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Die physikochemischen Eigenschaf-
ten neuer Wirkstoffe sind wichtige Fak-
toren, die iiber eine erfolgreiche In-
vivo-Applikation entscheiden. Fiir die
effiziente zelluldare Aufnahme von klei-
nen Wirkstoffmolekiilen konnte eine
Vielzahl von Kriterien empirisch auf
der Basis von Struktur-Aktivitédts-Pro-
filen ermittelt werden. Hierfiir wurden
zahlreiche erfolgreiche und erfolglose
Wirkstoffe im Hinblick auf ihre Diffu-
sion durch die Zellmembran ins Zellin-
nere bewertet.!"! Trotz dieser empiri-
schen Regeln fallen viele potente Wirk-
stoff-Kandidaten jedoch in praklini-
schen Studien aufgrund ihrer begrenz-
ten Loslichkeit, Stabilitit und ihrer
hohen Toxizitdit durch. Um solche
Transportschwierigkeiten zu umgehen,
wurden Wirkstoff-Transportsysteme
entwickelt,” darunter physikalische
Aggregate amphiphiler Molekiile wie
polymere Micellen®™ und stabile uni-
molekulare Micellen, die in der noch
jungen Wissenschaft der Polymer-The-
rapeutika als geeignete Nanotranspor-
ter fiir den Wirkstofftransport gelten.”!

Dieses Highlight beschéftigt sich mit
einigen jlingeren Entwicklungen bei
polymeren Kern-Schale-Architekturen
— Blockcopolymeren und unimolekula-
ren Micellen — sowie den Aufnahmeme-
chanismen fiir derartige supramolekula-
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re Wirkstoff-Transportsysteme. Im All-
gemeinen sind polymere Micellen
(Schema 1) stabiler als Micellen aus
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Schema 1. Architektur von Blockcopolymer-
Micellen, die sich durch spontane Selbstorga-
nisation in Wasser bilden. Die charakteristi-
sche Eigenschaft ist eine ausgeprigte Kern-
Schale-Architektur, die durch individuelle Poly-
mer-Blocke gezielt erzeugt werden kann. Typi-
sche Beispiele fiir Blockcopolymere sind PEO-
b-PPO, PEO-b-PCL und PEO-b-PAsp.

kleinen Tensidmolekiilen und konnen
die verkapselten Wirkstoffe iiber einen
langeren Zeitraum stabilisieren und
transportieren.”! Die Blockcopolymer-
Micellen bilden sich in Wasser spontan
durch Selbstorganisation, wenn die
Konzentration der amphiphilen Block-
copolymere iiber der kritischen Micell-
bildungskonzentration (CMC) liegt. Die
treibende Kraft kann zum einen eine
hydrophobe Wechselwirkung des inne-
ren Blocks sein, z.B. bei einem unpola-
ren Poly(caprolacton)-Block (PCL),
zum anderen eine ionische Wechselwir-
kung, z.B. bei einem Poly(aspartat)-
Block (PAsp) im Komplex mit einem
negativ geladenen Polymer wie DNA
(Bildung einer Polyionen-Micelle).”
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Der duflere Block ist in vielen Fillen
ein polarer Poly(ethylenoxid)-Block
(PEO), der die Schale des Nanotrans-
porters bildet und damit den Kern durch
sterische Stabilisierung schiitzt. Weiter-
hin konnte gezeigt werden, dass PEO
die Adsorption von Proteinen verhin-
dert® und somit eine biokompatible
polymere Nanotransporter-Schale bil-
det.

Die GroBe dieser Blockcopolymer-
Micellen wird durch thermodynamische
Parameter bestimmt, eine gewisse Steue-
rung ist auch durch Variation der Block-
lange moglich. Sie haben normalerweise
einen Durchmesser von einigen zehn
Nanometern mit einer relativ engen
GroBenverteilung. In ihrer Grofe &h-
neln sie damit Viren, Lipoproteinen und
anderen natiirlichen Transportsystemen.
Ein groBles Hindernis fiir derartige Na-
notransporter ist die unspezifische Auf-
nahme durch das reticuloendotheliale
System (RES). GroBe und Oberflichen-
eigenschaften von Blockcopolymer-Na-
notransportern miissen daher sorgfiltig
eingestellt werden, sodass lange Zirku-
lationszeiten im Blut gewéhrleist sind
und die verkapselten Wirkstoffe ihren
Wirkungsort erreichen kénnen.

Durch die Polaritdt und Funktiona-
litdt jedes Blocks kann die spontane
Bildung von Kern-Schale-Architektu-
ren gesteuert werden. Endsténdige
Funktionalititen am &uBeren Block
(der Schale) beeinflussen die Biokom-
patibilitdit und konnen gegebenenfalls
Targeting-Funktionalititen der Nano-
transporter umfassen. Der innere Block
kann zur Komplexierung oder kovalen-
ten Bindung an aktive Wirkstoff-Mole-
kiile dienen (sieche Schema 1). Dieses
Konzept wird hiufig zur Solubilisierung
unpolarer Wirkstoffe mit begrenzter
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Loslichkeit in Wasser verwendet (z.B.
Pluronics (PEOQ-b-PPO)).!

Aufnahme von Blockcopolymer-
Micellen in die Zelle durch
Endocytose

Die passive Aufnahme kleiner Wirk-
stoffmolekiile beruht in den meisten
Fillen auf einer einfachen Diffusion
durch die Zellmembran, die eine Bar-
riere fiir die meisten Makromolekiile
und andere Nanopartikel ist. Ein alter-
nativer Weg fiir die zelluldre Aufnahme
von Makromolekiilen und Nanoparti-
keln (5-100 nm) ist die Endocytose
(Schema 2). Bei diesem Prozess werden
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Schema 2. Endocytotischer Weg zur zelluldren
Aufnahme von Makromolekiilen und polyme-
ren Nanotransportern beim Wirkstofftrans-
port.

blasenformige Vesikeln von der Zell-
membran nach innen abgeschniirt, wo-
bei die so gebildeten Endosomen mem-
brannahes Material einschliefen. Die
Endosomen fusionieren anschlieBend
mit Lysosomen, in denen der pH-Wert
signifikant niedriger liegt (pH 4-5) als
unter normalen physiologischen Bedin-
gungen (pH 7.4). Diese pH-Wert-Ver-
schiebung wurde fiir den selektiven
Wirkstofftransport in die Zelle genutzt
(siehe unten). Obwohl der Mechanis-
mus der Endocytose vielfach untersucht
wurde," sind viele Aspekte bis heute
nicht im Detail verstanden. Insbesonde-
re fiir den gezielten Transport hydro-
phober Wirkstoffe, eingebaut in wasser-
losliche Blockcopolymer-Micellen, ist
ein genaues Verstdndnis ihrer subzellu-
laren Verteilung notwendig.
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Maysinger et al. stellten fluoreszenz-
markierte Blockcopolymer-Micellen her
(40%  fluoreszenzmarkierte Kerne,
Schema 1) und verfolgten die Aufnahme
der Nanotransportsysteme in Ratten-
Pheochromocytoma-Zellen (PC12-Zel-
len) durch konfokale Mikroskopie.l”
Die Endocytose konnte mit dieser Me-
thode zwar nicht direkt beobachtet
werden, allerdings wurde eine Reihe
interessanter  Verteilungsphdnomene
gefunden. Fluoreszenzsignale der mar-
kierten PCL-b-PEO-Micellen wurden
im Cytoplasma detektiert, jedoch nicht
an der Zellmembran oder im Zellkern
(Schema 2). Die Aufnahme der Micel-
len in die Zellen war zeit- und kon-
zentrationsabhingig und erreichte ihr
Gleichgewicht nach 16 bis 24 h.['¥l Auch
wenn durch die dichte Packung der
Farbstoffmolekiile innerhalb der Micel-
le eine gewisse Fluoreszenzloschung
auftrat, konnte eindeutig gezeigt wer-
den, dass diese micellaren Nanotrans-
porter mit PEO-Schale von den Zellen
aufgenommen wurden und im Cytoplas-
ma verblieben.

Eine verbesserte Lokalisierung der
Micellen wurde durch die Markierung
diverser Organellen mit spezifischen
Fluoreszenzmarkern und anschlieBende
Beobachtung der Farbstoffe durch kon-
fokale Mikroskopie bei drei Anregungs-
wellenldngen erreicht. Dabei wurde ei-
ne partielle Colokalisation von Farb-
stoffen mit Selektivitdten fiir unter-
schiedliche Organellen wie Lysosomen,
den Golgi-Apparat, Mitochondrien und
das endoplasmatische Reticulum ent-
deckt. Eine dhnliche subzelluldre Ver-
teilung der fluoreszenzmarkierten PCL-
b-PEO-Micellen wurde in NIH-3T3-
Zellen beobachtet, was zu der Annahme
fiihrt, dass diese biokompatiblen Micel-
len ohne Targeting-Gruppen in ihrer
Schale zum Wirkstofftransport in unter-
schiedliche cytoplasmische Regionen
unterschiedlicher Zellen geeignet sind.

SchlieBlich konnten Maysinger et al.
durch Internalisierung von 5-Dodeca-
noylaminofluorescein (DAF, einem to-
xischen Fluoreszenzfarbstoff) zeigen,
dass nichtkovalent in Micellen verpack-
tes DAF eine hohere Zelltoxizitét auf-
weist als freies DAF, das durch die
Plasmamembran ins Cytosol gelangt.
Diese interessante Beobachtung weist
darauf hin, dass der Grad der zelluldren
Aufnahme durch Endocytose eines in
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polymeren Nanotransportern verpack-
ten Wirkstoffs zu einer hoheren lokalen
Konzentration fiihrt als bei der Diffu-
sion des freien Wirkstoffs durch die
Membran. Der Effekt konnte anhand
eines verminderten Zellwachstums nach
Behandlung mit dem toxischen Nano-
transporter-verkapselten DAF bestétigt
werden.

Tumorspezifischer Wirkstofftrans-
port durch erhéhte Permeation
und Retention (EPR-Effekt)

Mehrere Konzepte auf der Grund-
lage polymerer Nanotransporter fiir den
gewebespezifischen Wirkstofftransport
und eine verstirkte Endocytose wurden
bereits untersucht."l Neben den aktiven
Transportwegen unter Verwendung von
Targeting-Gruppen wie Oligosacchari-
den oder Antikorpern (sieche Sche-
ma 1)V auf der Oberfliche der Nano-
transporter sind auch passive Anreiche-
rungen in porésen Geweben wie Tumor-
geweben von groBer Bedeutung.”! Das
biologische Rational fiir den Einsatz
von Makromolekiilen und anderen Na-
nopartikeln als effizienten Transportern
fiir Tumorwirkstoffe wurde durch jiing-
ste Untersuchungen ihrer erhohten Per-
meabilitit in Tumor-Blutgefid3e und der
resultierenden Anreicherung in soliden
Tumoren weiter untermauert (Sche-
ma 3).451 Der Mechanismus, nach
dem sich Makromolekiile oder andere
Nanopartikel im Tumorgewebe anrei-
chern, wird als EPR-Effekt (EPR=
,enhanced permeability and retention®)
bezeichnet!"*'”l und dient als Arbeits-
modell zur Erkldrung der Targeting-

- o CH—
“. - .,:i.: Tumorgewebe

- - -. - .t. PH 5-6
Schema 3. Prinzip des EPR-Modells, das die
selektive Anreicherung von Nanotransportern
in porésem Tumorgewebe erklart. Abdruck mit
freundlicher Genehmigung von Dr. F. Kratz

(Klinik fiir Tumorbiologie, Freiburg).
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Eigenschaften von Polymeren in Bezug
auf solide Tumoren.

Die BlutgefiBle der meisten norma-
len Gewebe haben eine intakte Endo-
thelschicht, die die Diffusion kleiner
Molekiile zuldsst, Makromolekiilen
oder anderen Nanopartikeln jedoch
den Eintritt ins Gewebe verwehrt. Da-
gegen ist die Endothelschicht von Blut-
gefafen im Tumorgewebe als eine Folge
des schnellen Wachstums héufig poros,
wodurch sowohl kleine als auch grofie
Molekiile in das maligne Gewebe ein-
treten konnen. Tumorgewebe verfiigt im
Allgemeinen nicht iiber ein Lymphdrai-
nagensystem, sodass die Makromolekii-
le im Tumorgewebe verweilen und sich
dort anreichern. Die Gefapermeabili-
tdt humaner Tumorxenografts in Nackt-
mdusen wurde fiir Molekiile unter-
schiedlicher GroBen erforscht, und es
konnte gezeigt werden, dass sogar klei-
ne Liposomen (mit bis zu mehreren
hundert Nanometern Durchmesser) die
porose Endothelschicht von Tumorge-
webe passieren und die Tumorzellen
erreichen.™ Die anatomischen und
physiologischen Eigenschaften machen
das Tumorgewebe zu einem dreidimen-
sionalen Target fiir Tumortherapeutika
mit makromolekularen Nanotranspor-
tern als  Wirkstoff-Transportsystem
(Schema 3).:17!

Eine Vielzahl biokompatibler Mak-
romolekiile und Nanopartikel sind we-
gen ihrer selektiven Aufnahme in das
Tumorgewebe, ihrer ausgezeichneten
Wasserloslichkeit, ihrer synthetischen
Diversitédt und ihrer niedrigen Produk-
tionskosten attraktive Transportsyste-
me.”! Eines der zentralen Themen be-
ziiglich der pharmakologischen Aktivi-
tdt makromolekularer Wirkstoff-Trans-
portsysteme ist die Bedeutung labiler
Linkergruppen zwischen dem Wirkstoff
und dem Polymer (,,Ringsdorf-Mo-
dell*).'% In vielen makromolekularen
Transportsystemen wurde diesem Mo-
dell zufolge der Wirkstoff durch ein
Spacer-Molekiil an das Polymer gebun-
den, sodass eine Sollbruchstelle ent-
steht, die es ermoglicht, den Wirkstoff
an einem bestimmten Ort in der Zelle
freizusetzen.') Zwei Typen von Lin-
ker-Molekiilen  wurden  erforscht:
1) sdurelabile Linker (z.B. Hydrazo-
ne)? 2 und 2) Peptid-Linker, die durch
lysosomale Enzyme gespalten wer-
den.”? Beide Bindungsarten nutzen die
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zelluldaren Aufnahmemechanismen fiir
Makromolekiile (Endocytose) und er-
moglichen die Freisetzung der polymer-
verkniipften Wirkstoffe in intrazellula-
ren Kompartimenten. Die Aufnahme in
Tumorgewebe ist von einem signifikan-
ten pH-Gradienten begleitet, angefan-
gen vom physiologischen pH-Wert (7.4)
iber pHS5-6 im Extrazellulirraum
(Schema 3) nach pH4-5 in priméren
und sekundiren Lysosomen (Schema 2).
Auflerdem wird eine grofle Zahl von
lysosomalen Enzymen wie Phosphata-
sen, Nucleasen, Proteasen, Esterasen
und Lipasen im sauren Milieu dieser
Vesikeln aktiv. Sowohl der niedrige pH-
Wert in den Endosomen als auch die
Gegenwart lysosomaler Enzyme sind
intrazelluldre Eigenschaften mit Rele-
vanz fiir die Entwicklung neuer poly-
merer Nanotransporter, die ihre poly-
mergebundenden Wirkstoffe spezifisch
in Tumorzellen abgeben.”*!

Blockcopolymer-Micellen fiir den
zielgerichteten Transport von
Tumortherapeutika

Zusidtzlich zu den Polymer-Wirk-
stoff-Konjugaten, bei denen cytostati-
sche Molekiile kovalent an einzelne
Makromolekiilketten gebunden sind,
beschrieben Kataoka et al. kiirzlich ei-
nen pH-sensitiven supramolekularen
Nanotransporter  fiir =~ Adriamycin
(ADR), der auf biokompatiblen Block-
copolymer-Micellen basiert.?"! ADR ist
einer der am héufigsten in der Krebs-
therapie eingesetzten ~Wirkstoffe.[*”)
Dieses duBerst wirksame Cytostatikum
wurde iiber einen sédurelabilen Hydra-
zon-Linker an ein PEO-b-PAsp-Copo-
lymer gekuppelt (Abbildung 1). Nach
der spontanen Selbstorganisation dieser
wirkstoffbeladenen supramolekularen
Nanotransporter  (sieche  Schema 1)
kommt es laut kinetischer Analysen
zur effektiven Spaltung der Hydrazon-
Bindungen bei pH <5 unter Freisetzung
des Wirkstoffs ADR. Unter den physio-
logischen Bedingungen im Zellkultur-
medium (ca. pH 7) war die Freisetzung
vernachléssigbar gering.

Eine kleinzellige humane Lungen-
krebs-Zelllinie (SBC-3) wurde fiir In-
vitro-Studien mit dem intakten Wirk-
stoff und den ADR-beladenen Blockco-
polymer-Micellen inkubiert. Im Fall des
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Abbildung 1. ADR-Blockcopolymer-Konjugat,
das durch spontane Selbstorganisation in
Wasser Blockcopolymer-Micellen bildet. Die
siurelabile Hydrazon-Bindung wird bei pH <6
unter Freisetzung von ADR gespalten.

freien Wirkstoffs penetrierten die
ADR-Molekiile die Plasmamembranen
schnell durch Diffusion, wihrend die
micellaren Wirkstoff-Konjugate zeitab-
héngig durch Endocytose in die Zellen
aufgenommen wurden. Die Ergebnisse
zeigten eindeutig, dass die Micellen
effektiv gegen die SBC-3-Krebszellen
wirken. Dariiber hinaus verschob sich
die Inhibition des Zellwachstums durch
verldngerte Expositionszeiten. Dies
lasst darauf schlieBen, dass der Wirk-
stoff in einer aktiven Form vorlag, und
dass die Cytotoxizitidt bis zur Freiset-
zung des Wirkstoffs aus den Micellen
mit anschlieBender Intercalation in den
DNA-Strang im Zellkern hinausgezo-
gert wurde. Zwar wurde die hohere
Selektivitat fiir Tumorgewebe in diesem
Fall bisher nicht belegt, fiir andere
cytostatische Nanotransporter-Konjuga-
te wurde jedoch iiber eine verminderte
In-vivo-Toxizitdt und weniger Neben-
wirkungen als beim freien Wirkstoff
berichtet.?*!

Dendritische Kern-Schale-
Architekturen fiir den
Wirkstoff-Transport

Physikalische Systeme aus amphi-
philen micellaren Strukturen werden
haufig als Wirkstoff-Transportsysteme
genutzt, konnen aber wegen ihres nicht-
kovalenten Aufbaus instabil sein, vor
allem unter dem Einfluss von Scher-
kriften und anderen dufleren Einfliissen
wie hoher Temperatur und hohem
Druck, z.B. wihrend der Sterilisation.
Ein alternativer Ansatz ist die kovalente

Angew. Chem. 2004, 116, 280284


http://www.angewandte.de

Verkniipfung dendritischer Makromole-
kiile mit einer entsprechenden Schale.
Dabei entstehen stabile micellenartige
Strukturen, die fiir die nichtkovalente
Verkapselung von Gast-Molekiilen ver-
wendbar sind (Schema 4).1%%1 Die Gro-
Be dieser dendritischen Nanotranspor-
ter kann zwischen 5 und 20 nm exakt
festgelegt werden. Ein weiterer Vorteil
dieser supramolekularen Wirt-Gast-Sys-
teme gegeniiber kovalenten Polymer-
Wirkstoff-Konjugaten ist ihre breitere
Anwendbarkeit.”) Die Verkapselung
von Gast-Molekiilen beruht auf nicht-
kovalenten Wechselwirkungen (z.B. io-
nischen Wechselwirkungen, Wasser-
stoffbriicken und Van-der-Waals-Wech-
selwirkungen) und kann fiir mehrere
Wirkstoffe gleichzeitig konzipiert wer-
den, wéhrend ein Polymer-Wirkstoff-
Konjugat individuell in einer aufwéndi-
gen mehrstufigen Synthese hergestellt
werden muss.

Die Verkapselung und der Transport
von Gast-Molekiilen in dendritischen
Architekturen wurde von mehreren Ar-
beitsgruppen untersucht,®! dennoch ist

selektive
Verkapselung
van Wirkstoffen

—_

Transport

dendritischer
MNanotransporter

5-20 nm

bis heute sehr wenig iiber die aktive
Abgabe der verkapselten Gast-Molekii-
le durch pH-induzierte Spaltung der
Schale im physiologischen pH-Bereich
bekannt (Schema4). In vielen Féllen
wurde die pH-abhéngige Freisetzung
aus dendritischen Kern-Schale-Archi-
tekturen nur durch energische Bedin-
gungen® oder durch Protonierung von
Poly(propylenamin)-Dendrimeren®”
und deren Derivaten erreicht.*!
Kiirzlich haben wir iiber ein ein-
faches und allgemeines Konzept zur
Herstellung von Kern-Schale-Architek-
turen aus einfach zuginglichen hyper-
verzweigten Polymeren berichtet.*
Mehrere pH-sensitive Nanotransporter
wurden auf der Basis von kommerziel-
len dendritischen Kernstrukturen her-
gestellt (Polyglycerin und Poly(ethylen-
imin)), indem eine pH-sensitive Schale
iiber Acetal- oder Iminbindungen ange-
bracht wurde (Abbildung 2). In einigen
Fillen wiesen die pH-spaltbaren Nano-
transporter extrem hohe Transportka-
pazitdten auf, was ein weiteres wichtiges
Kriterium fiir einen effizienten gerich-

¥

%

Fraisetzung durch
pH-gesteuene
Spaltung

Schema 4. Unimolekulare dendritische Nanotransporter zur supramolekularen Verkapselung
von biologisch aktiven Verbindungen wie Wirkstoffen und Oligonucleotiden. Der transportierte
Wirkstoff wird selektiv in saurem Milieu (z.B. im Tumorgewebe) durch Spaltung der séurelabilen

Linker zwischen Kern und Schale freigesetzt.

PG-Acetal

PEI-Imin

Abbildung 2. Dendritische Kern-Schale-Architekturen (PG-Acetal und PEIl-Imin), basierend auf
kommerziellem hochverzweigtem Polyglycerin (PG) bzw. Poly(ethylenimin) (PEI) mit siurelabi-
len Schalen. Stabile supramolekulare Komplexe entstehen mit einer Vielzahl an polaren Gast-
Molekiilen (Farbstoffen, Wirkstoffen, Oligonucleotiden). Durch Spaltung der Acetal- (pH < 4)
oder Imingruppen (pH <6) werden die verkapselten Gast-Molekiile freigesetzt.
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teten Wirkstofftransport ist. Unter-
schiedliche Gast-Molekiile, z.B. polare
Farbstoffe, Oligonucleotide und Cyto-
statika, wurden in den dendritischen
Kern-Schale-Architekturen verkapselt.
Dariiber hinaus zeigten die dendriti-
schen Polyamin-Kernstrukturen mit
Imin-verkniipfter Schale (Abbildung 2)
das erforderliche Freisetzungsprofil fiir
Tumorgewebe: schnelle Abgabe bei
pH 6 und keine (oder langsame) Abga-
be bei pH 7.4.

Zusammengefasst haben die in die-
sem Highlight vorgestellten supramole-
kularen Nanotransportsysteme ein gro-
Bes Potenzial fiir einen effizienten ziel-
gerichteten  Wirkstofftransport. Der
Vorteil der polymeren Kern-Schale-Ar-
chitekturen besteht darin, dass ihre
GroBe gut regulierbar ist (5-20 nm bei
dendritischen Kern-Schale-Architektu-
ren und 10-50 nm bei Blockcopolymer-
Micellen). Die verkapselten, oft toxi-
schen Wirkstoffe sind gut abgeschirmt
und konnen ihre Aktivitdt durch selek-
tive Freisetzung vom Nanotransporter
unter Einfluss eines externen Signals,
z.B. einer pH-Anderung, entfalten.
Wihrend die zelluldre Aufnahme dieser
Nanotransporter (ohne spezifische Tar-
geting-Gruppen) durch Endocytose
nicht zellspezifisch ist, wurde fiir die
Nanotransporter in pordsen Geweben
wie Tumorgeweben eine hohe passive
Selektivitdt beobachtet. Die Aufkldrung
der subzelluldren Verteilung der makro-
molekularen Nanotransporter ist ein
weiterer Meilenstein auf dem Weg zum
kompletten mechanistischen Verstdnd-
nis ihrer Wirkungsweise. Um zu kléren,
ob diese neuartigen Wirkstoff-Trans-
portsysteme mit dem Immunsystem
kompatibel sind und keine unerwiinsch-
ten Nebeneffekte verursachen, sind al-
lerdings weitere In-vivo-Studien erfor-
derlich.
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