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Wirkstoffvektoren

Der zunehmende Bedarf an Transportsystemen, mit denen die Ak-
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tivitat und Spezifitdt von Wirkstoffen verbessert, die Toxizitit redu-

ziert und so die Behandlungssicherheit maximiert werden kann, hat
zur Entwicklung zahlreicher Wirkstoffvektoren gefiihrt. Insbesondere

Systeme auf der Basis von weicher Materie verfiigen iiber interessante

Merkmale. Hier beschreiben wir den aktuellen Kenntnisstand in die-

sem Gebiet, wobei wir uns hauptsichlich auf die beiden Gruppen der

Matrixsysteme und Vesikel konzentrieren. Wir geben eine Ubersicht
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itber die Strukturen, Eigenschaften und Einsatzmoglichkeiten dieser
Vektoren und diskutieren die wichtigsten Vor- und Nachteile bei ihrer

Synthese.

1. Einfiihrung

Die Entwicklung von Vektoren, d.h. von Systemen fiir
den spezifischen Transport von Wirkstoffen zu einem Organ,
einem Gewebe oder zu erkrankten Zellen, ist eine der groflen
Herausforderungen der therapeutischen Forschung.!!! Viele
Wirkstoffe haben physikochemische Eigenschaften, die den
Transport vom Verabreichungsort iiber biologische Barrieren
zum eigentlichen Wirkort erschweren. Einige Wirkstoffe
werden schnell von Enzymen abgebaut und metabolisiert.
Aus diesen Griinden kann einerseits der Transport der
Wirkstoffe zu den erkrankten Zonen unzulédnglich sein, und
andererseits kann es zu einer Anreicherung der Wirkstoffe in
gesundem Gewebe und damit zu toxischen Effekten
kommen, die den Abbruch einer Erfolg versprechenden
Therapie erzwingen.

Therapeutische Effizienz und Behandlungssicherheit sind
zwei der wichtigsten Aspekte bei der Entwicklung von Vek-
toren. Sie werden durch die Kontrolle der Konzentration des
freigesetzten Wirkstoffs und seinen gezielten Transport an
den gewiinschten Ort realisiert. Die Entwicklung von Wirk-
stofftransportsystemen hat in den letzten 20 Jahren zu neuen
Medikamenten mit Matrix- oder Vesikelverabreichung ge-
fithrt; Beispiele sind das Tumortherapeutikum Doxil — hier
wird der Wirkstoff mit Liposomen transportiert — oder das
Transfektionsreagens Superfect, in dem ein Dendrimervektor
eingesetzt wird.

Hier beschreiben wir den aktuellen Kenntnisstand in
diesem Bereich. Wir werden zwei grole Gruppen von Vek-
toren behandeln, die Gegenstand zahlreicher fritherer und
aktueller Untersuchungen waren und sind: Matrixsysteme
und Vesikel. Auf die Wechselwirkungen zwischen Vektoren
und Zellen werden wir nicht eingehen, denn die entspre-
chenden Mechanismen sind in vielen Fillen noch nicht ge-
klart. Schlieflich werden wir den Wirkstofftransport mit
Vesikeln diskutieren, die aus katanionischen Tensiden gebil-
det werden; hier werden wir auch Entwicklungen aus unserer
Arbeitsgruppe beschreiben.
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2. Matrixsysteme

Matrixsysteme bestehen aus drei-
dimensionalen Netzwerken aus Poly-
meren, Tensiden oder Dendrimeren, in

denen die Wirkstoffe eingeschlossen sind. In diesem Ab-
schnitt werden wir uns auf Untersuchungen von Micellen,
Emulsionen, Hydrogelen, Dendrimeren, Nanokiigelchen und
festen Lipidpartikeln konzentrieren.

2.1. Micellen
2.1.1. Struktur und Eigenschaften

Micellen sind Aggregate aus amphiphilen Molekiilen, in
denen die polaren Kopfgruppen in Kontakt mit der wissrigen
Phase sind, wihrend sich die hydrophoben Einheiten im
Kernbereich befinden und so den Kontakt mit Wasser ver-
meiden (Abbildung 1).

hydrophile

hydrophobe Kopfgruppe

Schwanzgruppch; L’jro

Abbildung 1. Darstellung einer Tensidmicelle.

Die Triebkraft der Selbstorganisation von Tensiden sind
hydrophobe Wechselwirkungen, die zur Bildung von Micellen
fithren, wenn die Tensidkonzentration einen bestimmten
Wert, die kritische Micellenkonzentration (CMC), iibersteigt.
Die durchschnittliche GroBe von Micellen betrigt im Allge-
meinen 1 bis 100 nm. Micellen sind dynamische Objekte,
denn die Tensidmolekiile konnen schnell zwischen der mi-
cellaren Struktur und der wissrigen Phase wechseln.
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Neben Tensiden konnen auch Blockcopolymere (die
einen hydrophilen und einen hydrophoben Teil aufweisen)
und Triblockcopolymere (die entweder aus einem hydro-
phoben und zwei hydrophilen oder aus einem hydrophilen
und zwei hydrophoben Teilen bestehen) Micellen bilden
(Abbildung 2). Derartige Polymermicellen haben mittlere
Durchmesser zwischen 20 und 50 nm und sind praktisch mo-
nodispers.” Sie sind meist stabiler als Tensidmicellen und

hydrophober Teil hydrophiler Teil

Abbildung 2. Darstellung einer Blockcopolymermicelle.

bilden sich bei deutlich kleineren CMC-Werten; auch ist ihre
Dynamik weniger ausgeprdgt als bei Tensidmicellen. Poly-
mermicellen bleiben auch stabil, wenn die Konzentration der
freien Polymermolekiile in der wissrigen Phase unter den
CMC-Wert sinkt. Dieses iiberraschende Ergebnis wurde
durch GroBenausschlusschromatographie erhalten, mit deren
Hilfe sich freie Polymermolekiile und Polymermicellen tren-
nen lassen.’! Aus diesen Griinden haben Polymermicellen
zahlreiche Vorteile gegeniiber Tensidmicellen.
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2.1.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Die leicht einstellbaren Eigenschaften von Micellen und
ihre pharmazeutischen Merkmale haben Ende der 1960er
Jahre zu einem wachsenden Interesse an Anwendungen beim
Wirkstofftransport gefiihrt.*>!

Wegen der anisotropen Verteilung der Wassermolekiile in
den Micellen (die Wasserkonzentration nimmt von der
Oberfliche zum Kern hin ab) kénnen hydrophobe Wirkstoffe
in Micellen solubilisiert® und damit ihre Bioverfiigbarkeit
verbessert werden. Au3erdem sind die Wirkstoffmolekiile vor
Enzymen geschiitzt, die sie in biologischen Medien abbauen
und metabolisieren kénnten.”)

Wenn der urspriinglichen Tensidmischung weitere Co-
tenside zugesetzt werden, lassen sich Grofe, Ladung und
Oberflacheneigenschaften der Micellen an die zu transpor-
tierenden Wirkstoffmolekiile anpassen. Auflerdem sind grof3e
Mengen von Micellen einfach und reproduzierbar mit {ibli-
chen Methoden erhiltlich.['"

Polymermicellen werden héufiger als Tensidmicellen fiir
die Entwicklung von Vektorsystemen eingesetzt. Thr langsa-
mer Abbau hat zu ihrem Erfolg bei Wirkstofftransportan-
wendungen beigetragen, besonders fiir hydrophobe Tumor-
therapeutika wie Paclitaxel.

Zahlreiche Untersuchungen in diesem Bereich beschéf-
tigen sich mit Micellen, in denen die hydrophilen Polymer-
einheiten aus Polyethylenoxid(PEO)-Ketten bestehen. PEO-
Ketten sind stark hydratisiert und stoflen sich untereinander
ab, wodurch stabile Micellen mit einem groflen Volumen
gebildet werden."”! PEO-Polymerketten verhindern aufer-
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dem die Erkennung der Micellen durch das Retikuloendo-
thelialsystem, sodass der Abbau dieser Vektoren im Blut re-
duziert wird und Wirkstoffe iiber lange Zeitrdume freigesetzt
werden konnen. ™!

In den letzten Jahren wurden neue hydrophile Polymer-
systeme entwickelt, die eine sehr gute Biokompatibilitét
aufweisen; Beispiele sind Polymere aus Zuckerderivaten™?
und Polyglycerine.['>1¥

Hinsichtlich der hydrophoben Einheiten der Copolymer-
Vektorsysteme haben sich die Untersuchungen auf die Ent-
wicklung von biologisch abbaubaren Polymeren, z.B. Poly-
lactat-Derivaten, konzentriert. Polymermicellen mit bio-
logisch abbaubaren hydrophoben Einheiten ermdéglichen
neuartige Vektorsysteme, mit denen die Geschwindigkeit der
Wirkstoffabgabe gesteuert werden kann und deren Polymer-
bestandteile einfacher in vivo abgebaut werden.

Ein weiterer Vorteil von Polymermicellen ist die Mog-
lichkeit, die Polymerstruktur so zu gestalten, dass sie auf
Parameter des umgebenden Mediums reagiert und so die
Wirkstoffe gezielt an spezifischen Orten freigesetzt werden.
Ein Beispiel ist die Synthese von pH-empfindlichen Copoly-
meren: Durch den Einbau von Amin-"'*! oder Sduregrup-
pen” wird die Loslichkeit des Polymers und damit die Sta-
bilitdt des Vektors abhéngig vom pH-Wert. Die Wirkstoffe
konnen durch Destabilisierung der Micellen gezielt an Orten
freigesetzt werden, die einen bestimmten pH-Wert aufweisen.

Im Allgemeinen werden Micellen dazu eingesetzt, hy-
drophobe Wirkstoffe zu solubilisieren, sie bioverfiigbar zu
machen und die Dauer ihrer Verfiigbarkeit im biologischen
Medium zu erhohen. Ebenso konnen mit inversen Micellen
hydrophile Wirkstoffe solubilisiert werden.

Der grofite Nachteil micellarer Vektorsysteme, insbeson-
dere der Tensidmicellen, besteht darin, dass sie sich bei Ver-
diinnung leicht auflosen. Dies trifft zwar nicht auf Polymer-
micellen zu, aber deren Herstellung kann sich als schwierig
herausstellen, denn sie miissen im Hinblick auf biologische
Anwendungen beispielsweise nichttoxisch, biokompatibel
und abbaubar sein und ein genau definiertes Molekularge-
wicht aufweisen.

Auch die Entwicklung von pH-sensitiven Micellen fiir
therapeutische Anwendungen ist hdufig problematisch, da in
biologischen Umgebungen nur geringe Variationen des pH-
Werts auftreten: So liegt der pH-Wert in Tumorgewebe bei 5
bis 7 und in normalem Gewebe bei 7.4.

2.2. Emulsionen
2.2.1. Struktur und Eigenschaften

Emulsionen sind heterogene Dispersionen aus zwei
nichtmischbaren Fliissigkeiten, z. B. Ol in Wasser oder Wasser
in Ol. Durch Prozesse wie Aggregation, Koaleszenz oder
Ausflockung, die zu einer Phasentrennung fiithren, konnen sie
rasch destabilisiert werden. Allerdings lisst sich die Stabilitét
von Emulsionen durch die Zugabe von Tensiden verbessern:
Die amphiphilen Molekiile bilden eine Mono- oder Multi-
schicht um die Tropfchen der dispergierten Flissigkeit, wo-
durch die Grenzflichenspannung zwischen den beiden Fliis-
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sigkeiten verringert und die AbstoBung zwischen den Tropf-
chen erhoht wird.

Je nach der Konzentration der drei Komponenten
(Wasser, Ol und Tensid) und der Herstellungsmethode (die
die TropfchengroBe bestimmt) erhdlt man eine Standard-
emulsion (TropfchengroBe zwischen 100 nm und 10 um), eine
Mikro- oder Nanoemulsion (TropfchengréBe zwischen 10 nm
und 100 nm) oder auch eine Mehrfachemulsion!™®! (Abbil-
dung 3).

Im Unterschied zu Standard- und Mehrfachemulsionen
sind Mikroemulsionen transparente und thermodynamisch
stabile Systeme.”

Wasser-in-Ol-
Emulsion

Ol-in-Wasser-
Emulsion

@o
0 &

Wasser-Ol-Wasser-
Emulsion

O1-Wasser-Ol-
Emulsion

Abbildung 3. Verschiedene Emulsionsarten (grau: wissrige Phase;
schwarz: Olphase).

2.2.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Emulsionen bieten vielseitige Moglichkeiten fiir die Ent-
wicklung von Wirkstoffsystemen. Fiir hydrophile Wirkstoffe
werden Wasser-in-Ol-Emulsionen und fiir hydrophobe
Wirkstoffe Ol-in-Wasser-Emulsionen eingesetzt. Die cha-
rakteristischen Eigenschaften der Emulsion lassen sich leicht
veriandern, indem man Parameter wie den Volumenanteil der
dispergierten Phase, die Tropfchengrofle oder den osmoti-
schen Gradienten anpasst.'”) Mit geeigneten Verfahren lassen
sich Emulsionen in sehr groBen Mengen herstellen.*”!

Schon 1960 entwickelten Wretlind et al. die erste intra-
venos injizierbare Ol-in-Wasser-Emulsion, die als Nahrungs-
mittel fiir Patienten diente, die nicht in der Lage waren,
Nahrung oral aufzunehmen oder zu metabolisieren. Seitdem
wurden zahlreiche hydrophobe Wirkstoffe (z.B. das Barbi-
turat Diazepam) als Ol-in-Wasser-Emulsionen zubereitet, um
ihre Bioverfiigbarkeit zu verbessern.!!

Wegen ihrer hohen Stabilitdt werden Mikroemulsionen
haufig fiir die Entwicklung von Vektorsystemen eingesetzt.
Zahlreiche Untersuchungen betrafen den Transport von
Antitumorwirkstoffen; ein Beispiel ist die Solubilisierung von
Vincristin in einer Olphase aus Vitamin E und Olsiure. Die
Ol-in-Wasser-Emulsion, die aus dieser C)lphase und den
Komponenten Wasser, Polyethylenglycol und Cholesterin
erhalten wurde, zeigte eine sehr hohe Stabilitédt: Nach ein-
jahriger Lagerung hatten sich nur 7.5 % der Vincristin-Menge
zersetzt. Aulerdem beobachtete man eine erhohte Konzen-
tration des Wirkstoffs in der Umgebung von Tumoren und
eine erheblich geringere Toxizitit.”

[22]
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Mehrfachemulsionen, insbesondere vom Wasser-Ol-
Wasser-Typ, sind erfolgversprechende Vektoren fiir hydro-
phile Wirkstoffe, denn die Olphase kann als Membran fun-
gieren, die eine kontrollierte Freisetzung der Wirkstoffe er-
moglicht. Die Effektivitdt von Verkapselung und Transport
mithilfe von Doppelemulsionen wurde fiir Antibiotika,?"
Proteine®! und Antitumorwirkstoffe® demonstriert.

Emulsionen bieten zahlreiche Moglichkeiten fiir den
Wirkstofftransport, allerdings schrinken einige Nachteile
ihre Verwendung ein. Insbesondere birgt die hohe Tensid-
konzentration (vor allem in den Mikroemulsionen) das
Risiko toxischer Effekte. AuB3erdem ist Vorsicht geboten bei
Medikamenten, die intravends verabreicht werden, denn eine
Verdiinnung kann zu einer Phasentrennung in der Emulsion
filhren, die beim Patienten eine Embolie hervorrufen kann.

2.3. Dendrimere
2.3.1. Struktur und Eigenschaften

Die Bezeichnung Dendrimer setzt sich aus den beiden
Wortern Dendrit und Polymer zusammen. Das erste bezieht
sich auf die verzweigte Struktur der Molekiile (,,dendron* ist
das griechische Wort fiir Baum) und das zweite auf den
Aufbau aus sich wiederholenden Motiven (,,meros® ist das
griechische Wort fiir Einheit).

Ein Dendrimermolekiil besteht aus Monomereinheiten,
die sich, ausgehend von einem Kern, in einem baumartigen
Muster verbinden. Die Struktur dieser regelméBig verzweig-
ten spharischen Makromolekiile lédsst sich in drei Regionen
einteilen: den Kern (C), die vom Kern ausgehenden wieder-
holten Schichten oder Verzweigungen (B) und schlieBlich die
Endgruppen (T) auf der duBeren Schicht (Schema 1). Den-
drimere werden entsprechend ihrer Generation, d. h. nach der
Anzahl ihrer Wiederholungsschichten klassifiziert.

Eine mogliche Synthese von Dendrimeren folgt der di-
vergenten Methode.”” In diesem Fall wird das Dendrimer

Schema 1. Ein Dendrimer der 3. Generation.
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vom Kern her mit einer iterativen Reaktionsequenz aufge-
baut, was zu einer schnellen Zunahme der Dendrimergrof3e
und der Zahl an Endgruppen fiihrt. Eine andere Moglichkeit
ist der konvergente Dendrimeraufbau,” bei dem der Kern
im letzten Schritt eingefiigt wird. Diese Methode wird meist
eingesetzt, wenn der Kern funktionelle Gruppen enthilt, die
nicht den Bedingungen in der Wachstumsphase der Dendri-
merhiille ausgesetzt werden konnen.

Unabhingig von der Synthesemethode erhdlt man am
Ende ein Makromolekiil mit einer genau definierten Anzahl
von funktionellen Gruppen an der Oberfliche.

2.3.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Wegen ihrer hohen Zahl an Oberflichenfunktionalititen
konnen Dendrimere multivalente Wechselwirkungen einge-
hen, die starker und genauer sein konnen als eine gleiche Zahl
an monovalenten Wechselwirkungen.””) Durch diesen ,,den-
dritischen Effekt“”! sind Dendrimere besser fiir die Ent-
wicklung von Vektoren geeignet als entsprechende Mono-
mere.

Viele Arbeitsgruppen haben sich mit méglichen Anwen-
dungen von Dendrimeren bei der Entwicklung von Vektoren
beschiiftigt.”'!! Bei einem Ansatz werden die funktionellen
Gruppen an der Oberfliche der Dendrimere so angepasst,
dass elektrostatische Wechselwirkungen zu den Wirkstoff-
molekiilen aufgebaut werden. Zum Beispiel konnen DNA-
Ketten, die negativ geladen sind, durch positiv geladene
Dendrimere komplexiert werden. Mehrere Arbeitsgruppen
haben gezeigt, dass die sehr kompakten Dendrimer-DNA-
Komplexe durch Endocytose leicht von Zellen aufgenommen
werden, sodass die Transfektion verbessert wird.”>>* Vek-
torsysteme auf Dendrimerbasis, z.B. Superfect, werden von
Qiagen fiir diese Anwendung angeboten.

Dendrimere konnen auch eine Struktur aufweisen, die
eine Verkapselung von Wirkstoffen in Hohlrdumen in ihrem
Inneren ermoglicht. Auf diese Weise ldsst sich die Stabilitét
und damit die Bioverfiigbarkeit einiger Wirkstoffe verbes-
sern. Man kann die Dendrimerstruktur (unpolarer Kern und
polare Oberfliche) auch als eine Art ,,molekulare Micelle“
ansehen; der grofle Vorteil besteht darin, dass die Struktur
nicht von der Dendrimerkonzentration abhingt. Ein Beispiel
ist der entziindungshemmende Wirkstoff Indomethacin, der
in einem Dendrimer aus hydrophoben 4,4'-Bis(4'-hydroxy-
phenyl)pentanol-Einheiten verkapselt wurde, an dessen
Oberfliche Polyethylenglycol-Ketten kovalent gebunden
waren, um die Wasserloslichkeit und Biokompatibilitdt zu
erhohen. "3

Wirkstoffe konnen auch in dendritischen Schachteln ver-
kapselt werden. Dendrimere mit dieser Struktur wurden von
Meijer et al. aus Polypropylenimin-Einheiten synthetisiert.
Dabei werden Wirkstoffe in den Hohlrdumen der dendriti-
schen Schachteln verkapselt, bevor die Dendrimere am Ende
der Synthese mit einer dichten dufleren Schicht abgeschlossen
werden. Diese Schicht verhindert eine Abgabe des Wirk-
stoffs, bis sie sich im biologischen Medium gezielt durch
Hydrolyse zersetzt.***?

Wegen ihrer Kugelform und der hohen Zahl an funktio-
nellen Gruppen an der Oberfldche bieten Dendrimere viele
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Moglichkeiten fiir die Entwicklung von Vektoren fiir hydro-
phile und hydrophobe Wirkstoffe.”! Allerdings ist ihre Syn-
these nicht einfach und unter Umsténden sehr kostspielig. Ein
weiterer Nachteil dieses Vektortyps kann in einer schwierigen
Abgabe des Wirkstoffs im biologischen Medium liegen. In
manchen Fillen erschwert die dichte Dendrimerstruktur die
Spaltung von hydrolysierbaren oder biologisch abbaubaren
Bindungen in der &duBeren Schicht erheblich, sodass die
Abgabe der Wirkstoffe zum Problem wird.*!! In anderen
Fillen wiederum sind die verkapselten Molekiile nur schwach
gebunden und werden zu friih freigesetzt. Die Moglichkeit,
die funktionellen Gruppen einfach anzupassen, macht Den-
drimere dennoch zu vielseitigen Wirkstoffvektoren.

Als Alternative zu der schwierigen und kostspieligen
Synthese der Dendrimere schlug Haag"! den Einsatz von
hoch verzweigten Polymeren vor. Biokompatible hoch ver-
zweigte Polyglycerine und Polyethylenimine konnen fiir die
Verkapselung von Cytostatika genutzt werden, die dann,
dank des Ansprechverhaltens des Polymere auf den pH-Wert,
gezielt ins Tumorgewebe transportiert werden konnten.

2.4. Hydrogele
2.4.1. Struktur und Eigenschaften

Hydrogele sind dreidimensionale Netzwerke aus hydro-
philen Polymerketten. Diese konnen in Wasser aufquellen,
ohne in Losung zu gehen.[* Es gibt viele verschiedene Arten
von Hydrogelen, die man nach ihren physikochemischen Ei-
genschaften oder ihren Herstellungsmethoden unterteilt.[*!

Hydrogele konnen aus natiirlichen oder aus synthetischen
Polymeren hergestellt werden. Beispiele fiir natiirliche Poly-
mere sind Proteine, Polysaccharide und DNA. Hydrogele aus
synthetischen Polymeren werden durch Polymerisation von
synthetischen Monomeren hergestellt. Auch hybride Hydro-
gele, die sowohl synthetische Polymere (wegen ihrer Funk-
tionalitédt) als auch natiirliche Polymere (wegen ihrer Bio-
kompatibilitit) enthalten, wurden hergestellt.**S]

Die dreidimensionale Netzwerkstruktur erhilt man durch
chemische oder physikalische Vernetzung der Polymerketten.
In chemischen Gelen werden die Ketten durch kovalente
Bindungen vernetzt. Physikalische Gele bilden sich durch
spontane Selbstorganisation der Ketten zu einem ungeord-
neten dreidimensionalen Netzwerk,*! wofiir schwache
Wechselwirkungen, z. B. Wasserstoffbriicken oder hydropho-
be Wechselwirkungen, maB3geblich sind. Physikalische Hy-
drogele werden also durch reversible Prozesse gebildet, die
solvens-, pH- oder temperaturabhingig sein konnen.

Die dreidimensionalen Netzwerke haben eine grofle Af-
finitdt zu Wasser. Wassermolekiile konnen in die Zwischen-
rdume zwischen den Polymerketten eindringen, wodurch das
Material aufquillt und sich das Hydrogel bildet.

2.4.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen
Hydrogele spielen im Bereich des Wirkstofftransports

eine wichtige Rolle. Wegen ihres hohen Wassergehalts sind

sie ausgezeichnet biokompatibel.’”! Uber die Art des einge-

setzten Polymers und die verwendete Herstellungsmethode
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lassen sich ihre physikochemischen, mechanischen und bio-
logischen Eigenschaften einstellen.

Seit der ersten Untersuchung durch Wichterle und Lim®"
aus dem Jahr 1960, die die biomedizinische Anwendung eines
Poly(2-hydroxyethylmethacrylat)-Hydrogels betraf, wurde
eine grofe Zahl an Hydrogelen fiir therapeutische Zwecke
entwickelt.

Hydrophile Wirkstoffmolekiile konnen leicht verkapselt
werden: Entweder wird der Wirkstoff vor der Polymerisation
mit den Monomereinheiten vermischt, oder man lisst das Gel
in einem wéssrigen Medium quellen, das den Wirkstoff ent-
hilt. Die Abgabe des Wirkstoffs im biologischen Medium
kann dann durch Diffusion (entsprechend dem Fick’schen
Gesetz), durch Auflosen des Hydrogels, durch Osmose oder
durch Tonenaustausch erfolgen.[*!

Hydrogele konnen dhnlich wie Polymermicellen Eigen-
schaften aufweisen, die von Parametern des Mediums ab-
hingig sind (z.B. pH-Wert, Temperatur oder Licht). Eine
Anderung dieser Parameter kann zur Kompression oder zum
Aufquellen des Hydrogels und zur Abgabe der verkapselten
Molekiile fithren (Abbildung 4).

Hydrogel
Wirkstoff

pH-Anderung => S 2

Temperaturinderung
Hydrogen quellt

=> Hvdrogel schrumpft

Abbildung 4. Wirkstoffabgabe durch Hydrogele, die auf Parameter des
Mediums ansprechen.

Ein Beispiel sind Poly(N-isopropylacrylamid)-Netzwerke,
die hiufig fiir die Herstellung von temperatursensitiven Hy-
drogelen eingesetzt werden. Die Wasserloslichkeit dieser
Verbindungen #ndert sich erheblich mit der Temperatur,®
weil Wasserstoffbriicken mit hydrophoben Wechselwirkun-
gen konkurrieren. Bei niedrigen Temperaturen werden be-
vorzugt Wasserstoffbriicken zwischen den polaren Teilen der
Polymere gebildet, sodass das Hydrogel aufquellen kann. Bei
steigender Temperatur gewinnen hydrophobe Wechselwir-
kungen an FEinfluss, und das Hydrogel schrumpft. Dieses
Verhalten wurde zur Herstellung von schaltbaren Vektoren
genutzt.’>34

Fiir Diabetes-Patienten wurden Hydrogele entwickelt, die
Insulin abgeben, wenn die Glucosekonzentration im Blut zu
hoch wird (Abbildung 5). Dafiir wurden pH-sensitive Hy-
drogele mit Glucoseoxidase versehen. Wenn dieses Enzym im
Hydrogel die Glucose aus der Umgebung zu Gluconsiure
metabolisiert, sinkt der pH-Wert, wodurch das Gel aufquillt
und eine grofe Insulinmenge abgibt.”
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Hydrogel mit Glucoseoxidase

\E + Glucose
EEm——
4—— *
- Glucose &
[
1)

Insulinreservoir

1 ——
Insulindiffusion durch die

gequollene Hydrogelmembran

Abbildung 5. Insulinabgabe durch ein Hydrogel in Abhingigkeit von
der Glucosekonzentration.

Die Synthese neuer Polymere hat Hydrogele mit ver-
schiedenen weiteren Eigenschaften hervorgebracht, z.B.
bioadhisive GeleP® oder Systeme fiir die Erkennung durch
molekulares Prigen.”” Diese Vektoren werden voraussicht-
lich eine wichtige Rolle beim Wirkstofftransport spielen.
Einer der wichtigsten Parameter, der fiir die Anwendung als
Vektor beriicksichtigt werden muss, ist das Hydratisierungs-
verhiltnis des Hydrogels. Fiir einen bestimmten Polymertyp
hingt das Hydratisierungsverhéltnis von der Kettenldnge,
vom Molekulargewicht und vom Vernetzungsgrad ab.®

Bei allen Vorteilen, die Hydrogele hauptsichlich auf-
grund ihres Ansprechverhaltens auf du3ere Parametern auf-
weisen, miissen sie fiilr Anwendungen noch weiter verbessert
werden. Beispielsweise erfolgt die durch erhohte Blutzu-
ckerwerte induzierte Insulinabgabe von Hydrogelvektoren
noch nicht schnell genug.*!

2.5. Nanokiigelchen
2.5.1. Struktur und Eigenschaften

Nanokiigelchen sind feste Kolloidpartikel mit typischen
Durchmessern von 100 bis 200 nm. Sie bestehen aus einer
Polymermatrix, wobei verschiedene Arten von Polymeren fiir
ihre Herstellung eingesetzt werden konnen: natiirliche Poly-
mere (Biopolymere) sowie abbaubare und nichtabbaubare
synthetische Polymere. Nanokiigelchen werden nach zwei
verschiedenen Methoden hergestellt.”!

Wenn die Herstellung iiber die Polymerisation von Mo-
nomeren verlduft, beispielsweise im Fall von Poly(methyl-
methacrylat) oder Poly(ethylcyanacrylat), ist meist vor der
eigentlichen Polymerisation ein Emulgierungs- oder Disper-
gierungsschritt notwendig.

Wenn das Polymer bereits vorher gebildet wurde, kommt
die Nanoféllung zum Einsatz. Dazu wird das Polymer in
einem mit Wasser mischbaren organischen Solvens (Aceton,
Ethanol, DMSO) gelost; diese Losung wird tropfenweise in
eine wissrige Phase gegeben (die Tenside enthalten kann).
Das organische Solvens verteilt sich in der gesamten wéssri-
gen Phase, wobei das Polymer ausfillt und Nanokiigelchen
gebildet werden. Diese Methode, mit der man Nanokiigel-
chen ohne die Préparation einer Emulsion herstellen kann,
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wird sehr hiufig genutzt, wenn es darum geht, Objekte aus
zuvor gebildeten Polymeren zu erhalten. Andere bekannte
Methoden sind die Emulsionsverdampfung und -diffusion
sowie die Ausnutzung von Salzeffekten.

Je nach der vorgesehenen Anwendung wird die Oberflé-
che der Nanokiigelchen anschlieend funktionalisiert.

2.5.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Der wichtigste Aspekt bei der Anwendung von Nanokii-
gelchen als Vektoren liegt in der festkorperdhnlichen Poly-
mermatrix, die eine groBe Stabilitit verleiht.”! Wirkstoffe
konnen entweder im Kern der Nanokiigelchen dispergiert
oder an ihrer Oberfldche adsorbiert werden. Sie werden meist
iiber Diffusion durch die Matrix oder durch direkte Zerset-
zung der Matrix abgegeben. Nanokiigelchen kénnen Wirk-
stoffe daher kontinuierlich abgeben, wobei die Geschwin-
digkeit vom Polymer, von der Herstellungsmethode (die die
Porositit der Matrix beeinflusst) und vom Wirkstoff abhangt.

Der Einsatz von festen Nanokiigelchen wird allerdings
dadurch beschrinkt, dass sie in vivo in erheblichem Umfang
durch Makrophagen eingefangen werden. Um dieses Pro-
blem zu l6sen und die Verweildauer im Blutkreislauf zu er-
hohen, wurden vor kurzem Nanopartikel entwickelt, die fiir
Makrophagen ,,unsichtbar® sind.’"’ Man konnte zeigen, dass
Partikel nicht von Makrophagen eingefangen wurden, wenn
man ihre GroBe verringerte (< 100 nm) und/oder ihre Ober-
fliche (die normalerweise sehr hydrophob ist) hydrophiler
machte.

Derartige Nanokiigelchen wurden insbesondere bei der
Entwicklung von Vektoren fiir Antitumorwirkstoffe einge-
setzt.[%l Taxol zeigt beispielsweise im Vergleich zur freien
Form eine groBere Effizienz (eine ldngere Verweildauer im
Blutkreislauf) und eine geringere Toxizitdt, wenn es in Poly-
vinylpyrrolidon-Nanokiigelchen mit einem Durchmesser von
50 bis 60 nm eingeschlossen wird.[”) Ein dhnliches Verhalten
kennzeichnet einen Komplex aus Dextran (hydrophiles Po-
lymer) und Doxorubicin (hydrophiler Wirkstoff), wenn
Chitosan-Nanokiigelchen (Durchmesser 100 nm) damit be-
laden werden.*!

Die hydrophile Oberfldache solcher Nanokiigelchen kann
mit spezifischen Liganden versehen werden, um den Trans-
port gezielt an einen bestimmten Ort zu lenken. Jain et al.
entwickelten 2007 entsprechende Dextran-Nanokiigelchen,
deren Oberflichen mit Vitamin B;, funktionalisiert waren.
Mithilfe dieser Vektoren konnte oral verabreichtes Insulin in
den Korperkreislauf aufgenommen werden, denn die Zer-
setzung im Magen-Darm-Trakt war deutlich eingeschrénkt.
Selbst bei geringeren Insulingaben wurde eine ldngere Wir-
kung beobachtet.[*”

Polymernanokiigelchen haben ein groBles Potenzial fiir
Anwendungen als Wirkstoffvektoren. Thr grofSter Nachteil
liegt in ihrer Herstellung, die im industriellen MaBstab
schwierig ist. AuBBerdem erfordert ihre Synthese unter Um-
stinden Solventien und Monomere, die toxisch und schwer
abbaubar sind.
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2.6. Feste Lipidnanopartikel
2.6.1. Struktur und Eigenschaften

Feste Lipidnanopartikel (solid lipid nanoparticles, SLNs)
bestehen hauptsichlich aus Glyceriden und weisen Durch-
messer zwischen 50 und 1000 nm auf. Es gibt verschiedene
Methoden zur Herstellung dieser Nanopartikel:

e Hochdruckhomogenisierung:*! Die Lipide werden auf
Temperaturen ca. 5 bis 10°C iiber ihren Schmelzpunkt
erhitzt und dann in einer wissrigen Tensidlosung mit der
gleichen Temperatur dispergiert. Die Emulsion wird bei
hohem Druck homogenisiert und dann abgekiihlt, wobei
die Lipide als feste Nanopartikel auskristallisieren. Das
Verfahren lidsst sich auch so modifizieren, dass die Ho-
mogenisierung bei tiefer Temperatur stattfindet.

e Mikroemulsionstechnik:*! Das Lipid wird oberhalb des
Schmelzpunkts als Mikroemulsion in einer wissrigen
Tensidlosung dispergiert. Die transparente, thermodyna-
misch stabile Mikroemulsion wird dann mechanisch mit
einer 2-3°C kalten wissrigen Phase gemischt, wobei das
dispergierte Lipid in Form fester Nanopartikel ausfillt.

e Nanofillung: Diese Methode, bei der ein organisches
Solvens verwendet werden muss, ist die gleiche, die auch
bei der Herstellung von Polymernanokiigelchen eingesetzt
wird.

Die Kristallinitidt des Lipids in SLNs kann {iiber die ver-
wendete Herstellungsmethode modifiziert werden. Kristall-
polymorphien, die direkt mit der Dichte und der kolloidalen
Stabilitit dieser Systeme zusammenhéngen, sind ein wichtiger
Parameter hinsichtlich der Anwendung von SLNs.

2.6.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Mehrere Arbeitsgruppen haben seit 1990 die SLNs als
Alternative zu Polymernanokiigelchen bei der Anwendung
als Vektoren untersucht.”®’Y Im Allgemeinen werden Tri-
glycerid-Lipide vom Organismus gut vertragen. Die Herstel-
lung solcher Nanopartikel ist erheblich einfacher als bei Na-
nokiigelchen und gelingt kostengiinstig im industriellen
Mafstab.

Der Wirkstoff fiir die gewiinschte Anwendung wird in der
geschmolzenen Lipidphase gelost oder dispergiert, und
danach werden die wirkstoffbeladenen SLNs nach einer der
beschriebenen  Herstellungsmethoden erhalten. Beim
schnellen Abkiihlen der Glyceride wird eine a-kristalline,
instabile und schlecht geordnete Struktur erhalten.? Die
Wirkstoffmolekiile sammeln sich bevorzugt in den amorphen
Bereichen der Matrix. Allerdings wandelt sich die a-kristal-
line Struktur der Lipide wéahrend der Lagerung in eine sta-
bilere und besser geordnete P-kristalline Struktur um.
Diese Umwandlung der Lipidphase fithrt zu einer Anrei-
cherung der Wirkstoffe in den amorphen Bereichen.™ Ein
gesteuerter Ubergang von der a- in die f-Form (z.B. durch
Temperaturdnderung) konnte demnach eine Wirkstoffabgabe
,auf Kommando* ermt‘)glichen.[68] Allerdings konnten derar-
tige SLNs mit vollstdndig kontrollierter Matrixtransformation
bisher nicht realisiert werden.
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Die Kapazitit fiir die Wirkstoffbeladung wird im We-
sentlichen durch die Struktur und Polymorphie der Lipide
bestimmt, aus denen die Nanopartikel bestehen. Daher
wurden verschiedenartige Lipidpartikel mit amorphen Be-
reichen entwickelt.””” Diese nur teilweise kristallinen Par-
tikel konnen z.B. aus einer Mischung von Glyceriden mit
verschiedenen Fettsduren (unterschiedliche Kettenldnge und
Sittigungsgrade) bestehen, was zu einem schlecht geordneten
Material mit einer besseren Wirkstoffbeladung fiihrt. Eine
zweite Gruppe sind die Mehrfachlipidpartikel, die man
erhilt, wenn man wihrend der Herstellung der Nanopartikel
feste und fliissige Lipide mischt. Die Wirkstoffe sind dann in
den fliissigen Kompartimenten der festen Lipidpartikel ent-
halten. SchlieBlich lasst sich ein amorphes System auch durch
eine bestimmte Mischung von Lipiden erhalten. Diese festen
Nanopartikel konnen eine besonders effektive Wirkstoff-
beladung aufweisen.

Die Anwendung von festen Lipidnanopartikeln als
Wirkstoffvektoren wird intensiv untersucht. In-vitro- und In-
vivo-Studien haben ergeben, dass diese Partikel gut vertragen
werden. Allerdings konnen als Folge der Polymorphie der
Lipidmatrizen oder moglicher Kristalltransformationen Sta-
bilititsprobleme auftreten (Gelbildung™). Tn manchen
Fillen kann auch die Wirkstoffabgabe dieser Nanopartikel
nicht gut gesteuert werden, was die Anwendung als Vektoren
einschrankt.

3. Vesikel

Vesikel sind kolloidale Systeme, die kleiner als ein Mi-
krometer sind. Sie konnen von Polymeren, Tensiden oder
Lipiden gebildet werden. In diesen Systemen befinden sich
die Wirkstoffe in einer Olphase oder einer wissrigen Phase,
die von einer Membran umgeben ist. Vesikel konnen daher
mit einer groBeren Wirkstoffmenge als Matrixsysteme bela-
den werden, sodass deutlich kleinere Mengen verabreicht
werden miissen. Viele Vesikelsysteme zeichnen sich durch
flexible Transporteigenschaften aus und konnen als Vektoren
fiir hydrophile und lipophile Substanzen eingesetzt werden.

3.1. Nanokapseln und Polymersome
3.1.1. Strukturen und Eigenschaften

[80] [81,82]

Nanokapseln'™ und Polymersome bestehen aus
einem fliissigen Kern, der von einer wenige Nanometer
diinnen Polymerwand umschlossen ist.”” Die beiden Grup-
pen unterscheiden sich hauptséchlich durch die Struktur der
Polymermembran und die Hydrophilie ihres inneren Hohl-
raums (Abbildung 6).

Die Membran der Nanokapseln ist eine diinne Mono-
schicht und besteht entweder aus einem Homopolymer oder
einem Blockcopolymer, wobei die hydrophile Einheit nach
auflen gerichtet ist. Der Kern dieser Nanokapseln besteht in
den meisten Fillen aus einer Olphase. (Nanokapseln mit
einem wissrigen Kern wurden ebenfalls hergestellt.["])

Ahnlich wie Nanokiigelchen kénnen Nanokapseln aus
zuvor gebildeten Polymeren oder durch die Polymerisation
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amphiphiles
Blockcopolymer

Abbildung 6. Struktur von Nanokapseln und Polymersomen.

von Monomeren hergestellt werden. In beiden Féllen kann
die Grenzflichenabscheidungstechnik angewendet werden.
Bei dieser Methode wird ein mit Wasser mischbares organi-
sches Solvens, in dem das Polymer oder die Monomerein-
heiten gelost sind, mit einer Olphase gemischt, die dann in
einer wassrigen Tensidlosung dispergiert wird. Dabei diffun-
diert das organische Solvens in die wissrige Phase, und das
Polymer oder die Monomere aggregieren an der Oberfldache
der Oltropfchen und bilden auf diese Weise die Nanokapseln
(im Fall der Monomere nach einem Polymerisations-
schritt!®),

Die Membran der Polymersome besteht aus Blockcopo-
lymeren, die (4dhnlich wie im Fall von Liposomen) eine
Doppelschicht bilden. Polymersome haben einen hydrophilen
Hohlraum.

Polymersome werden mit der Filmhydratisierungsme-
thode hergestellt. Das Copolymer wird in einem fliichtigen
organischen Solvens gelost. AnschlieBend l4dsst man das Sol-
vens verdampfen, wobei sich ein Polymerfilm bildet. Dieser
Film wird in einer wéssrigen Phase wieder hydratisiert und
durch Riihren, Ultraschallbehandlung oder Extrusion dis-
pergiert, wobei sich die Polymersomen bilden.

3.1.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Bei der Anwendung als Vektor enthalten Nanokapseln
meist lipophile und Polymersomen hydrophile Wirkstoffe.
Die Wirkstoffe werden wihrend der Herstellung der Vekto-
ren verkapselt: Bevor die Nanokapseln durch Grenzflachen-
abscheidung erzeugt werden, wird der hydrophobe Wirkstoff
in der Olphase gelost. Im Fall der Polymersomen erfolgt eine
passive Verkapselung, bei der die Hydratisierung des Poly-
merfilms in Gegenwart des hydrophilen Wirkstoffs stattfin-
det.

Mit diesen beiden Arten von polymerbasierten Vesikeln
konnen Wirkstoffe geschiitzt und ihre Toxizitdt verringert
werden. Die Wirkstoffabgabe erfolgt durch Diffusion oder
durch den Abbau der Polymermembran im biologischen
Medium.
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Mosqueira et al. beschrieben kiirzlich die Nanoverkap-
selung von Halofantrin.®™ Dieses wirkungsvolle Antimala-
riamedikament wird dann eingesetzt, wenn Chloroquin und
Chinin versagen. Allerdings ist Halofantrin toxisch (es kann
zum Herzstillstand fithren) und wegen seiner Hydrophobie
nur wenig bioverfiigbar. Durch Einschluss in Poly-e-capro-
lacton-Nanokapseln konnten die Herzrisiken erheblich ver-
ringert und die letale Dosis von 200 auf 300 mgkg ™' erhoht
werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Nanoverkapselung in
Poly-ge-caprolacton die Anwendung des Wirkstoffs verbessert,
vor allem dank der groeren In-vivo-Stabilitit des Polymers
(verglichen mit Polymeren wie Polymilchsdure-Polyethylen-
glycol (PLA-PEG), die normalerweise fiir Nanokapseln ver-
wendet werden).

Ahnlich wie bei den Nanokiigelchen kann man die
Oberflaiche der Nanokapseln funktionalisieren, z.B. mit
PEG-Ketten, die die Verweildauer im biologischen Medium
erhohen, oder mit spezifischen Liganden, die den Transport
gezielt zu einem bestimmten Ort lenken.

Polymersomen lassen sich vielseitiger einsetzen als Na-
nokapseln, denn man kann, zusétzlich zu den hydrophilen
Wirkstoffen, die sich in den wissrigen Hohlrdumen befinden,
auch hydrophobe Wirkstoffe in ihren Membranen transpor-
tieren. Diese Strategie wurde fiir den Transport der Anti-
tumorwirkstoffe Paclitaxel (hydrophob) und Doxorubicin
(hydrophil) angewendet.®™ Doxorubicin wurde in den inne-
ren Hohlrdaumen der Polymersome verkapselt, wihrend
Paclitaxel bei der Herstellung des Polymerfilms in die Poly-
merdoppelschicht integriert wurde. Durch den Einsatz dieser
Wirkstoffkombination konnte die Effizienz des Antitumor-
medikaments erhoht werden. Die Polymersome wurden mit
einer Mischung aus zwei Blockcopolymeren hergestellt: bio-
logisch abbaubares PLA-PEG und inertes Polyethylenglycol-
Polybutadien (PEG-PBD). Die Hydrolyse von PLA-PEG
fiihrte zur Bildung von Poren in der Membran, wodurch die
Abgabe der beiden Wirkstoffe gesteuert werden konnte.
Verglichen mit der getrennten Anwendung der beiden
Wirkstoffe, konnte mit der Polymersom-Wirkstoffkombina-
tion die Apoptoserate in den Tumoren innerhalb von zwei
Tagen verdoppelt werden.

Polymersome sind zwar effizient, aber ihre Unbesténdig-
keit, die zur ungewollten Abgabe von Wirkstoffen fiihrt, ist
ein schwerwiegender Nachteil. Aulerdem wird fiir die passive
Verkapselung eine grofe Wirkstoffmenge benotigt, da die
Wirkstoffkonzentration in den Polymersomen nur so hoch ist
wie in der wéssrigen Losung, die zur Hydratisierung des Po-
lymerfilms verwendet wird.

Die Herstellung von Nanokapseln und Polymersomen im
industriellen Mafstab ist beschriankt moglich und fiihrt zu
toxischen Nebenprodukten, die nur schwer entfernt werden
konnen.

3.2. Liposomel®®

3.2.1. Struktur und Eigenschaften
Liposome sind Vesikel, die durch Selbstorganisation einer
oder mehrerer Phospholipid-Doppelschichten gebildet

werden, die einen Hohlraum mit einer wéssrigen Phase um-
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schlieBen. Da ihre Struktur derjenigen von Phospholipid-
membranen lebender Zellen dhnelt, haben sie das Interesse
von zahlreichen Arbeitsgruppen in unterschiedlichen Berei-
chen wie physikalischer Chemie, Biophysik und Pharmazie
geweckt.

Die Struktur von Liposomen hingt von der Zusammen-
setzung und der Herstellungsmethode ab. Thre Herstellung
umfasst meist die folgenden Schritte:*”)

o Losen der Lipide in einem organischen Solvens;
o Verdampfen des Solvens;
e Dispergieren der getrockneten Lipide in einer wéssrigen

Phase.

Die Synthesen unterscheiden sich durch die Methode, mit
der die getrockneten Lipide dispergiert werden: Hydratisie-
rung des Phospholipidfilms, Ultraschallbehandlung, Mikro-
fluidisierung,  Extrusion, = Umkehrphasenverdampfung,
Etherinfusion, Injektion einer Ethanollosung, Gefriertrock-
nung/Rehydratisierung, Einfrieren/Auftauen, Tensidentfer-
nung oder Elektroformation.

Die Eigenschaften von Liposomen hiangen mit der Her-
stellungsmethode zusammen. Insbesondere die mittlere
GroBe kann zwischen einigen Dutzend Nanometern und
einhundert Mikrometern variieren. Sie konnen auf3erdem aus
einer oder mehreren Lipid-Doppelschichten bestehen. Nach
diesen beiden Parametern richten sich ihre Bezeichnungen®
(Abbildung 7).

LMV
Durchmesser > 0.5 pm
Liposome mit mehreren Lipiddoppelschichten

uv
Durchmesser 20 nm bis > 1 ym
Lipiddoppelschicht-Liposome

MVYV
Durchmesser > 1 um
Liposome enthalten mehrere Vesikeln

Abbildung 7. Verschiedenartige Liposomstrukturen.

Unilamellare Vesikel werden in drei Gruppen unterteilt:

o SUV (kleine unilamellare Vesikel) mit Durchmessern
zwischen 20 und 100 nm;

e LUV (groBe unilamellare Vesikel) mit Durchmessern iiber
100 nm;

o GUV (riesige unilamellare Vesikel) mit Durchmessern
iber 1 pm.

GUV werden héaufig eingesetzt, da ihre Grofe und
Struktur derjenigen von Zellen &hnelt.

3.2.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Liposome haben sich wegen der Unbedenklichkeit ihrer
Phospholipidkomponenten schnell zu idealen Kandidaten fiir
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Wirkstoffvektoren in biologischen Medien entwickelt. Ahn-
lich wie Polymersome kénnen Liposome sowohl hydrophobe
Wirkstoffe (in ihrer Doppelschicht) als auch hydrophile
Wirkstoffe (im Hohlraum) transportieren.

Fiir hydrophile Wirkstoffe sind zahlreiche Verkapse-
lungsmethoden beschrieben worden, die sich nach den FEi-
genschaften der Wirkstoffmolekiile und dem Aufbau der Li-
posome richten. Die einfachste Methode ist die passive Ver-
kapselung (wie bei Polymersomen), bei der der Lipidfilm in
Gegenwart des Wirkstoffs hydratisiert wird.®™ Aktive Ver-
kapselungsmethoden™ ! beruhen auf Konzentrations- und
pH-Gradienten und werden nach der Bildung der Liposome
angewendet. Hydrophobe Wirkstoffe werden mit den
Phospholipiden gemischt, bevor der Lipidfilm gebildet wird.

Man kann die Membran der Liposomen so konstruieren,
dass sie auf verschiedene Umgebungsparameter anspricht,
und auf diese Weise mehrere Mechanismen fiir die Wirk-
stoffabgabe realisieren. Beispielsweise wurden Liposome
entwickelt, die beim physiologischen pH-Wert von 7.4 stabil
sind und unter sauren Bedingungen (z.B. in Tumoren oder
Endosomen) ihren Wirkstoff abgeben.”! Diese Liposomen
werden entweder aus geladenen Phospholipiden oder aus
neutralen Phospholipiden, die in einem bestimmten pH-Be-
reich hydrolysieren, aufgebaut.

Phospholipidliposomen, die Disulfidbriicken enthalten,
reagieren auf das Redoxpotential des Mediums. Eine Re-
duktion dieser Bindungsmotive zerstort die Liposome und
fiihrt zur Abgabe der verkapselten Wirkstoffe.”!

Mit Lipiden wie 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-
cholin, das zwischen 41 und 43°C einen Phaseniibergang
aufweist, wurden temperaturempfindliche Liposome entwi-
ckelt, die in Verbindung mit Hyperthermiebehandlungen
eingesetzt werden konnten, z.B. um Wirkstoffe in feste
Tumore zu transportieren.”

Auf der Oberfliche von Liposomen konnen Liganden
gebunden werden, mit deren Hilfe die verkapselten Wirk-
stoffe gezielt zu bestimmten Orten transportiert werden
konnen.™ Entsprechende Liganden konnten Antikorper
sein, die an bestimmte Zellrezeptoren binden, oder auch
weniger spezifische Gruppen wie Folat oder Selectin.

Virosome sind ein weiteres Beispiel fiir oberfldchen-
funktionalisierte Liposome, die bestimmte Ziele ansteuern
konnen. Sie bestehen im Allgemeinen aus Phosphatidylcholin
und Virusproteinen wie Himagglutinin (HA) und Neurami-
nidase in seiner biologisch aktiven Konformation. Wenn HA
anwesend ist, werden Virosome von Immunzellen erkannt,
sodass sie héufig bei Impfungen fiir den Transport von Anti-
genen eingesetzt werden."™

Durch die Anbindung von PEG-Ketten™ kénnen Lipo-
some vor der Erkennung durch Monocyten und Makropha-
gen in der Leber und der Milz geschiitzt werden und ldnger im
Blutkreislauf verweilen. Das Medikament Doxil, das zur
Chemotherapie von Tumorpatienten eingesetzt wird, beruht
auf Liposomen mit oberflichengebundenen Methoxypoly-
ethylenglycol(MPEG)-Einheiten.

Liposome sind mittlerweile zu ausgekliigelten und viel-
seitigen Vektorsystemen entwickelt worden, die einen voll-
standig steuerbaren, ortsspezifischen Wirkstofftransport er-
moglichen. Allerdings miissen diese komplexen Systeme
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genau an den zu transportierenden Wirkstoff und die ge-
wiinschte Anwendung angepasst werden.

Die physikalische und chemische Stabilitit setzt der An-
wendung von Liposomen als Vektoren ebenfalls Grenzen.
Die geringe Stabilitdt beruht in chemischer Hinsicht auf der
Hydrolyse der Lipidesterbindungen und in physikalischer
Hinsicht auf der Aggregation oder Vereinigung von mehreren
Liposomen. Dabei konnen grof3e Objekte entstehen, die nicht
mehr als Vektoren geeignet sind und undicht werden, sodass
die eingeschlossenen Wirkstoffe vor dem Erreichen der
Zielorte abgegeben werden.

Bei ihrer Herstellung werden organische Solventien be-
notigt, sodass sie Spuren toxischer Verbindungen enthalten
konnen.

3.3. Niosome
3.3.1. Struktur und Eigenschaften

Niosome!™ bestehen aus nichtionischen Tensiden, die
eine sphérische Doppelschicht bilden und einen Hohlraum
mit einer wissrigen Phase umschlieBen (die Struktur ent-
spricht genau der von Liposomen und Polymersomen). In der
Literatur wurden verschiedene Herstellungsmethoden fiir
Niosome beschrieben.””

Wie im Fall der Liposome kann die Rehydratisierung
eines Tensidfilms angewendet werden. Man kann auch Nio-
some erhalten, indem man die Tenside in einem organischen
Solvens 16st, mit Wasser eine Ol-in-Wasser-Emulsion herstellt
und dann das organische Solvens verdampfen lasst. Daneben
wurden auch Methoden entwickelt, die keine organischen
Solventien (die schwierig zu entfernen und in manchen Fillen
toxisch sind) erfordern. Ein Beispiel ist die Injektion von
geschmolzenen Tensiden in eine erwirmte, intensiv geriihrte
wissrige Phase.

Niosome, die mit diesen Methoden hergestellt werden,
weisen Durchmesser im Mikrometerbereich auf. Mit ver-
schiedenen Techniken ldsst sich ihre GroBle auf ca. 300 nm
reduzieren. Beispiele sind die Anwendung von Ultraschall,
Mikrofluidisierung, Extrusion, Hochdruckhomogenisierung
oder eine Kombination von Ultraschallbehandlung und Fil-
tration.

Bei der Herstellung von Niosomen miissen meist Ver-
bindungen wie Cholesterin zugesetzt werden, die die Dop-
pelschicht stabilisieren, sowie Substanzen, die mithilfe von
sterischen oder elektrostatischen Wechselwirkungen eine
Aggregation der Niosome verhindern.

3.3.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Niosome konnen genau wie Liposome hydrophobe
Wirkstoffe in ihrer Doppelschicht und hydrophile Substanzen
in ihrem wéssrigen Hohlraum transportieren. Im Unterschied
zu Phospholipidliposomen sind Niosome, die aus Tensiden
bestehen, nicht empfindlich gegeniiber Hydrolyse oder Oxi-
dation. Diese Eigenschaft ist von Vorteil fiir Anwendungen in
biologischen Medien. Tenside sind auBerdem billiger als
Phospholipide und konnen leichter gelagert werden. Ein
weiterer Vorteil von Niosomen gegeniiber Liposomen besteht
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darin, dass sie aus vielen verschiedenen Tensiden hergestellt
werden konnen, sodass man die hydrophilen Kopfgruppen
der Tenside entsprechend den gewiinschten Anwendungen
und Zielorten auswihlen kann.”” Insbesondere wurden
Niosome aus Tensiden hergestellt, die Glycerin-,*®! Ethylen-
oxid-®" Kronenether-'" polyhydroxylierte!™™ oder von
Zuckern abgeleitete!'"” polare Kopfgruppen trugen.

Hydrophile Wirkstoffe werden wihrend der Herstellung
der Niosome mit der passiven Methode (bei der der Wirkstoff
in der wissrigen Phase gelost wird) verkapselt. Hydrophobe
Wirkstoffe werden vor der Herstellung der Niosome einfach
mit den Tensiden gemischt.

Die Verkapselung der Wirkstoffe in Niosomen kann ihre
Toxizitdt reduzieren, ihre Absorption durch Zellmembranen
erhohen und den gezielten Transport zu bestimmten Organen
oder Geweben ermoglichen. In Analogie zu Virosomen
wurden vor kurzem Niosome entwickelt, deren Oberfldche
mit Antikorpern funktionalisert war.'! Diese neuen ,,Im-
muntriger” zeigten bei ersten Tests mit Modellzellen einen
sehr zielgerichteten Transport.

Niosomsysteme sind fiir den Wirkstofftransport inzwi-
schen ebenso leistungsfihig wie Liposome, wobei die Nach-
teile der Phospholipide vermieden werden. Allerdings weisen
die Membranen der Niosome eine gewisse Durchldssigkeit
fiir niedermolekulare Substanzen auf, sodass die verkapselten
Wirkstoffe mit der Zeit aus dem wissrigen Hohlraum abge-
geben werden. Obwohl die toxikologischen Eigenschaften ein
wesentlicher Aspekt fiir die pharmazeutische Anwendung
von Vektoren sind, gibt es bisher kaum Untersuchungen zur
Toxizitidt von Niosomen.

3.4. Katanionische Vesikel
3.4.1. Struktur und Eigenschaften

Katanionische Amphiphile sind im Allgemeinen zwei-
kettige Systeme, die sich bei der Mischung von entgegenge-
setzt geladenen Tensiden in Wasser bilden (Abbildung 8).

Abbildung 8. Ein zweikettiges katanionisches Amphiphil.

Hinsichtlich der Herstellung dieser Systeme muss man
zwischen katanionischen Mischungen und katanionischen
Tensiden (reinen Ionenpaarsystemen)!'™ unterscheiden. Mit
der zweiten Kategorie sind Systeme gemeint, in denen die
anorganischen Gegenionen, die urspriinglich mit den am-
phiphilen Ionen assoziiert waren, entfernt wurden. In katan-
ionischen Mischungen dagegen verbleiben die Gegenionen in
der Losung. Da manche Salze toxisch sind, miissen fiir Vek-
toranwendungen diese Riickstandssalze entfernt werden.
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Fir katanionische Tenside (ohne Riickstandssalze)
wurden vier Herstellungsmethoden beschrieben:[>1%7]

e Bei der Extraktionsmethode!'™ werden #quimolare
Mengen der entgegengesetzt geladenen, zuvor in Wasser
gelosten Tenside gemischt. Mit einem geeigneten organi-
schen Solvens wird dann das katanionische Tensid extra-
hiert, wihrend das Salz in der wissrigen Phase verbleibt.

e Die Fillungsmethode kann auf zwei Arten angewendet
werden:' Bei der ersten Variante wird zun#chst aus der
wissrigen Losung eines Kalium-, Natrium- oder Lithium-
salzes des anionischen Tensids das Silbersalz des Tensids
ausgefillt. Der Niederschlag wird gereinigt und in einer
Mischung aus Wasser und einem organischen Solvens
gelost. Dann wird ein Aquivalent eines Halogenidsalzes
(Bromid oder Chlorid) des kationischen Tensids zu der
Losung gegeben. Das ausgefallene Silberhalogenid wird
durch Filtrieren abgetrennt, und man erhilt das reine kat-
anionische Tensid. Bei der zweiten Variante stellt man eine
tiberséttigte wissrige Losung dquimolarer Mengen der
beiden entgegengesetzt geladenen Tenside her. Dabei fallt
das katanionische Tensid aus, das durch Filtration gesam-
melt werden kann, wihrend das Riickstandssalz in der
Losung verbleibt.

e Hiufig angewendet wird die Tonenaustauschmethode,™*!
bei der mithilfe geeigneter lonenaustauscher das Hydroxid
des kationischen Tensids sowie die protonierte Form des
anionischen Tensids erhalten werden. Die beiden Tensid-
l6sungen werden dann gemischt, wobei in einer Siure-
Base-Reaktion das reine katanionische Tensid entsteht.
Beispielsweise stellten Zemb et al. katanionische Tenside
her, indem sie Myristinsdure mit Cetyltrimethylammoni-
umhydroxid (CTAOH) mischten, nachdem zuvor das
Chloridion in Cetyltrimethylammoniumchlorid gegen ein
Hydroxidion ausgetauscht worden war.1%6-1%%]

e Eine origindre Protonenaustauschmethode wurde von
unserer Arbeitsgruppe beschrieben.'™ "% Dabei wird ein
Tensid, das von einem Aminozucker abgeleitet wurde, mit
einem Aquivalent eines Tensids, das eine Siuregruppe
enthélt, in Wasser gemischt. Eine einfache Sadure-Base-
Reaktion ergibt dann das katanionische Tensid ohne
Riickstandssalz.

Katanionische Tenside konnen in Wasser spontan Vesikel
bilden."!'? Allerdings kommt es in den meisten Fillen zur
Bildung eines Niederschlags, wenn man dquimolare Mengen
entgegengesetzt geladener Amphiphile mischt.''"! Die elek-
trostatischen Wechselwirkungen zwischen den Ladungen
fithren zum Schrumpfen der polaren Kopfgruppen. Die Hy-
drophilie des Systems verringert sich, und die schwache Sol-
vatation erschwert die Solubilisierung. Katanionische Vesikel
werden daher im Allgemeinen mit einem positiven oder ne-
gativen Ladungsiiberschuss hergestellt.

Menger et al.l''¥! beschrieben 1997 das erste wasserlosli-
che katanionische Tensid, das auf einem glycosidischen Am-
phiphil beruht (Schema 2). In unserer Arbeitsgruppe wurden
ebenfalls verschiedenartige wasserlosliche katanionische
Tenside hergestellt,1?110114116] dje sich von Zuckern ableiten
und hinreichend hydrophil sind (Schema 3).
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Schema 2. Struktur des ersten katanionischen Tensids mit einem
Zuckerderivat.
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Schema 3. Zweikettige (a) und Zwillingsstrukturen (b) von katanioni-
schen Tensiden.

In einigen Arbeitsgruppen wurde auch untersucht, ob
Vesikel, die durch Mischen dquimolarer Mengen entgegen-
gesetzt geladener Tenside (ohne Riickstandssalze) erhalten
wurden, hydrophile Testsubstanzen verkapseln. Fiir die Solu-
bilisierung der dquimolaren katanionischen Tenside war al-
lerdings eine zusitzliche Energiezufuhr durch Ultraschall-
behandlung notwendig.

Fukuda etal. stellten ein katanionisches Tensid her,
indem sie Trimethyl-n-hexadecylammoniumhydroxid mit
einem Aquivalent Palmitinsiure mischten. Die Ultraschall-
behandlung einer Dispersion dieses Tensids in Wasser fiihrte
zur Bildung von Vesikeln, in denen 0.9% Riboflavin ver-
kapselt werden konnte.['!”

Bhattacharya et al. untersuchten katanionische Tenside,
die aus verschiedenen Mischungen von Bolaamphiphil-Ten-
siden, die zwei Siuregruppen enthielten, und zwei Aquiva-
lenten CTAOH erhalten wurden. Diese katanionischen Ten-
side bildeten bei Ultraschallbehandlung in Wasser ebenfalls
Vesikel, in denen bis zu 2.28 % Riboflavin verkapselt werden
konnte.[''*!

Tondre et al. untersuchten das Verkapselungsvermogen
von katanionischen Vesikeln, die aus einer dquimolaren Mi-
schung von Dodecylbenzolsulfonsdure und CTAOH erhalten
wurden. In diesen Vesikeln konnte ca. 2.5% Glucose ver-
kapselt werden.!""”) Diese katanionischen Vesikel waren al-
lerdings merklich permeabel: Nach 24 h war nur noch 8 % der
urspriinglichen Glucosemenge in den wiéssrigen Hohlrdumen
der Vesikel enthalten.
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Katanionische Vesikel, die aus &dquimolaren Mengen
beider Tensidarten und ohne Riickstandssalze hergestellt
wurden, wurden bisher nur in wenigen Studien hinsichtlich
ihres Verkapselungsvermogens von hydrophilen Substanzen
untersucht. Aber bereits diese ersten Arbeiten haben gezeigt,
dass katanionische Tenside in Losung Vesikel bilden, in denen
ein bestimmter Anteil eciner Testsubstanz, die sich in der
Losung befindet, verkapselt wird.

3.4.2. Anwendungen in der Entwicklung von Vektorsystemen

Die Anwendung von katanionischen Vesikeln als Vekto-
ren wurde noch nicht umfassend untersucht.”?! Ein neues
Konzept beruht auf der direkten Assoziation von Tensiden
mit potentiell ionisierbaren Wirkstoffen, die zusammen kat-
anionische Einheiten bilden."'?") Unseres Wissens hat bis-
lang nur ein Ansatz aus unserer Arbeitsgruppe zu einer
Weiterentwicklung in der Industrie gefiihrt. Dieser Ansatz
nutzt die direkte Assoziation eines entziindungshemmenden
Wirkstoffs mit einem amphiphilen Zuckerderivat; das gebil-

HO oH OH
o b
"™ or o oH 1T, o-chs
S
o)

Schema 4. Struktur eines katanionischen Tensids aus einem entziin-
dungshemmenden Wirkstoff und einem zuckerbasierten Tensid.

dete katanionische Tensid (Schema4) soll fiir den Wirk-
stofftransport durch die Haut eingesetzt werden.

Die spontane Bildung von Vesikel aus dem katanioni-
schen Tensid erhoht die entziindungshemmende Aktivitédt des
Wirkstoffs und fiihrt zu einer kontrollierten Aufnahme durch
die Haut iiber einen lingeren Zeitraum. Au3erdem wird der
Wirkstoff vor schadlicher Strahlung geschiitzt.!'?>1%!

Kiirzlich beschiftigten sich Lindman et al. mit Anwen-
dungen von katanionischen Tensiden zur Transfektion.['*"
Dazu wurde ein dreikettiges katanionisches Tensid syntheti-
siert, das ein Zuckerderivat enthilt (Schema 5) und stabile
Vesikel bildet, die sich als Wirkstoffvektoren eignen kénnten.
Die Aggregationseigenschaften und das Verkapselungsver-
mogen dieses katanionischen Tensids wurden in Wasser und
Phosphatpuffer untersucht."? ! In beiden Medien bildeten

OH H
Ol o) OH
HO o} OH H,
OH Ho @N\/\/\/\/\/\/\/\/
OH ©0 OH
IM/\/\/\N
04 Y\/\/\/\/\/\
OH

Schema 5. Das dreikettige katanionische Tensid 1-N-Hexadecylammo-
nium-1-desoxylactit-bis (a-hydroxydodecyl) phosphinat.
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sich spontan Vesikel, in denen 8 % der hydrophilen Testsub-

stanz Arbutin verkapselt werden konnten. Dies ist eine der

besten Verkapselungseffizienzen, die bisher fiir katanionische

Vesikeln mit  dquimolaren  Tensidanteilen  erzielt

wurden.!®11%12771 In den wissrigen Hohlrdumen der Vesikel,

die von dem dreikettigen katanionischen Tensid gebildet
werden, bleiben Wirkstoffe mindestens 30 h eingeschlossen.

Auch dieser Wert fiir das Retentionsvermogen zihlt zu den

besten, die bei katanionischen dquimolaren Systemen bisher

beobachtet wurden. Das dreikettige katanionische Tensid
konnte daher die Basis fiir ein vielversprechendes Wirk-
stofftransportsystem bilden, mit dem sich Wirkstoffe einfach
wihrend der spontanen Selbstorganisation der Tenside in

Wasser verkapseln lassen.

Bisher haben sich nur wenige Studien mit der Anwendung
von katanionischen Vesikeln als Wirkstoffvektoren beschéf-
tigt. Dennoch konnten diese Vektoren die Vorteile mehrerer
bestehender Systeme vereinigen:

e Ahnlich wie Liposome, Polymersome, Nanokapseln und
Niosome sind katanionische Vesikel Reservoirsysteme, in
denen Wirkstoffe verkapselt werden konnen, sodass sie
vor der biologischen Umgebung geschiitzt, weniger toxisch
und in héherem MaB bioverfiigbar sind.

e Katanionische Vesikel verfiigen iiber flexible Transport-
eigenschaften, denn sie konnen (wie Liposome, Polymer-
some und Niosome) hydrophobe Wirkstoffe in ihrer
Membran und hydrophile Wirkstoffe in ihrem inneren
Hohlraum transportieren. Ahnlich wie bei Niosomen
stehen viele verschiedene Tenside fiir ihre Herstellung zur
Verfiigung, sodass man die Struktur der polaren Kopf-
gruppe an die Anwendung und den gewiinschten Zielort
anpassen kann.

e Ein groBier Vorteil fiir die industrielle Herstellung von
katanionischen Vesikeln besteht darin, dass sie sich wie
Micellen in Wasser spontan bilden. Auch werden fiir ihre
Herstellung weder organische Solventien noch andere
potenziell toxische Substanzen benotigt.

e Da die Systeme mehrere Ladungen tragen und wahr-
scheinlich positiv und negativ geladene Mikrodoménen
bilden, sind starke elektrostatische Wechselwirkungen zu
erwarten; diese Wechselwirkungen koénnten ausgeprégte
Membranfusionsprozesse mit Zellen induzieren und so die
Effizienz von Vektoranwendungen erhohen.

Durch die beschriebenen Eigenschaften haben katanio-
nische Vesikel ein grofes Potential fiir Vektoranwendungen,
das bisher kaum untersucht wurde.

4. Schlussfolgerungen

Seit Paul Ehrlich 1906 iiber ,,Zauberkugeln“ nachdachte,
die Medikamente gezielt zu bestimmten Zielorten transpor-
tieren konnten, hat die Entwicklung von Wirkstofftransport-
systemen grof3e Fortschritte gemacht.

Alle bisher entwickelten Vektorsysteme — gleich ob Ma-
trixsysteme oder Vesikel — haben bemerkenswerte Eigen-
schaften, die in vielen Fillen zur Verbesserung der thera-
peutischen Effizienz von Wirkstoffen beitragen. Ein Beispiel
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sind Antitumorwirkstoffe, deren physikochemische Eigen-
schaften fiir den Durchtritt durch biologische Membranen
hinderlich sind. Der Wirkstofftransport zu bestimmten Ziel-
orten wurde durch die Anbindung von spezifischen Liganden
an die Vektoren optimiert. Durch diese MaB3nahmen konnte
schlieBlich auch die Toxizitdt mancher Wirkstoffe, z. B. von
Halofantrin, erheblich reduziert werden.

Allerdings schrénken auch einige Nachteile die Anwen-
dung dieser Vektorsysteme ein. Insbesondere miissen kom-
plexere Systeme héufig genau an den zu transportierenden
Wirkstoff angepasst werden, was eine Herstellung im indus-
triellen Maf3stab erschwert. Aulerdem kann die Verwendung
von organischen Solventien oder toxischen Reagentien, die
kaum vollstandig entfernt werden konnen, zu Risiken fithren.

Katanionische Vesikel bilden sich spontan in wissriger
Phase. Sie vereinigen mehrere Vorteile der bisher entwi-
ckelten Vektorsysteme und konnten moglicherweise einige
der Probleme 16sen, denen man bei der Herstellung von
Vektorsystemen im industriellen Ma@stab begegnet. Kat-
anionische Vesikel zeichnen sich durch vielseitige Transport-
eigenschaften aus, und fiir ihre Herstellung stehen viele ver-
schiedene Tenside zur Verfiigung. Durch die Auswahl geeig-
neter Tenside kann man die Eigenschaften der Vesikel auf
den gewiinschten Zielort des Wirkstofftransports abstimmen.

Ein gutes Wirkstoffsystem hat die Eigenschaft, dass der
Wirkstoff an der richtigen Stelle und in der richtigen Kon-
zentration sein Ziel erreicht. Dank der Fortschritte in der
Vektorentwicklung lassen sich die entsprechenden Parameter
nun besser einstellen, wodurch die therapeutische Effizienz
von Wirkstoffen verbessert und ihre Toxizitdt verringert
werden konnen. Dennoch ist es wiinschenswert, weniger
komplexe Vektorsysteme zu entwickeln, die sich einfacher an
verschiedene Anwendungen anpassen lassen und leichter im
industriellen Maf3stab hergestellt werden konnen. Auf diese
Weise lieflen sich die Anwendungsmoglichkeiten im Bereich
des Wirkstofftransports erheblich erweitern.

Wir danken Dr. Emile Perez fiir seine wertvolle Hilfe bei der
Erstellung der Vortitelbilds.

Eingegangen am 26. Mai 2008
Online ver6ffentlicht am 12. Dezember 2008

Ubersetzt von Dr. Christian Bahr, Schildow
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