown
in the Supplementary Figure S2c. Hence, increasing this ratio and therewith increasing the
portion of PG on the surface of the nanoemulsion droplets decreased the zeta potential of
the nanoemulsions.

Figure 3d shows the resulting osmolalities of the screened nanoemulsions, which were
determined by cryoscopy. All produced nanoemulsions were nearly isotonic at osmolalities
between 283 and 318 mosmol/kg.

3.2. Physicochemical Properties of the Three Chosen Negatively Surface-Charged Nanoemulsions

For further in vitro and in vivo investigation, three compositions were chosen with the
targeted particle sizes of 50, 100, and 150 nm, and the most possible negative zeta potentials.
Thereby, these three compositions had the lowest investigated MHS mass share of 2.67 wt.%,
since this non-ionic surfactant was determined as the main potentially toxic ingredient of
previously investigated isotonic and neutral surface-charged nanoemulsions [23]. Neg-
atively surface-charged nanoemulsions of different particle sizes were reproducible and
formed by only adjusting the PG mass shares to 1.60 wt.% for the negative NE50 (red
bars), 0.80 wt.% PG for the negative NE100 (blue bars), and 0.27 wt.% PG for the negative
NE150 (green bars), as shown with their resulting physicochemical properties in Figure 4.
By adjusting only the PG mass shares to 1.60 wt.% for the negative NE50 (red bars), to
0.80 wt.% for the negative NE100 (green bars), and to 0.27 wt.% for the negative NE150
(green bars), the three targeted nanoemulsion formulations were reproducibly formed with
the in Figure 4 depicted physico-chemical properties.

Particle Size [nm]

pH value [-]

Polydispersity Index [-] | Zeta Potential [mV] |Osmolality [mosmol/kg]

negative
NE150

11475 0.148 - -202 1305.0 48

28

S5 0.036 -26.5

2z

2o j y I TR

‘% g 51.0 - 0.049 1 -28.8 306.7 146

. | I RS
100 nm 0.200 -20 mV 400 mosmol/kg 5.0
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Figure 4. Physicochemical properties of the three chosen isotonic, negatively surface-charged na-
noemulsions for the animal trials, determined by three individual produced batches.

The three negatively surface-charged nanoemulsions had particle sizes very close
to their targeted particle sizes with the negative NE50 at 51.0 nm, the negative NE100 at
95.7 nm, and the negative NE150 at 147.5 nm in diameter. With PDIs below 0.05, both
negative NE50 and negative NE100 had very narrow monomodal size distributions, as
shown in the Supplementary Figure S3a. The PDI of 0.148 indicated as well a narrow
monomodal size distribution for the negative NE150 (Figure S3a). The zeta potentials of
these three nanoemulsions were determined at —28.8 mV for the negative NE50, —26.5 mV
for the negative NE100, and —20.2 mV for the negative NE150. All three nanoemulsion
compositions were isotonic with osmolalities between 305.0 to 307.2 mosmol/kg, thus
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ensuring a painless i.v. application without any vascular damage [41,42]. The pH values
between 4.6 and 5.0 indicated a slight acidity of the three nanoemulsions but were still
within the acceptable range of pH 3-11 for small volume i.v. injections [41,43]. Within the
short time between the aseptic nanoemulsion preparation one day before i.v. application
until the end of the animal trials, acid-induced degradation of the incorporated fluorescent
dye DiR for the in vivo fluorescence imaging was very unlikely, since DiR was described as
chemically stable for pH values above 4.0 [39].

3.3. Longterm Stability

As metastable systems, nanoemulsions are prone to physical destabilization through
flocculation, coalescence, Ostwald ripening, or even creaming at various timescales, which
may take up to many months or years [44,45]. Therefore, the three negatively surface-
charged nanoemulsions were investigated against possible physical destabilization accord-
ing to the ICH guidelines of Q1A at 5 4 3 °C, room temperature, and 40 + 2 °C. Figure 5
shows their changes in particle size and PDI over 12 weeks at the three recommended
storage conditions.

Storage at 5 °C Storage at RT Storage at 40 °C

negative
NE150

Particle Sizes of the
negative NE150 after:
production
[ 12 weeks
] 4 weeks

negative
NE100

8 weeks
12 weeks

B 4 weeks

8 weeks
12 weeks
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NES50

.
- o) negative NE100 after:
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I 2 weeks
.

negative NE50 after:
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]2 weeks
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-
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T T T T T T T 1

r—
400 nm 400 nm 400 nm

Particle Size [nm]

2 Y & > '- \ _' T Polydispersity

0.600 0.600 0.600 Index

Polydispersity Index [-]

Figure 5. Long-term stability of the three negatively surface-charged nanoemulsions at the recom-
mended storage conditions according to the ICH guidelines Q1A of 5 & 3 °C, room temperature (RT),
and 40 2 °C.

At both storing conditions of 5 &+ 3 °C and room temperature, all three negatively
surface-charged nanoemulsions showed sufficient stability of their particle size over the
complete time of 12 weeks. Their intensity weighed particle size distributions stayed
monomodal and still narrowly distributed, as shown in the Supplementary Figure S3b,c.
Exposing the negatively surface-charged nanoemulsions to increased thermal stress of
40 £ 2 °C, led to a small increase of the particle size of the negative NE50 after four weeks
of storage, which further increased up to 587 nm after 12 weeks of storage. The intensity
weighed particle size distribution became bimodal and broadly distributed, as shown in
the Supplementary Figure S3d. While the particle size of the negative NE100 increased
slightly after 12 weeks of storage at 40 4 2 °C with a shift of the intensity weighed size
distribution to bigger particle sizes (Figure S3d), the particle size of the negative NE150
stayed stable throughout the complete investigated time with a remaining narrow intensity
weighed particle size distribution (Figure S3d).
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3.4. Cellular Toxicity

The cellular toxicity of the negatively surface-charged nanoemulsion was determined
by resazurin reduction assays with 3T3 as well as NHDF fibroblasts after 24 h of incubation.
The resulting dose-response curves of the cell viability against the concentration of the
three nanoemulsions are shown in Figure 6.
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Figure 6. Dose-response curves of the cell viability over the total mass nanoemulsion (DiR loaded
MCT, PG, MHS + aqueous phase) per ImL cell culture media on (a) 3T3 and (b) NHDF fibroblasts
after 24 h incubation with the three negatively surface-charged nanoemulsions, determined by three
individual incubated batches (eight replicates per run); the inlet graphs show the corresponding
negative and positive controls with the untreated or TritonTM X-100 treated cells, respectively.

With increasing nanoemulsion concentration, all three nanoemulsions revealed growth-
promoting effects. Thereby, the negative NE50 had its maximal cell viability at a nanoemul-
sion concentration of 7.0 mg/mL for both fibroblasts lines. The negative NE100 and
negative NE150 had both their maximal cell viabilities at 16.4 mg/mL for both fibroblasts
lines. With increasing concentrations beyond their maxima, cytotoxic effects became dom-
inant, leading to a rapid decrease in cell viability for the negative NE100 and NE150 for
both fibroblast lines and less rapid for the negative NE50. This less rapid decrease in cell
viability for the negative NE50 might derive from a more robust surfactant layer by higher
electrostatic forces through the high amount of incorporated anionic phospholipid PG in
the stabilizing layer of the negative NE50 nanoemulsion droplets. The cytotoxic effects
of the three negatively surface-charged nanoemulsions were likely induced by the non-
ionic surfactant MHS, which was detected in previous research as the main cell viability
inhibiting ingredient on various cell lines [23,46-48]. Thereby, a formation of needle-like
12 hydroxystearic acid crystals as a metabolic degradation product of MHS likely caused
cell death in vitro [23]. A similar formation of the needle-like 12 hydroxystearic acid crystal
formation was observed for the negatively surface-charged nanoemulsions, as shown in
the Supplementary Figure S4.

However, such a crystal formation is unlikely to occur in vivo because of different
transport and metabolic conditions. Instead, 12 hydroxystearic acid was found to be
deposited in the body lipids, mainly in the abdominal fat, after feeding rats with a 12 hy-
droxystearic acid-containing diet for up to 16 weeks. Furthermore, the 12 hydroxystearic
acid was degraded to its metabolites 10 hydroxypalmitic acid and 8 hydroxymyristic acid
by successive losses of two carbon units at the carboxyl end of the fatty acid chain [49].
Another in vivo study showed a rapid breakdown of the 12 hydroxystearic acid, where
only one-fifth of the radioactively labeled 12 hydroxystaeric acid could be recovered 5 min
after i.v. injection from the whole rat [50].
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Since the dose-response curves of the cell viabilities did not show a sigmoidal curve,
the median inhibitory concentrations IC50 of the three nanoemulsions were determined by
linear interpolation between the two data points above and below 50% cell viability. The
calculated IC50 values, at which the fibroblasts possess half the viability of untreated cells,
are displayed in Figure 7 for both fibroblast lines.

Median Inhibitory Concentration [mg/mL]

- 56.0 - 80.1

+ 1034 - 195.8

373 fibroblasts NHDF fibroblasts

150 mg/mL 150 mg/mL

negative
NE150

negative
NE100

negative
NES0

Figure 7. IC50 as the total mass of the three negatively surface-charged nanoemulsions (DiR loaded
MCT, PG, MHS + aqueous phase) per mL cell culture media on 3T3 and NHDF fibroblasts after 24 h
incubation, determined by three individual incubated batches (eight replicates per run).

After 24 h incubation, both negative NE100 and negative NE150 had similar IC50
values at concentrations of 56.0 and 60.4 mg/mL (3T3 fibroblasts) as well as 80.1 and
75.0 mg/mL (NHDEF fibroblasts), respectively. The negative NE50 had substantially higher
IC50 values at 103.4 mg/mL (3T3 fibroblasts) and 195.8 mg/mL (NHDF fibroblasts), result-
ing from the previously discussed less rapid decrease of both 3T3 and NHDF dose-response
curves in comparison to the 3T3 and NHDF dose-response curves with the negative NE100
and negative NE150. In comparison, these three negatively surface-charged nanoemulsions
had substantially higher IC50 values than previously investigated neutral surface-charged
MCT nanoemulsions with equivalent particle sizes. Their IC50 values after 24 h incu-
bation were determined to be between 14.6 to 32.3 mg/mL (3T3 fibroblasts) or 23.9 to
51.5 mg/mL (NHDF fibroblasts), depending on their particle size and consequently on
their MHS content [24]. The almost doubled IC50 values of these three nanoemulsions
were derived by reducing the potentially cytotoxic MHS concentrations from 4.0-8.8 wt.%
for the neutral surface-charged nanoemulsions (depending on the targeted particle size)
down to 2.67 wt.% for the negatively surface-charged nanoemulsions for all three targeted
particle sizes. Hence, the incorporation of the anionic phospholipid PG into the stabiliz-
ing layer of the MCT nanoemulsion droplets decreased the cytotoxicity substantially in
comparison to the neutral surface-charged MCT nanoemulsions. Therefore, the safety
for a complication-free i.v. application was increased by maintaining equivalent targeted
particle sizes.

3.5. Blood Cell Interaction

The interaction of blood cells with the three negatively surface-charged nanoemulsions
loaded with the fluorescent dye DiR was investigated by incubating a volume of 50 uL
of every nanoemulsion in 100 uL sodium citrate stabilized whole mouse blood for 4 h at
room temperature. The portions of the detected fluorescent signal of both separated plasma
and blood fractions were calculated as PARE and are displayed in Figure 8. The PARE
of the blood cell fraction slightly increased from 0.2% to 0.9% with decreasing particle
size. This derived either by a marginal cellular uptake of the smaller sized nanoemulsion
droplets into the blood cells or by a very small amount of transferred DiR molecules from
the lipid core of the nanoemulsion droplets through the blood cell membranes because
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of a highly increased specific surface area available for such a transfer by downsizing the
nanoemulsion droplets. Overall, the very low PARE of the blood cell fraction indicated
that all three nanoemulsions merely interacted with the blood cells and that for the most
part the highly lipophilic fluorescent dye DiR with a reported logP of 17.4 [38] stayed inert
in the MCT core of the negatively surface-charged nanoemulsions, similar to previously
investigated neutral surface-charged nanoemulsions of the same particle size range [24].

Portion of the Average Radiant Efficiency [%]

199.8 |10.2

199.1 0.9

plasma fraction blood cell fraction

TT50%
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NE150

negative
NE100

negative
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Figure 8. PARE in plasma and blood cell fractions after 4 h of incubation with the three negatively
surface-charged nanoemulsions, determined by three individual incubated batches.

3.6. In Vivo Fluorescence Imaging

The incorporation of the near-infrared fluorescent dye DiR into the lipid core enabled
the detection of accumulating nanoemulsions in larger tissue depths, avoiding the light
adsorption of tissue cell components in ultraviolet and visible wavelengths [34]. The
accumulation of the three negatively surface-charged nanoemulsions in adult mice (age:
15-30 weeks) was monitored in vivo by noninvasive fluorescence imaging directly after
the i.v. application into the tail vein (5-10 min), and again 24 h thereafter. Figure 9 shows
the lateral, ventral, and dorsal in vivo fluorescence images of the representative mice
(one for each nanoemulsion according to Equation (10)). For better comparability of the
biodistribution profiles affected by the nanoemulsion particle design, the results of the
animal trials with the previously developed neutral surface-charged nanoemulsions i.v.
injected in adult SKH1-Hr"" Elite mice (age: 12-39 weeks) are included in the following
figures. Their particle properties were reported with particle sizes of 25.7 nm (neutral
NE25), 50.5 nm (neutral NE50), 97.7 nm (neutral NE100), and 144.9 nm (neutral NE150) at
zeta potentials between —2 to —3 mV at pH 7.4 [24]. Thereby, their MCT concentration of
8.0 wt.% as well as their DiR-load of 0.1 mg/g were exactly similar to the MCT concentration
and DiR load of the negatively surface-charged nanoemulsions and therefore suitable for a
direct comparison by fluorescence imaging.

The previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions were reported to
accumulate in the liver quickly after their i.v. application [24], which was observed as well
for all three negatively surface-charged nanoemulsions in the ventral view, as shown by
the white arrows. This indicated a rapid hepatic uptake of both types of nanoemulsions
into the RES, involving the Kupffer cell-mediated phagocytosis in the liver similar to a
variety of other nanoparticulate formulations observed within a few minutes to 1.5 h after
parenteral application [8,51-54]. The intensity of the fluorescence signal, stated as radiant
efficiency, increased for the liver within 24 h after the i.v. application. Thereby, the radiant
efficiency increased moderately for all three negatively surface-charged nanoemulsions,
contrary to the previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions, where
the highest radiant efficiencies in the liver were detected, especially for the small-sized
formulations NE25 and NE50 [24]. This indicated that the incorporation of the anionic
phospholipid PG into the stabilizing layer and hence the targeted decrease of zeta potential
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from nearly neutral down to at least —20.2 mV might lead to a more wide biodistribution
of the negatively surface-charged nanoemulsions across other organs, which was observed
as well for negatively surface-charged PG liposomes in comparison to neutral surface-
charged phosphatidylserine liposomes [54]. Despite the hepatic accumulation, ovarian
accumulation was detected 24 h after i.v. application of the three negatively surface-charged
nanoemulsions in the adult mice. Depending on the reproductive aging of the mice, this
phenomenon was as well detected in all four previously investigated neutral surface-
charged nanoemulsions. Thereby, nearly no ovarian accumulation was detected before the
onset of puberty, peaking at its maximum during the most fertile lifetime of adulthood,
and then decreasing again with increasing senescence of the mice [24].

10! s 10*

Radiant Efficiency [(p/sec/em?/se)(uWicm?)]
Figure 9. Noninvasive in vivo fluorescence images of the representative mice directly after (5-10 min)
and 24 h after i.v. injection with the three negatively surface-charged nanoemulsions and an additional
four previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions [24].

3.7. Ex Vivo Fluorescence Imaging and Biodistribution of the Nanoemulsions

For ex vivo analysis, the mice were sacrificed 24 h after their i.v. injection. Seventeen
organs were excised and whole blood was withdrawn by heart puncture during necropsy.
Ex vivo fluorescence imaging was conducted of the excised organs and the withdrawn
whole blood. Around the outlines of every single organ, a ROI was drawn using the
PerkinElmer® Living Image® 4.7.3 Software to determine the fluorescence intensity as ARE.
The PARE of every single organ was calculated for each mouse according to Equation (8),
followed by the mean PAREs for the five mice per nanoemulsions formulation according
to Equation (9), which are provided in the Supplementary Table S1. Because of the small
number of samples of five mice per i.v. injected nanoemulsion formulation, statistical anal-
ysis was performed with MWU. The results are provided in Supplementary Tables S2-54.
Figure 10 gives an overview of all calculated mean PARESs of the three negatively surface-
charged nanoemulsions and, additionally, for better comparability, the four previously
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investigated neutral surface-charged nanoemulsions [24]. Thereby, the mean PARE and the
individual PARE values of every single mouse are plotted as a combined 3D bar chart and
3D scatter chart, respectively. Depending on their targeted particle size, the nanoemulsion
formulations NE25 (orange bars and scatter), NE50 (red), NE100 (blue), and NE150 (green)
are plotted according to their negative or neutral zeta potential along the x-axis. The ex

vivo excised organs are plotted against the y-axis, while the mean and individual PARE
values of the mice are plotted along the z-axis.

NE25 é\? o %
¢ meanPAREofn=5 () mean PAREofn=5 g & &
» individual PARE values ¢ individual PARE values < S IS
NE100 NE150 S
@ mean PARE ofn=5 meanPAREofn=5 & & 9 y
® individual PARE values ¢ individual PARE values N§

Figure 10. 3D bar and scatter chart of the PARE of the ex vivo excised organs and blood, 24 h after i.v.

injection of the three negatively surface-charged nanoemulsions and additionally four previously
investigated neutral surface-charged nanoemulsions [24].

Additional to the overview of all excised organs, the mean PARE of the seven organs
with the highest accumulations (liver, spleen, uterus + ovaries, heart, stomach, kidneys,
and caecum) are plotted as contour plots against the particle size of both negatively and
neutral surface-charged nanoemulsion formulations and their corresponding zeta poten-
tial in Figure 11. Each black dot represents the exact particle size and zeta potential of
the nanoemulsions.
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Figure 11. Logarithmic contour plots of the mean PARE for the organs with the highest accumula-
tions ((a) liver, (b) spleen, (c) uterus + ovaries, (d) heart, (e) stomach, (f) kidneys, and (g) caecum)
plotted against the particle size and the zeta potential of the three i.v. injected negatively surface-
charged nanoemulsions and the additional four previously investigated neutral surface-charged
nanoemulsions [24], displayed as e.

Blood was withdrawn by heart puncture after scarification to verify a complete ac-
cumulation of the i.v. injected nanoemulsions from the bloodstream into the organ tissue.
With all mean PARE: of the blood below 1%, nearly no nanoemulsion droplets did circu-
late in the bloodstream anymore for all three negatively surface-charged nanoemulsion
formulations, similar to the four previously investigated neutral surface-charged nanoemul-
sions [24]. The nanoemulsion formulations either accumulated in the organ tissue within
24 h after i.v. application or were already excreted hepatically.

The highest accumulation for all three negatively surface-charged nanoemulsions was
detected in the liver tissue, since the liver takes up to 80-90% of the RES function [52,55,56].
The PAREs decreased significantly with increasing particle size, from 51.8% mean PARE for
the negative NE50 (zeta potential of —28.8 mV) down to 42.1% mean PARE for the negative
NE150 (zeta potential of —20.2 mV), as shown in Figure 11a. Thereby, the significance was
prominent between all three particle sizes. In comparison with the previously investigated
neutral surface-charged nanoemulsions with zeta potentials between —2.0 and —3.2 mV, the
hepatic accumulation was even more dependent on the particle size, decreasing significantly
from 66.2% mean PARE for the smallest nanoemulsion NE25 down to 40.3% mean PARE for
the NE150 in adult mice [24]. MWU of the similar-sized nanoemulsions with neutral and
negative surface charge revealed a significant reduction of the PAREs by the incorporation
of the anionic PG into the stabilizing layer of the NE50. For the nanoemulsions NE100 and
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NE150, the negative surface charge did not change the PAREs significantly in comparison
to the neutral surface charge.

Containing reticular cells, the spleen and bone marrow are further parts of the RES
as well [57]. The particle size of the negatively surface-charged nanoemulsions had no
significant effect on the PARE values and thus on the accumulation in the spleen with
mean PAREs between 8.2 and 9.9%, as shown in Figure 11b. In contrast, the particle size of
the previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions had significant effects
on the PARE values with mean PAREs between 6.7 and 12.9%, with their maximum peak
at a particle size of 100 nm [24]. Except for the pair of the neutral NE50 and NE100, the
significance was prominent between all other pairs of the four different particle sizes. The
surface charge of similar-sized nanoemulsions had significant effects on the PARE values.
The accumulation in the excised femur, knee, and tibia showed no dependency on the
particle size for the negatively surface-charged nanoemulsions with mean PAREs between
2.9 to 3.3% (not depicted as logarithmic contour plot). The previously investigated neutral
surface-charged nanoemulsions had mean PAREs between 3.3 and 4.6% [24]. Statistical
analysis by MWU between the pairs of similar-sized nanoemulsions with the negative and
neutral surface charges revealed that the negative NE50 and negative NE100 accumulated
significantly lower in the femur, knee, and tibia than their neutral counterparts. No
significant effect of the surface charge was found between the accumulation of the neutral
NE150 and negative NE150. Therefore, the detected accumulation in the excised femur,
knee, and tibia was probably caused by the uptake of the nanoemulsions into the bone
marrow as part of the RES.

The previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions revealed a particle
size dependency for the accumulation in the reproductive female sex organs uteri and
ovaries, especially during their fertile lifetime period in adult mice with up to 9.8% mean
PARE for the neutral NE150. The PAREs of the neutral NE150 were significantly higher
than the PAREs of the smaller-sized neutral surface-charged nanoemulsions, and therefore
may be suitable for the treatment of ovarian diseases or dysfunctions [24]. In contrast to
that, all three negatively surface-charged nanoemulsions accumulated independently of
their particle size in the female sex organs with nearly identically mean PAREs between
4.8 and 5.1%, as shown in Figure 11c. There was no significant difference in the PAREs
caused by the nanoemulsion particle size. Consequently, unintended accumulation of
these nanoemulsions in the female sex organs remained at low amounts through the
implementation of innovative particle design by incorporation of the anionic phospholipid
PG into the stabilizing MHS layer. As a result, the possibility of side effects in the ovaries
can effectively be reduced while maintaining a tunable biodistribution profile by adjusting
the particle size of the negatively surface-charged nanoemulsions.

Dependent on the particle size, the negatively surface-charged nanoemulsions accu-
mulated in the heart and kidneys, as shown in Figure 11d,f. The mean PARE increased
with increasing particle size of the nanoemulsions from 3.2% up to 8.1% in the heart and
from 3.3% up to 5.0% in the kidneys. Pairwise statistical analysis by MWU revealed that
the increase of the PAREs in the heart was significant from the negative NE50 to the neg-
ative NE100 and negative NE150. The PAREs between the negative NE100 and negative
NE150 were not significant, but the ongoing increasing mean PAREs suggested that the
cardiac accumulation further increased with increasing particle size. In the kidneys, the
PARE: of the negative NE50 were significantly lower than the similarly high PAREs of the
negative NE100 and negative NE150. This accumulation behavior was observed as well but
less intensively with the previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions:
independently of aging for the accumulation in the heart and in the case of the kidney,
accumulation increasing with the aging of the mice [24]. Therefore, the surface charge
may influence the cardiac accumulation, since the PAREs of the negative NE100 were
significantly higher than the neutral NE100. Although the PARESs of the negative NE50 and
negative NE150 were not significantly higher than the PAREs of the similar-sized neutral
surface-charged nanoemulsions, their higher mean PAREs suggested an increased cardiac
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accumulation through the modified negative surface of the nanoemulsion droplets. For the
accumulation in the kidneys, no significant effects of the surface charge were detected. The
effect of particle size on the accumulation in the heart and kidneys was found as well with
other i.v. injected nanoparticular formulations: gold nanoparticles showed an increasing
particle size-dependent heart accumulation in pregnant and non-pregnant mice [58], as well
as lipid nanocapsules for both heart and kidney accumulation in mice aged 6-8 weeks [59].

As shown in Figure 11e,g, mean PARES were detected with up to 7.7% in the stomach
with the negative NE150 significantly higher than the smaller-sized negatively surface-
charged nanoemulsions and up to 4.3% in the caecum with no significant effect of the
particle size for the negatively surface-charged nanoemulsions, but significant for the
neutral surface-charged nanoemulsions. This increased fluorescence signal might derive
partially from coprophagy, which was found to begin in the mice age of 2.5 weeks, peak at
age five to six weeks with 13 pellets per day, and decreases gradually down to 2.1 pellets
daily at an age of 78 weeks [60]. Hence, the adult mice aged 15-30 weeks might reuptake
the excreted fluorescent dye DiR into their gastrointestinal tract, which probably already
left the body hepatically. Similar observations were made with the previously investigated
neutral surface-charged nanoemulsions: a substantial fluorescence signal in the stomach
and caecum were found to increase with aging in adult and senescent mice at an age
<12 weeks, but not in juvenile mice at an age of three to four weeks, although coprophagy
was occurring. Therefore, it was found that the increasing fluorescence signal with aging
after puberty stood in contrast to the decreasing coprophagic activity [24]. Consequently,
the detected fluorescence signal of the negatively surface-charged nanoemulsions in the
stomach and caecum derived likely not only by coprophagy but also through aging effects
after puberty, where the RES capacity was found to decline [51-53]. This might lead to the
more widely distributed accumulation of the negatively surface-charged nanoemulsions
in the adult mice across the described other non-RES organs including the uterus, ovaries,
heart, stomach, kidneys, and caecum, similar to the previous investigated neutral surface-
charged nanoemulsions [24].

All other excised organs (lungs, s.c. fat, pancreas and fat, duodenum, skin, bladder,
brain, thigh muscle, and colon) had mean PAREs below 3.0% (in declining order), and thus
had just a marginal accumulation of the negatively surface-charged nanoemulsions similar
to the previously investigated neutral surface-charged nanoemulsions [24].

Figure 12 shows ex vivo fluorescent images of the seven excised organs with the highest
negatively surface-charged nanoemulsions accumulations of the representative mice (one
for each nanoemulsion according to Equation (10)). The previously discussed courses of
the mean PAREs were confirmed by these ex vivo images, in which the radiant efficiency
was mostly evenly distributed over the organs with no distinctive hot spots, except for
the female sex organs. The hot spots with high radiant efficiency in the female sex organs
were detected in the ovaries for both negatively and the previously investigated neutral
surface-charged nanoemulsions [24], as well as many other different lipid or polymer
nanoparticulate DDS by fluorescent and nuclear imaging [4,7,8,11-13].
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Figure 12. Ex vivo fluorescence images of the excised organs with the highest accumulation (liver,
spleen, uterus +ovaries, heart, stomach, kidneys, and caecum) of the representative mice with
the three i.v. injected negatively surface-charged nanoemulsions and additionally four previously
investigated neutral surface-charged nanoemulsions [24].

4. Conclusions

Particle engineering of nanoemulsions was successfully applied by the incorpora-
tion of the anionic phospholipid PG into the stabilizing MHS layer of the nanoemulsion
droplets. Therewith, the tunable particle properties’ particle size and negative surface
charge were achieved. The negatively surface-charged nanoemulsions showed a greatly
reduced cellular toxicity on 3T3 and NHDF fibroblasts in comparison to previously in-
vestigated neutral surface-charged nanoemulsions of the same particle sizes without any
incorporated phospholipids in their stabilizing layer.

The tailor-made nanoemulsion properties” surface charge and particle size greatly
influenced the biodistribution profile in the following pattern: by far the highest accumu-
lation was expectedly found in the liver, which significantly decreased with increasing
particle size for both negatively and neutral surface-charged nanoemulsions. While no
significant effect of the particle size was detected for the accumulation in the spleen with the
negatively surface-charged nanoemulsions, the particle size of the neutral surface-charged
nanoemulsions showed significant effects with its maximal accumulation of the neutral
NE100 at 13% mean PARE. The accumulation in the heart significantly increased with the
increasing of the particle size of both negatively and neutral surface-charged nanoemul-
sions. As a result, the negatively surface-charged nanoemulsions had higher degrees of
cardiac accumulation than their similar-sized neutral surface-charged counterparts. Fur-
thermore, the particle size significantly affected the accumulation in the stomach with
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their maxima at the biggest particle size for both negatively and neutral surface-charged
nanoemulsions. Interestingly, the particle size of the negatively surface-charged nanoemul-
sions did not affect the accumulation in the female sex organs, since all three different-sized
formulations accumulated nearly identically at mean PAREs of 5%. In contrast, the neutral
surface-charged nanoemulsions accumulated dependent on their particle size, where the
highest accumulation of the neutral NE150 with 10% mean PARE significantly differed
from the smaller-sized formulations. The mean PAREs of all other organs were below
5% for all formulations.

Consequently, innovative particle engineering of these nanoemulsions proved to be a
powerful tool to alter the biodistribution profile and thereby to modify the accumulation in
different organs. Of special interest was the accumulation in the female sex organs with
hot spots in the ovaries: the accumulation of the nanoemulsions remained at constant low
amounts through the implemented negative surface charge for all three tested particle
sizes. Thus, possible side effects through unintended drug delivery or nanotoxicology of
the carrier itself can effectively be reduced while maintaining a tunable biodistribution
profile by adjusting the particle size of the negatively surface-charged nanoemulsions. In
case a drug delivery into the ovarian tissue is desired, using the previously investigated
neutral surface-charged nanoemulsions with the biggest particle size of 150 nm in diameter
might increase the treatment success of ovarian dysfunctions or diseases, like primary
ovarian insufficiency or ovarian cancer, since this formulation showed the highest ovarian
accumulation in adult mice [24].

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ pharmaceutics14020301/s1, Figure S1: The ideal osmolality of aqueous sodium chloride
solutions after Ph.Eur. 2.2.35 and experimental (exp.) determined osmolality of aqueous dissolved
MHS and PG., Figure S2: Scatter plots showing (a) the resulting particle diameter, (b) the PDI, (c) the
zeta potential at pH 7.4, and (d) the osmolality of the screening trials against the PG:MHS ratio at a
constant MCT mass share of 8 wt.%., Figure S3: Particle size distributions of the negatively surface-
charged nanoemulsions (a) after production and after 12 weeks of storage at the recommended
storage conditions according to the ICH guidelines Q1A of (b) 5 & 3 °C, (c) room temperature (RT),
and (d) 40 £ 2 °C., Figure S4: Phase contrast microscopy images at 20x magnification showing the
morphology changes of the 3T3 and NHDF fibro-blasts with increasing nanoemulsion concentration
including the formation of needle-like 12 hydroxystearic acid crystals after 24 h incubation with the
negatively surface charged nanoemulsions NE50, NE100, NE150, and a 20 wt.% MHS aqueous (aq.)
solution (*negative control, mean cell viability + standard deviation given as a percentage in the
microscopy images)., Table S1: Mean PARE values plus standard deviation (1 = 5) of each excised
organ plus withdrawn blood of the adult mice i.v. injected with the negative NE50, NE100, or NE150
nanoemulsions and additionally previously investigated neutral NE25, NE50, NE100, or NE150
nanoemulsions., Table S2: Calculated 2-sided exact significance p and corresponding U value of the
OARESs with the three negatively surface-charged nanoemulsions by MWU, showing the effects of
the particle size onto the PAREs., Table S3: Calculated 2-sided exact significance p and corresponding
U value of the PAREs with the four neutral surface-charged nanoemulsions by MWU, showing the
effects of the particle size onto the PAREs., Table S4: Calculated 2-sided exact significance p and
corresponding U value of the PAREs with similar-sized nanoemulsions with negative and neutral
surface charge by MWU, showing the effects of the surface charge onto the PAREs.
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