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Kubische fliissigkristalline Nanopartikel, die aus wissrigen Disper-
sionen kubischer Lipid-Wasser-Phasen hergestellt werden, sind bei
Anwesenheit bestimmter Dispersionsmittel kinetisch stabil. Die
Eigenschaften kubischer Nanopartikel aus Monoolein-Wasser- und
anderen Lipid-Wasser-Systemen wurden mit verschiedenen experi-
mentellen Techniken untersucht. Die kubischen Nanopartikel konnen
durch die Polymerisation reaktiver Lipide in den kubischen Lipidsys-
temen stabilisiert werden. Zur einfacheren Herstellung und Anwen-
dung kubischer Nanopartikel wurden verschiedene energiesparende
Methoden entwickelt. Kubische Nanoparkikel sind wegen ihrer
Fihigkeit, lipophile, amphiphile und hydrophile Molekiile gesteuert
aufzunehmen und abzugeben, sowie ihrer guten Biokompatibilitdt
hervorragende Kandidaten fiir die Anwendung beim Transport von
Wirkstoffen.

der wissrigen Bereiche und der Lipid-
regionen sind, kann man sich als orga-
nische Analoga von Zeolithen vorstel-
len. Ein fliissigkristallines Gelmaterial
in einer kubischen Phase ist ein tem-
peraturstabiles, optisch isotropes, vis-
koses Gel mit einer extrem grof3en

1. Einfiihrung

Die Selbstaggregation von amphiphilen Molekiilen zu
komplexen Strukturen ist ein grof3es und intensiv bearbei-
tetes Forschungsgebiet. Amphiphile Molekiile enthalten eine
hydrophile Kopfgruppe, die mit mindestens einer hydropho-
ben Endkette verkniipft ist. Es ist bekannt, dass Amphiphil-
Wasser-Systeme eine Vielzahl verschiedener lyotroper Fliis-
sigkristallphasen bilden, wie lamellare, inverse hexagonale
und inverse kubische Phasen (Abbildung 1). Die enthalpisch
ungiinstigen Wechselwirkungen an der Grenzfldche zwischen
der/den hydrophoben Endkette(n) des Lipids und den
polaren Wassermolekiilen bewirken eine Aggregation der
hydrophoben Endketten mehrerer Molekiile, wobei die
hydrophilen Kopfgruppen in der wissrigen Umgebung blei-
ben. Inverse kubische Phasen, die bikontinuierlich beziiglich
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Oberfliche (bis zu 400 m?g~! kubisches Gel).['! Ein kubisches
Lipidgel kann hydrophile, hydrophobe und amphiphile Sub-
stanzen l6sen. Kubische Phasen werden héaufig als Transport-
mittel fiir Wirkstoffe verwendet, die im kubischen Gel gelost
sind und von dort kontrolliert durch Diffusion abgegeben
werden.

el inverse kubische _7,m
Phase (G) a8
4-5 nm ‘
inverse hexagonale
lamellar Phase
hoch niedrig
Wassergehalt

Abbildung 1. Einige Flussigkristallphasen hydratisierter Lipide. Von
links nach rechts dndert sich die Phase von micellar tiber lamellar und
bikontinuierlich kubisch nach invers hexagonal, wahrend sich die spon-
tane Krimmung der Lipide von positiven zu negativen Werten hin an-
dert und der Wassergehalt der Probe abnimmt.
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Kubische Gele, die sich im Gleichgewicht mit tiberschiis-
sigem Wasser befinden, konnen als Nanopartikel dispergiert
werden. In Analogie zu den aus lamellarem fliissigkristalli-
nem Material gebildeten Liposomen werden diese Nanopar-
tikel als Cubosomen bezeichnet.”) In diesem Kurzaufsatz
beschreiben wir die neuesten Fortschritte bei der Unter-
suchung kubischer fliissigkristalliner Nanopartikel aus wass-
rigen Dispersionen von kubischen Lipid-Wasser-Phasen.

2. Kubische Lipid-Wasser-Phasen

Bikontinuierliche kubische Phasen in Lipid-Wasser-Mem-
bransystemen wurden zuerst in den sechziger Jahren von
Luzzati etal. beschrieben,”! detaillierte Untersuchungen
dieser Phasen begannen allerdings erst Mitte der achtziger
Jahre. Seitdem wurden diese Phasen in vielen lyotropen
Systemen gefunden, z.B. in Lipid-Wasser-Systemen und
Blockcopolymeren. Scriven schlug fiir bikontinuierliche ku-
bische Phasen als Erster Grenzfldchenstrukturen vor, die auf
periodischen Minimaloberflachen basieren,* was mittlerwei-
le allgemein als korrekt angesehen wird. In einem kubischen
fliissigkristallinen Lipid-Wasser-System sind die Lipid-Dop-
pelschichten in periodischen dreidimensionalen kubischen
Gitterstrukturen angeordnet. Indem die Doppelschichten in
die Form von unendlichen periodischen Minimaloberflichen
verdreht werden, wird die mittlere Krimmung an jedem
Punkt der Oberfldche gleich Null. Die mittlere Kriimmung H
ist definiert als '4(x; + K,), wobei x; und x, zwei Haupt-
kriimmungen bezeichnen. Eine Minimaloberfldche ist eine
Fliache mit H=0 an allen Punkten, sodass ihre Ausdehnung
minimiert wird. Die drei derzeit bekannten inversen bikon-
tinuierlichen Phasen sind die Doppeldiamant-, Gyroid- und
Primitive Phase (D-, G- und P-Phase), die den Raumgrup-
pensymmetrien Pn3m, la3d und Im3m entsprechen (Abbil-
dung 2).P! Die nihere Betrachtung der Minimaloberflichen
und der komplementéren dreidimensionalen labyrinthartigen
Netze gibt zwei sich gegenseitig durchdringende, getrennte
Wasserkanile zu erkennen (Abbildung 3). Der Durchmesser
der Wasserkanile, der von der Lipidzusammensetzung und
der Phase abhingt, kann im Bereich von ca. 4 bis zu 20 nm
liegen, grof genug fiir die Aufnahme mancher wasserloslicher
Makromolekiile. Entsprechend der Grof3e der Wasserkanile
nimmt auch die Wassermenge zu, die in den G-, D- und P-
Phasen enthalten ist.”
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Abbildung 2. Mathematische Darstellung der drei bikontinuierlichen
kubischen Morphologien von Lipid-Wasser-Systemen. Die Minimal-
oberflichen (D, G und P) entsprechen dem Lipidanteil der jeweiligen
Phasen.”!

Abbildung 3. Darstellung der dreidimensionalen Netze, die komple-
mentidr zu den drei bikontinuierlichen kubischen Morphologien D, G
und P sind. Diese labyrinthartigen Netze entsprechen dem Wasseran-
teil der jeweiligen kubischen Phasen.!

Von den lyotropen Flissigkristallphasen ist bei biologi-
schen Systemen wohl die lamellare Phase mit ihrer alternie-
renden Abfolge von Lipid-Doppelschichten und Wasser am
besten bekannt. Die inverse hexagonale Fliissigkristallphase
besteht aus unbegrenzten linearen Wasserkanilen, die in
einem zweidimensionalen hexagonalen Gitter angeordnet
sind und durch Lipid-Doppelschichten getrennt werden. Im
Allgemeinen findet man die inverse hexagonale Phase bei
hoheren Temperaturen und niedrigerem Wassergehalt als die
lamellare Phase, dagegen tritt die inverse kubische Phase bei
mittleren Temperaturen und Konzentrationen auf. Wie die
lamellaren und hexagonalen Phasen weisen die kubischen
Flussigkristallphasen eine Fernordnung, aber keine Nahord-
nung auf, d.h., die hydrophoben Ketten sind nicht geordnet.
Wihrend die lamellaren und hexagonalen Phasen optisch
doppelbrechend sind, sind die kubischen Phasen optisch
isotrop. Daher ist ein Gel, das aus einer kubischen Phase

Seth Marder ist zurzeit Professor fiir Chemie
und Griindungsdirektor des Center for Orga-
nic Photonics and Electronics (COPE) am
Georgia Institute of Technology. Er ist au-
ferdem Mitgriinder von Arizona Microsys-
tems und Focal Point Microsystems L.L.C.
sowie Associate Director des National Sci-
ence Foundation Science and Technology
Center: Materials and Device for Informa-
tion Technology Research. Marder erhielt
1993 den JPL Lew Allen Award. Er ist Mit-
glied der American Association for the Ad-
vancement of Science (2002) und der
Optical Society of America (2004).

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Chemie

4503


http://www.angewandte.de

Angewandte

Chemie

besteht, ein klares, viskoses, geleeartiges Material (Abbil-
dung 4).

Abbildung 4. Probe eines kubischen Gels. Das Gel in der kubischen
Phase ist ein klares, viskoses, geleeartiges Material, das temperatursta-
bil und hoch biokompatibel ist.”

FEines der am besten charakterisierten Lipid-Wasser-
Systeme, GMO/Wasser (GMO = Glycerinmonooleat), weist
bei Raumtemperatur und einem Wassergehalt zwischen 20
und 40 Gew.-% zwei Arten von bikontinuierlichen kubischen
Phasen auf!”! Durch Erhohen des Wassergehalts geht die
lamellare Phase zuerst in die kubische Gyroid-Phase (G-
Phase) und dann in die kubische Doppeldiamant-Phase (D-
Phase) iiber. Diese kubischen Phasen konnen in einem
Gleichgewicht mit {iberschiissigem Wasser koexistieren. Ein
sehr detailliertes Phasendiagramm des GMO-Wasser-Systems
wurde kiirzlich von Qiu und Caffrey beschrieben.®!

GMO/Wasser ist zwar das am héaufigsten untersuchte
Lipid-Wasser-System fiir kubische Phasen, aber auch bei
anderen Lipiden wie Phosphatidylcholinen, Phosphatidyl-
ethanolaminen, PEG-derivatisierten Phospholipiden (PEG =
Poly(ethylenglykol)) und verschiedenen Monoglyceriden
wurden diese Phasen nachgewiesen. Die gebréauchlichsten
experimentellen Methoden zur Charakterisierung von kubi-
schen Phasen sind Rontgenbeugung, Transmissions- und
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie sowie NMR-Spektro-
skopie.l”! Einige andere Techniken, die bei der Untersuchung
von kubischen Lipid-Wasser-Systemen angewendet werden,
sind zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie,!!! Neutronen-
beugung,' FT-IR-Spektroskopie,['¥! dynamische Differenz-
Kalorimetrie,' Resonanz-Raman-Spektroskopie!”  und
Rasterkraftmikroskopie.['’]
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3. Dispersionsstabilisierte kubische fliissigkristalline
Nanopartikel

Kubische Gele haben zwar interessante und potenziell
niitzliche Eigenschaften, sind aber schwierig zu handhaben
und zu verarbeiten. Eine Dispergierung in kleinere Struktu-
ren, die zumindest einige der Eigenschaften des nicht
dispergierten Materials beibehalten, konnte die Verwendung
kubischer Materialien fiir verschiedene Anwendungen ver-
einfachen. Um solche stabilen Dispersionen zu gewinnen,
wurden kubische fliissigkristalline Nanopartikel aus wissri-
gen Dispersionen kubischer Lipid-Wasser-Phasen hergestellt.
Man wei3, dass lamellare Phasen bei Anwesenheit von
Wasser leicht in stabile, Liposomen genannte Vesikel disper-
giert werden konnen. Dispersionen von inversen amphiphilen
Flissigkristallphasen werden wegen ihrer begrenzten Stabili-
tdt in wissriger Umgebung seltener beobachtet. Bikonti-
nuierliche kubische Phasen bilden keine stabilen wissrigen
Dispersionen, denn der Kontakt der hydrophoben Bereiche
zur wissrigen Umgebung der Partikel zerstort die kristalline
Ordnung ihrer inneren Struktur.”) Kann man jedoch die
ungiinstige Wechselwirkung der hydrophoben Bereiche mit
der wissrigen Umgebung vermeiden, ohne die innere kubi-
sche Struktur zu zerstoren (beispielsweise durch Zugabe
amphiphiler Dispersionsmittel), dann gelingt die Herstellung
von Nanopartikeln mit einer kubischen fliissigkristallinen
inneren Struktur. Die Verwendung des richtigen Dispersions-
mittels ist entscheidend, denn dieses darf die kubische
fliissigkristalline Struktur nicht zerstoren, wenn es ein Teil
des Lipid-Wasser-Aggregats wird.

Die erste fragmentierte Doppelschichtstruktur einer ku-
bischen Phase wurde 1979 beobachtet.!'”’ Wissrige Disper-
sionen kubischer Phasen wurden unter Verwendung von
Gallensalzen, amphiphilen Proteinen und amphiphilen
Blockcopolymeren als Dispersionsmittel hergestellt. Die
kubische Phase aus einer Monoglycerid-Wasser-Mischung
wurde bei Anwesenheit micellarer Losungen von Gallensal-
zen dispergiert."®] Die kubische Phase wurde dabei durch
die Bildung einer lamellaren Hiille aus Gallensalzen und
Monoglyceriden stabilisiert, die die innere kubische Struktur
abschirmt. Daneben wurde Casein, ein amphiphiles Protein
und ein sehr wirkungsvoller Emulgator, zur Dispergierung
der kubischen Phase des Monoglycerid-Wasser-Systems ver-
wendet. Bei dieser Vorgehensweise wird das Protein vermut-
lich in die duBere Schicht des Lipids integriert, sodass dessen
Hydrophilie erhoht wird und es daher einfach zu dispergieren
ist.[2)

In einer dritten Strategie zur Dispergierung kubischer
Phasen wird Poloxamer 407 (auch bezeichnet als Pluro-
nic F127) verwendet, ein nichtionisches Triblockcopolymer
aus Polyethylenoxid (PEO) und Polypropylenoxid (PPO):
PEOyPPO;,PEOy. Dieses ist bei weitem das meistgebrauch-
te Dispersionsmittel und wird auch zur Stabilisierung einer
Vielzahl von Kolloiden sowie bei Untersuchungen zum
Wirkstofftransport verwendet. Wéhrend der hydrophobe
PPO-Block auf der Oberflidche des stabilisierten Partikels
adsorbiert oder in die Oberfldche integriert wird, ragen die
hydrophilen PEO-Blocke nach auBlen und bedecken die
Oberfliache. Auf diese Weise schiitzen und stabilisieren sie
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die Kolloidpartikel.?!! Das ternzire System aus Piniennadeldl-
Monoglyceriden (89.5 Gew.-% GMO), Poloxamer 407 und
Wasser weist ein ausgedehntes inverses kubisches Phasenge-
biet auf, in dem mit Rontgenbeugung vier verschiedene
kubische Strukturen nachgewiesen wurden.””” Dieses System
wurde in Submikronpartikel dispergiert, indem zuerst eine
grobe Dispersion gebildet wurde (durch Zugabe der homo-
genen Schmelze aus Lipiden und Poloxamer 407 unter
Riihren zu Wasser), die dann zur weiteren GroBenreduzie-
rung in einen Hochdruckhomogenisator gegeben wurde.>!
Ein Mindestanteil von 4 Gew.-% Poloxamer 407 war fiir eine
stabile Dispersion des kubischen Gels erforderlich. Die
kubische Struktur dieser Partikel wurde mithilfe von Klein-
winkelrontgenstreuung (SAXS) und Kryo-Transmissions-
elektronenmikroskopie (Kryo-TEM) charakterisiert. Im
SAXS-Beugungsmuster von dispergierten Proben wurde eine
Linienverbreiterung gegeniiber dem Beugungsbild des nicht
dispergierten kubischen Gels beobachtet, die als eine Konse-
quenz der Submikronpartikelgro3e angesehen wurde. Kryo-
TEM-Bilder zeigten hauptsichlich rechteckige Cubosomen
mit einer deutlichen inneren Periodizitdt (Abbildung 5).

Abbildung 5. Kryo-TEM-Bild der dispergierten kubischen Partikel einer
kubischen Phase des Monoolein-Poloxamer407-Wasser-Systems

(7.4 Gew.-% Polymer zu Lipid). Die Partikel haben eine Facettenform
mit einer deutlichen inneren Periodizitit.?*!

Kleinere Partikel wurden in Proben mit einem gréeren
Polymeranteil gefunden. Handa und Mitarbeiter™ berich-
teten iiber eine Abnahme der PartikelgroBe bei einer
Zunahme des Polymer/Lipid-Gewichtsverhiltnisses bis zu
10%. Bei noch hoheren Polymeranteilen erfolgte keine
weitere Abnahme der PartikelgroBe. Differenzielle Interfe-
renzkontrast-Mikroskopbilder (aufgenommen mit und ohne
gekreuzte Polarisatoren) der kubischen Nanopartikel sind in
Abbildung 6 gezeigt.”! Trotz ihres Gelzustands und ihrer
groflen Abmessungen im Vergleich zu den Dimensionen der
kubischen Elementarzelle nehmen die Teilchen eine deutlich
kubische Form an, wobei ihre Kanten entlang den Haupt-
achsen der kubischen Elementarzelle verlaufen. Obwohl die
innere kubische Morphologie optisch isotrop ist, existiert eine
doppelbrechende Oberfachenstruktur, die eine nichtkubische
Schicht auf den Teilchen, wahrscheinlich eine lamellare
Phase, nahelegt.

SAXS-Daten ergaben, dass die innere Struktur der
kubischen Partikel in zwei verschiedenen, koexistenten
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Abbildung 6. Optische Mikrophotographie von kubischen Partikeln
aus einer wissrigen Dispersion des Monoolein-Poloxamer407-Wasser-
Systems, aufgenommen mit gekreuzten Polarisatoren (rechts) und
ohne gekreuzte Polarisatoren (links). Die Partikel haben eine kubische
innere Morphologie und eine optisch doppelbrechende (wahrscheinlich
lamellare) Oberflichenschicht.”!

kubischen Phasen vorliegt: die Doppeldiamant-Phase und
die Primitive Phase (D- und P-Phase). Das Rontgenbeu-
gungsmuster zeigte, dass die kubische D-Phase bei niedrigem
Polymergehalt vorherrscht und die kubische P-Phase erst bei
hoheren Polymer/Lipid-Verhiltnissen auftritt.?! Nakano
et al.®! schlugen vor, dass bei niedrigem Polymeranteil das
Poloxamer 407 grofitenteils an der Partikeloberfléche adsor-
biert ist, wihrend die kubische D-Phase im Partikelinneren
hauptsichlich aus hydratisiertem Monoolein besteht. Sobald
die Oberfliche vollig mit dem Polymer gesittigt ist, wird
dieses auch in die Monoolein-Doppelschicht eingefiigt, und
die kubische P-Phase bildet sich (Abbildung 7). Man weiB,
dass die kubische P-Phase eine weniger negative Kriimmung
aufweist als die kubische D-Phase.” Der D-P-Ubergang
kann daher auf das stark hydrophile Poloxamer 407 zuriick-
gefiihrt werden; dieses induziert eine positive Kriimmung in
der Lipid-Doppelschicht, wodurch die Bildung der kubischen
P-Phase mit der weniger negativen Kriimmung begiinstigt
wird.

FEin &dhnliches Verhalten wurde bei der Mischung von
Olsiure (einer Fettsdure mit der gleichen Acylkette wie
Monoolein und einer negativen spontanen Kriimmung) mit
dem Lipidbereich der kubischen Partikel aus einem Mono-
olein-Wasser-System beobachtet. Das Rontgenbeugungsmus-
ter zeigte mit zunehmendem Olsiureanteil einen Ubergang
von einer bikontinuierlichen kubischen Phase zu einer inver-
sen hexagonalen Phase.””) Die innere Mikrostruktur dieser
dispergierten Partikel wurde auch mit *C-NMR-Relaxations-
messungen untersucht.” Ein Vergleich der *C-NMR-Rela-
xationsraten von Monoolein in den dispergierten Partikeln
mit den Raten in den entsprechenden nicht dispergierten
kubischen Proben ergab, dass die Lipidstrukturen und
dynamischen Eigenschaften des urspriinglichen kubischen
Systems beibehalten wurden. Diese dispergierten Proben
blieben stabil fiir einen Zeitraum von bis zu sechs Monaten.

BC-NMR-Experimente von Nakano etal. mit einem
paramagnetischen Ion als Sonde ergaben, dass Metallionen
in die Wasserkanile der kubischen Partikel eindringen kon-
nen.™ Bei Zugabe von Europiumionen (Eu’*) wurde eine
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Abbildung 7. Interne Strukturverinderung der kubischen Partikel in Ab-
hangigkeit von der aufgenommenen Menge Poloxamer 407 (F127).

a) Bei niedrigem Polymergehalt ist die kubische D-Phase (Cp) die vor-
herrschende Struktur. b) Die kubische P-Phase (C;) dominiert bei ho-
hem Polymergehalt.”!

Verschiebung des Signals des Carbonylkohlenstoffatoms der
[1-BC]Olséure, die dem Lipidaggregat beigemischt wurde,
beobachtet. Stationédre Fluoreszenzspektroskopiemessungen
legen die Existenz zweier getrennter, Wasser enthaltender
Hohlrdume in den kubischen Partikeln nahe: Ein Hohlraum
ist verbunden mit der duBBeren Wasserumgebung, der zweite
ist geschlossen. Die kubischen Kolloidpartikel wurden in
situ durch Rasterkraftmikroskopie untersucht,'® wobei eine
enge GroBenverteilung um 300 nm beobachtet wurde (Ab-
bildung 8). Eine Analyse der GroBenverteilung der gleichen
Probe mit quasielastischer Lichtstreuung (QELS) ergab
einen mittleren Teilchendurchmesser von 254 nm. Die In-
situ-Untersuchungstechnik ermoglicht die direkte Beobach-
tung von Modifikationen in der fliissigkristallinen Struktur
unter verschiedenen Bedingungen, wie Zugabe und/oder

a) b)

-

&
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Abbildung 8. Noncontact-Rasterkraftmikroskopie-Bild einer Dispersion
kubischer Partikel auf Glimmer: a) topographisches Bild, b) Internal-
Sensor-Bild. Das Teilchen in diesen Bildern hat ungefihr die Abmes-
sungen 300x300x23 nm®."®l
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Freisetzung der gelosten Molekiile, Verdnderungen der Tem-
peratur oder Konzentration etc.

Kubische Nanopartikel wurden nicht nur von Monoolein-
Wasser, sondern auch in wiéssrigen Dispersionen anderer
Lipid-Wasser-Systeme hergestellt. Johnsson und Edwards®”
berichteten iiber kubische Nanopartikel aus wassrigen Dis-
persionen eines Systems aus Dioleoylphosphatidylethanol-
amin (DOPE) und PEG-derivatisierten Phospholipiden
(PEG-Lipid-Wasser-Systeme), wobei die PEG-Lipide als
Dispersionsmittel dienten. Kubische Nanopartikel wurden
auch aus synthetischen reaktiven Monoglyceriden hergestellt,
wie im folgenden Abschnitt beschrieben wird.

4. Polymerisierte kubische fliissigkristalline
Nanopartikel

Die inverse bikontinuierliche kubische Phase kann als ein
Bindeglied zwischen der lamellaren und inversen hexagona-
len Phase angesehen werden (siche Abschnitt 2). Lipidsyste-
me bilden kubische Phasen nur innerhalb recht enger Lipid-
konzentrations-, Temperatur- und Druckbereiche. Fiir eine
mogliche Anwendung fliissigkristalliner Lipidsysteme muss
eine Stabilitidt dieser Phasen auch in groeren Temperatur-
und Konzentrationsbereichen erzielt werden. Ein wichtiger
Ansatz fiir stabile selbstaggregierende Materialien beruht auf
der Polymerisation von fliissigkristallinen Phasen reaktiver
Lipide.’"*? Seit Ende der achtziger Jahre wurde die Poly-
merisation verwendet, um die chemischen und physikalischen
Eigenschaften von lamellaren®*!! und nicht lamellaren®>**!
fliissigkristallinen Lipidsystemen zu modifizieren. Lee et al.
beschrieben die Polymerisation einer vorgeformten inversen
kubischen Phase und auch einer inversen hexagonalen Phase
aus einem Paar synthetischer polymerisierbarer Lipide:
einem monodienoylsubstituierten Phosphatidylethanolamin
(1, Mono-DenPE) und einem bisdienoylsubstituierten Phos-
phatidylcholin (2, Bis-DenPC).”! SAXS- und Kryo-TEM-
Daten ergaben, dass eine Lipidmischung (1/2=3:1) oberhalb
von 60°C eine kubische D-Phase bildet. Das bei *'P-NMR-
Messungen beobachtete Signal einer isotropen Verbindung
bei 60°C ist im FEinklang mit diesen Ergebnissen. Eine
Redoxpolymerisation der kubischen Phase bei 65 °C fiihrte zu
einer Verbreiterung des *'P-NMR-Signals. Dies deutet auf die
Erhaltung der nicht lamellaren Phase hin. Das NMR-Signal
war sogar nach Abkiithlung und lingerer Aufbewahrung des
Materials bei Raumtemperatur zu beobachten. Dies weist
darauf hin, dass die Polymerisation die Stabilitidt der nicht
lamellaren Phase dieser Mischung signifikant erhoht hat.

Auch polymerisierbare Monoglyceride wurden syntheti-
siert, um die von ihnen gebildeten kubischen Lipidsysteme zu
untersuchen.’”! Nach Srisiri et al. bildet eine 9:1-Mischung
aus monodienoylsubstituiertem Monoacylglycerin 3 und
bisdienoylsubstituiertem Diacylglycerin 4 ein optisch klares
Gel in einer kubischen G-Phase.”® Rontgenuntersuchungen
der Lipidmischung und 2H-NMR-spektroskopische Messun-
gen eines Analogons von 3 mit einer deuterierten Glycerin-
kopfgruppe sowie Untersuchungen mit polarisiertem Licht
ergaben eine wohldefinierte kubische Phase zwischen 5 und
45°C. Die Polymerisation der reaktiven Lipide erhohte die
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Stabilitdt des Aggregats unter Beibehaltung der kubischen
Phase. Das Signal einer isotropen Verbindung wurde bei
Temperaturen bis zu 70°C beobachtet, wihrend die nicht
polymerisierte Probe nur unterhalb von 45 °C stabil war. Der
Diffusionskoeffizient von Wasser in der polymerisierten
kubischen Phase wurde durch NMR-Spektroskopie unter
dem Einfluss gepulster Feldgradienten bestimmt: Der ge-
messene Wert von 1.2+0.2x10""m?s™! war um eine Gro-
Benordnung Kkleiner als der Wert von reinem Wasser (2 x
10~ m?s™"), aber so gut wie identisch mit dem Wert in der
nicht polymerisierten kubischen Phase. Ahnliche Ergebnisse
wurden fiir die kubischen Phasen des Monoolein-Wasser-
Systems gefunden.””

Die oben beschriebenen Lipidsysteme belegen, dass
kubische Phasen durch Polymerisation stabilisiert werden
konnen. Allerdings erfordern diese Systeme entweder eine
komplizierte Lipidsynthese (PE-PC-System), oder es fehlt
ihnen die erforderliche Funktionalitdt zur Herstellung von
vernetzten, stabileren Lipidsystemen (Monoacyl-Diacyl-Gly-
cerinsysteme). Daher entwickelten Yang et al. eine allgemei-
ne Strategie fiir die Aggregation vernetzter kubischer Phasen
aus reaktiven Lipiden. Das Phasenverhalten einer Reihe
reaktiver Monoglyceride, einer Gruppe leicht synthetisierba-
rer Lipide, wurde untersucht.l***!! Jedes dieser Monoglyceride
hat zwei reaktive Gruppen, die sich an derselben Acylkette
befinden (Schema 1). Die Copolymerisation mit einem Ver-
netzungsreagens fiir kleine Molekiile fiihrte zur Bildung eines
stabilen vernetzten Lipidaggregats. Der Vernetzer beeinflusst
auch die Bildung von kubischen Phasen, indem er den
hydrophoben Anteil des Systems vergrofert. Dies hat einen
dhnlichen Effekt wie die Erhohung der spontanen negativen
Kriimmung, was aber in diesen Fillen vorteilhaft fiir die
Bildung kubischer Phasen ist. Bei Hydratisierung der Lipide
in Gegenwart von 10-15 Mol-% des Vernetzers Divinylben-
zol wurde ein Gel in einer kubischen Phase erhalten. Das
kubische Gel wurde dann mit Poloxamer 407 als Dispersions-
mittel in Nanopartikel dispergiert. Die folgende, durch UV-
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Schema 1. Reaktive Monoglyceride fiir die Polymerisation stabilisierter
kubischer Nanopartikel. Die Dienoyleinheit, die mit der Glycerinkopf-
gruppe verkniipft ist, kann durch Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm)
selektiv polymerisiert werden, wihrend die Acryloylgruppe am Ende
der hydrophoben Kette mithilfe von Redoxinitiatoren polymerisiert
wird.

Licht eingeleitete Redoxpolymerisation fiihrte zu einer Re-
aktion der Dienoyl- und Acryloyl-Gruppen und ergab
vernetzte Lipidsysteme, die bei Zugabe organischer Losungs-
mittel und Solubilisierung durch Tenside stabil blieben. *H-
NMR-Spektroskopie ergab fiir die Proben mit kubischen
Nanopartikeln vor der Polymerisation das Signal einer
isotropen Verbindung, das nach der Polymerisation verbrei-
tert war — eine erwartete Konsequenz aus der verringerten
lateralen Diffusion der polymerisierten Lipide. Diese ver-
netzten kubischen Nanopartikel sind wahrscheinlich ebenso
niitzlich wie ihre nicht polymerisierten Vorstufen, und sie sind
moglicherweise besser geeignet fiir Anwendungen unter
schwierigen Bedingungen.

5. Herstellung kubischer fliissigkristalliner Nanopar-
tikel

Eine gebriuchliche Methode zur Herstellung kubischer
fliissigkristalliner Nanopartikel ist die Hochenergiedispersion
kubischer Gele. Kubische Partikel aus Monoolein-Wasser-
Systemen werden meist hergestellt, indem Monoolein, Dis-
persionsmittel und Wasser gemischt und 24 h inkubiert
werden. Das so hergestellte kubische Gel wird dann mithilfe
von mechanischer Energie oder Ultraschall in nano- und
mikrometergrof3e Teilchen dispergiert. Héufig werden Ho-
mogenisatoren fiir den Dispersionsprozess verwendet, was
hohe Driicke und zahlreiche Zyklen erfordert, bis homogene
Dispersionen kubischer Partikel erreicht sind.*’ Die Parti-
kelgrofle kann mit einem Hochdruckemulgator weiter redu-
ziert werden.™?”! Zur Homogenisierung ist jedoch eine hohe
mechanische Energie erforderlich, was das Zersetzungsrisiko
fiir das kubische Lipid-Wasser-Aggregat erhoht. Auflerdem
macht die Viskositidt des kubischen Gelintermediats eine
Herstellung in groBBerem Maflstab sehr schwierig. In diesem
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Abschnitt beschreiben wir einige Niedrigenergieverfahren als
Alternative zu den geldufigen Dispersionsmethoden mit
langen Inkubationszeiten, viskosen Gelzwischenprodukten
und hohem Energiebedarf.

Spicer etal. berichteten iiber die Entwicklung eines
»Hydrotrop“-Verfahrens zur spontanen Bildung von kubi-
schen Partikeln durch die Verdiinnung eines Monoolein-
Ethanol-Wasser-Systems.’) Hier wird als Hydrotrop ein
Molekiil bezeichnet, das zwar sowohl hydrophobe als auch
hydrophile Eigenschaften hat, aber kein Tensid-Verhalten
aufweisen kann. Solche Hydrotrope konnen fliissigkristalline
Phasen auftrennen, die Dispergierung von fliissigkristallinen
Partikeln erleichtern, aber selbst keine Flussigkristallphasen
bilden.Wenn sie in ausreichender Menge zugemischt werden,
konnen sie die Loslichkeit wasserunloslicher Lipide wie
Monoolein (die Monooleinlgslichkeit in Wasser betrigt ca.
107°m) erhohen. Ein Hydrotrop-Verfahren zur Herstellung
lamellarer fliissigkristalliner Vesikel durch die Verdiinnung
einer fliissigen Vorstufe mit Wasser wurde bereits von Friberg
et al. publiziert.[***

Aus Monoolein und dem Hydrotrop Ethanol erhilt man
eine fliissige Vorstufe, die bei Verdiinnung mit Wasser
spontan — vermutlich iiber eine homogene Keimbildung -
kubische Nanopartikel bildet. Die Verdiinnung des Mono-
olein-Wasser-Hydrotrop-Systems kann zu kleinen Partikeln
in der GréBenordnung um 50 nm oder groBeren Teilchen mit
Abmessungen bis zu 20 um fithren. Kleinere kubische Nano-
partikel wurden mit diesem Verdiinnungsverfahren zuverlis-
siger hergestellt als mit den konventionellen Methoden. Im
Prinzip kann jede Kombination von Lipid und Hydrotrop, die
kubische Fliissigkristallphasen bildet, mit dieser einfachen
Methode dispergiert werden. Kolloidal stabilisierte Disper-
sionen zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung konnen mit
diesem Verfahren hergestellt werden, wenn die Wirkstoffe
und die kolloidalen Stabilisatoren direkt in eine der beiden
Losungen integriert werden. Dieses Verfahren konnte bei
Anwendungen verwendet werden, die eine Bildung kubischer
Nanopartikel in situ erfordern.

Der niedrige Energiebedarf und die einfache Handha-
bung sprechen zwar fiir das Hydrotrop-Verfahren, fiir viele
Anwendungen wiéren aber trockene Pulver oder granulare
Materialien vorteilhafter als fliissige Produkte. Gefriertrock-
nung ist eine geldufige Methode zur Herstellung von Lipo-
somen fiir Anwendungen im Bereich des Wirkstofftransports.
Auf diese Weise wurden pulverformige Vorstufen wirkstoff-
haltiger Vesikel fiir die Zufuhr von DNA und Proteinen durch
Inhalation hergestellt.[*”! Kim et al. versuchten, mit Gefrier-
trocknung pulverférmige Vorstufen von kubischen Nanopar-
tikeln herzustellen.*! Allerdings veroffentlichten sie keine
Kryo-TEM- oder SAXS-Daten, sodass die kubische Struktur
der Partikel nicht eindeutig belegt ist. Eine weitere Methode
zur Herstellung pulverformiger Vorstufen von Lipidpartikeln
ist die Spriihtrocknung (Abbildung 9). Freitas und Miiller
berichteten iiber die Herstellung von Lipidnanopartikelpul-
vern aus nicht fliissigkristallinen Lipiden durch Spriihtrock-
nung."! Zwei unterschiedliche pulverférmige Vorstufen ku-
bischer Nanopartikel wurden von Spicer und Mitarbeitern
mithilfe dieser Methode hergestellt: 1) eine in Stirke ein-
gekapselte Monoolein-Vorstufe aus einer Dispersion von
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Abbildung 9. Spriihtrocknungsapparatur fiir die Herstellung trockener
Pulvervorstufen von kubischen Nanopartikeln."!

kubischen fliissigkristallinen Partikeln in einer wissrigen
Stiarkelosung und 2) eine in Dextran eingekapselte Mono-
olein-Vorstufe durch Spriihtrocknung einer Emulsion eines
Ethanol-Dextran-Monoolein-Wasser-Systems.[*! Die Kapsel-
stoffe wurden eingefiihrt, um die Pulverkohésion wihrend
der Spriihtrocknung herabzusetzen und um als 16sliche
kolloidale Stabilisatoren bei der Hydratisierung der pulver-
formigen Vorstufen zu wirken. Beide Vorstufen bilden bei der
Hydratisierung des Pulvers 600 nm grofe (volumengewich-
teter Mittelwert), kolloidal stabile, kubische Nanopartikel.
Das dextranstabilisierte System wies eine engere Grofen-
verteilung des Pulvers auf, da sich eine Emulsion einfacher
dispergieren und verspriithen lédsst als eine Dispersion. Die
Verwendung pulverformiger Vorstufen macht die Anwen-
dungen kubischer Nanopartikel einfacher und vielfiltiger:
Kubische Nanopartikel konnen nun in einfacher Weise von
Produktions- und Entwicklungspersonal hergestellt und ver-
arbeitet werden; dies ist nicht mehr auf Forscher mit Zugang
zu speziellen Instrumenten begrenzt. Allerdings bedeutet der
grofle Polymeranteil, der fiir die Einkapselung notwendig ist
(75 Gew.-% fiir Stiarke und 60 Gew.-% fiir Dextran), eine
gewisse Einschriankung dieses Verfahrens. Der geringere
Anteil an eingekapseltem Lipid fiihrt dazu, dass nur eine
begrenzte Wirkstoffmenge fiir die nachfolgende Zufuhr auf-
genommen werden kann. Das Verfahren mit trockenen
pulverformigen Vorstufen eignet sich daher eher fiir hoch-
wirksame Stoffe wie Medikamente, Enzyme, Vitamine etc.

6. Zusammenfassung und Ausblick

Kubische fliissigkristalline Nanopartikel wurden aus wéss-
rigen Dispersionen kubischer Lipid-Wasser-Phasen herge-
stellt. Bei Anwesenheit bestimmter Dispersionsmittel sind

diese Teilchen kinetisch stabil, und ihre Eigenschaften
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wurden mit verschiedenen experimentellen Techniken unter-
sucht. Die meisten Arbeiten betreffen Monoolein-Wasser-
Systeme, aber kubische Nanopartikel anderer Lipid-Wasser-
Systeme wurden ebenfalls untersucht. Die kubischen Nano-
partikel konnen durch Polymerisation reaktiver Lipide in den
kubischen Lipidsystemen weiter stabilisiert werden. Verschie-
dene Niedrigenergiemethoden wurden entwickelt, um die
Herstellung und Anwendung kubischer Nanopartikel zu
vereinfachen.

Zum Abschluss dieses Kurzaufsatzes diskutieren wir kurz
die potenziellen Anwendungen kubischer Nanopartikel aus
Lipidsystemen. Die Anwendbarkeit bikontinuierlicher kubi-
scher Gele beim Wirkstofftransport wurde seit etwa 1990
untersucht.[*>! Die Méoglichkeit, verschiedene Wirkstoffe
kontrolliert aufzunehmen und abzugeben, ldsst kubische Gele
als universelles Werkzeug zum Wirkstofftransport geeigneter
erscheinen als Liposomen und Hydrogele. Die hohe Viskosi-
tiat kubischer Gele erschwert jedoch ihre direkte Anwendung,
beispielsweise die Verabreichung iiber eine Spritze. Kubische
Nanopartikel aus wissrigen Dispersionen kubischer Gele
eignen sich besser als Transportsysteme fiir eine gleichmifBige
Wirkstofffreisetzung. Die Nanostruktur der kubischen Lipid-
aggregate, die auch in den entsprechenden Nanopartikeln
erhalten bleibt, hat dhnlich vorteilhafte Figenschaften wie
jene von nicht dispergierten kubischen Gelen, die Nanoparti-
kel sollten sich aber im Unterschied zu den nicht dispergier-
ten Gelen viel einfacher handhaben und verarbeiten lassen.
Ein Vorteil der kubischen Nanopartikel gegeniiber den
Liposomen besteht in dem groBen Verhiltnis von Doppel-
schichtfliche zu Teilchenvolumen. Dies ermdéglicht eine
hohere relative Beladung mit lipophilen und amphiphilen
Wirkstoffen. Die Beladung mit den Wirkstoffen kann ent-
weder vor der Bildung der kubischen Phase durch direkte
Zugabe zu den geschmolzenen Lipiden und/oder zur wéssri-
gen Phase erfolgen oder nach deren Bildung durch Diffusion
in die Lipid-Wasser-Struktur. Amphiphile oder lipophile
Wirkstoffe sollten in der Lipidmatrix stabil bleiben, und auch
ihre Freisetzung wird durch die Struktur gesteuert. Eine
Beladung mit wasserloslichen Wirkstoffen ist wegen der
offenen Wasserkanile in kubischen Phasen schwierig zu
realisieren. Lynch et al. haben jedoch nachgewiesen, dass
der Einbau kationischer Tenside in die fliissigkristalline Phase
zu einer erhohten Beladung mit negativ geladenen wasser-
16slichen Wirkstoffen fithrt.l*!!
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