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Die Anwendung nanotechnologischer Konzepte in der Medizin Aus dem Inhalt
verbindet zwei grofie interdisziplinire Wissenschaftsgebiete mit ei-
nem beispiellosen sozialen und ékonomischen Potenzial. Diese

Nanomedizin nutzt die Errungenschaften beider Forschungsfelder,

1. Einleitung 887

3. Nanotechnologie in der Therapie —

wobei die gemeinsame Basis die Untersuchung spezifischer Eigen- Forschung und Entwicklung 898
schaften auf der Molekiilebene ist. Mithilfe lokaler Sonden und
molekularer Bildgebungstechniken konnen Oberflichen- und 4. Klinische Anwendungen 900

Grenzflicheneigenschaften auf der Nanometerskala an vorgegebe-
nen Messpunkten charakterisiert werden, wihrend es mit chemi-
schen Methoden gelingt, Oberflichen kontrolliert zu modifizieren
und zu adressieren. Beispiele hierfiir sind neuartige Konzepte fiir
den gezielten Wirkstofftransport, die Biokompatibilititsoptimierung
und neuroprothetische Anwendungen. Allerdings sind im Hinblick
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auf toxikologische sowie ethische Aspekte dieser Querschnittsdis-

ziplin noch viele Fragen offen. Hier werden ausgewdhlte Entwick-
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lungen nud Anwendungen der Nanomedizin besprochen.

1. Einleitung

Es ist ein alter Traum der Naturwissenschaften, Materie
gezielt auf der Atom- oder Molekiilebene zu manipulieren.
Ausgehend von der beriihmten Rede von Richard Feynman
auf dem Jahrestreffen der amerikanischen physikalischen
Gesellschaft im Jahre 1959, in der er die Vision der Manipu-
lation von Stoffen auf der Atomebene postulierte, hat sich die
Nanowissenschaft seither iiber die Entwicklung der Moleku-
larstrahlepitaxie im Jahre 1968 in den Bell-Laboratorien, die
Erzeugung von Nanoteilchen und die Erfindung der Raster-
tunnelmikroskopie (STM) als ein weithin akzeptiertes Wis-
senschaftsgebiet etabliert.'*! Der alte Traum ist in einigen
Bereichen der Nanowissenschaften bereits wahr geworden.
Die neuen Moéglichkeiten haben heute praktisch alle Tech-
nologiebereiche erreicht, angefangen von optischen Systemen
iuber chemische Industrie, Elektro- und Automobilindustrie
bis hin zu Umwelttechnik und Medizin. ,,Intelligente” Ober-
flaichenbeschichtungen und Nanomaterialien, schnellere
Elektronik, leistungsfahigere Optik, Biosensoren und Nano-
motoren sind nur einige Beispiele aus diesem transdiszipli-
ndren Gebiet. Obwohl die Nanotechnologie noch in ihren
Kinderschuhen steckt, belegen diese ersten praktischen An-
wendungsmoglichkeiten schon eindeutig ihr grof3es Potenzial.

Zur gleichen Zeit steht die Medizin vor duflerst komple-
xen wissenschaftlichen, aber auch gesellschaftlichen und
ethischen Herausforderungen. Insbesondere durch die zu-
nehmende Lebenserwartung werden bestimmte Krankheiten
in den néchsten Jahren groBle soziookonomische Konse-
quenzen haben. Das junge Gebiet der Nanomedizin ist ge-
eignet, einige dieser komplexen Fragen zu beantworten.

1.1. Definition

Fiir den Begriff ,,Nanotechnologie“ [von lateinisch nanus,
griechisch nanos: Zwerg] liefert die Literatur eine Vielzahl
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von Definitionen, die alle ihre Berechtigung und ihre Ein-
schrinkungen haben. Ganz allgemein beschiftigt sich die
Nanotechnologie mit Dimensionen und Toleranzgrenzen von
0.1-100 nm und mit der Manipulation einzelner Atome und
Molekiile. Eine etwas spezifischere Definition wurde im Jahre
2000 durch die US National Nanotechnology Initiative ge-
geben: ,,Nanotechnologie befasst sich mit Materialien und
Systemen, deren Strukturen und Komponenten neuartige und
signifikant verbesserte physikalische, chemische und biologi-
sche Eigenschaften sowie Phdnomene und Prozesse aufwei-
sen, die durch ihre nanoskalige GroBe bedingt sind“. Die
Reduktion der GroBe verleiht Nanomaterialien augen-
scheinlich qualitativ neue und vorteilhafte Eigenschaften."!
Einer allgemeineren Definition zufolge verbindet die Nano-
technologie die folgenden Aspekte: ein Gesamtsystem oder
wesentliche Komponenten mit nanoskaligen Dimensionen,
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synthetische Materialien und einzigartige Eigenschaften, die

durch die nanoskalige Grofe entstehen.”!
Zusammenfassend beschreibt die Nanotechnologie fol-

gende physikalische und chemische Schliisselthemen:

e Das Auftreten neuer physikalischer Eigenschaften, die fiir
die Nanoskala charakteristisch sind,

o die Analyse auf Atom- und Molekiilebene an frei wihl-
baren Positionen,

o die gezielte Adressierung einzelner Atome und Molekiile
und

o die Erzeugung komplexer funktioneller Systeme mit neu-
artigen Eigenschaften (Emergenz).

Um das Gebiet der Nanomedizin im Weiteren zu disku-
tieren, fithren wir zunéchst eine Abgrenzung zur molekularen
Medizin, Biochemie und Nanobiotechnologie ein.

Obwohl in bestimmten Bereichen verwandt, unterschei-
det sich die Nanomedizin grundsétzlich von der Nanobio-
technologie. Wihrend die Nanomedizin sich auf die Anwen-
dung nanotechnologischer Konzepte fiir medizinische
Zwecke beschrinkt, umfasst die Nanobiotechnologie die ge-
samte Grundlagenforschung auf Nanometerebene in biolo-
gischen Systemen, z.B. auch die Untersuchung von Pflanzen.
Die molekulare Medizin wiederum geht von einem eher
konventionellen biochemischen Ansatz aus.

Im Unterschied zu klassischen Therapieansédtzen — Chir-
urgie, Bestrahlung und Chemotherapie — die vom Grundsatz
her erkrankte Zellen schneller entfernen als gesunde, sucht
die Nanomedizin nach ausgefeilten Verfahren, in denen
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Zellschadigungen mithilfe von Biosensoren detektiert und
die Zellen dann entweder spezifisch abgetotet oder Zelle fiir
Zelle durch eine gezielte Wirkstoffausschiittung behandelt
werden. In der Nanomedizin werden also nicht nur nano-
technologische Konzepte verwendet und angepasst, sondern
im Gegenzug werden auch neue Aufgabenfelder fiir die Na-
notechnologie erschlossen, sodass sich die beiden Felder ge-
meinsam weiterentwickeln.

Ein Ziel ist das Design mehrstufiger molekularer Aggre-
gate mit neuartigen funktionellen und dynamischen Eigen-
schaften, die fiir medizinische Anwendungen geeignet sind.
Hierbei wird sowohl von groflen- als auch ortsspezifischen
Eigenschaften dieser Systeme Gebrauch gemacht, die fiir die
Nano- und Mesoskala charakteristisch sind. Der Ansatz
bietet auch neue Moglichkeiten im Hinblick auf die Ent-
wicklung einer individuellen Medizin, die folgendermaf3en
umschrieben wurde: ,,Ein Konzept, das im klinischen Bereich
in den kommenden Dekaden zu erwarten ist. Genomik und
Proteomik werden hier genutzt, um die optimale Pharmako-
therapie fiir jeden einzelnen Patienten mafzuschneidern; ba-
sierend auf individueller (genetischer) Profilierung wird be-
absichtigt, eine verbesserte Wirksamkeit der Behandlung fiir
viele Krankheiten zu erreichen“® Um Nebenwirkungen
durch die Uberdosierung von Pharmaka zu vermeiden, bietet
sich eine effiziente Medikation durch selektives Targeting an.
Entwicklungen in der Proteomik und Genomik zeigen bereits
Perspektiven in diese Richtung — die pharmakologische
Therapie wird hier fiir ein individuelles genetisches Profil
maligeschneidert. Die Nanomedizin verspricht Alternativen
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zur molekularen Medizin mit den folgenden Vorteilen:
Lokale Prozesse wie Diffusion und Durchmischung laufen
extrem schnell ab, und die sensorischen Antwortzeiten sind
sehr kurz. Dariiber hinaus ermoglicht die Nanotechnologie
die direkte Untersuchung von lokalen Eigenschaften. Physi-
kalische und chemische Prozesse konnen gesteuert und ver-
stiarkt werden, die Prézision erhoht und ein direkter Zugang
zu Biomarkern erreicht werden. SchlieBlich konnen die Er-
gebnisse in Echtzeit gewonnen werden. Die Kombination
dieser Konzepte mit anderen Forschungsgebieten wie Sys-
tembiologie und Systemmedizin wird den Weg zu einer indi-
viduellen Medizin gestalten.

In welcher Beziehung steht nun die individuelle Medizin
zur Nanomedizin? Ahnlich wie in bestehenden medizini-
schen Diagnose- und Therapieverfahren und diktiert durch
okonomische Rahmenbedingungen miissen Massenanwen-
dungen neuer Screening- und Diagnoseverfahren in der Me-
dizin schnell, einfach und kosteneffizient sein. Daher sind
Miniaturisierung, Parallelisierung sowie Integration und Au-
tomatisierung zwingend erforderlich. Der Bedarf an grofien
Mengen von Routinemessungen zur Gewinnung geniigender
und vergleichbarer Daten erfordert die Entwicklung von
mintelligenten“ Funktionseinheiten, wie Biosensoren und
dezentralisierten Aktuatoren, sowie von Wirkstoff-Freiset-
zungskonzepten — Anforderungen, die kosteneffizient nur
mithilfe von Nano- und Mikrosystemtechnologie zu erfiillen
sind.

Die Nanomedizin schlieft die Entwicklung von Nano-
teilchen und nanostrukturierten Oberfldchen sowie von ent-
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sprechenden Techniken zur molekularen Diagnose, Behand-
lung und Therapiekontrolle ein (,,Theranostik“). Dariiber
hinaus zielt sie auf integrierte medizinische Nanosysteme, die
zukiinftig in der Lage sein konnten, die Uberwachung und
Wiederherstellung des Korpers auf zelluldrer Ebene auszu-
fiihren. Die Nanotechnologie betrachtet hierbei Zellen als ein
komplexes System wechselwirkender Nanomaschinen. Vi-
siondre Konzepte sehen die Konstruktion und die Kontrolle
von kiinstlichen Zellen vor, die kiinstliche Nanobauelemente
und Nanostrukturen fiir medizinische Anwendungen nutzbar
machen (Abbildung 1).

Individualisierte
Medizin

Material-
wissen-
schaften 4

Biochemie

Biochips/
Mikrofluidik

Molekulare
Medizin

Nano-

analytische
Sonden

Abbildung 1. Technologien, die in die Nanomedizin einflieRen.

Nanobio-
technologie

2. Nanotechnologie in der medizinischen Diagnostik

Die Diagnostik spielt als Grundlage erfolgreicher Pré-
vention und effizienter Behandlung von Krankheiten eine
Schliisselrolle in der Medizin. Als Beispiel fiir eine weit ver-
breitete Krankheit sei Krebs genannt, der eine Haupttodes-
ursache in Industrienationen darstellt. Eine signifikante Er-
hohung der Heilungsrate erscheint unwahrscheinlich, wenn es
nicht gelingt, die Pathophysiologie dieser Krankheit weiter
aufzuklédren und so ein Fundament fiir die Entwicklung neuer
Antikrebsmittel zu schaffen.”’ Der Vorteil der nanotechno-
logischen Diagnostik gegeniiber klassischen Methoden liegt
in ihrer tendenziell hoheren Empfindlichkeit und Selektivitéat.

Ein wichtiges Gebiet der Nanotechnologie ist die Erzeu-
gung von nanoskaligen Materialien. Fiir Diagnosezwecke
werden zumeist Groenquantelungseffekte (quantum confi-
nement) genutzt, die nur auf der Nanometerskala auftreten.
Die Nanopartikel sind unter Umstidnden in anderen kristal-
linen und amorphen Nanosystemen eingebettet, um ihre
Funktion und Bioverfiigbarkeit zu verbessern. Auf diesem
Gebiet laufen intensive Entwicklungsarbeiten zu metalli-
schen und halbleitenden Quantenpunken, Nanoclustern
sowie Nanopulvern. Einige dieser Teilchen werden als In-
vivo-Marker in medizinischen Bildgebungstechniken (,,mo-
lecular imaging“) auf der Grundlage von IR- und NMR-
Spektroskopie eingesetzt, um die Auflosung und Empfind-
lichkeit wesentlich zu erhohen und damit eine frithere Dia-
gnose von Krankheiten zu ermoglichen. Dadurch werden
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auch kostengiinstigere therapeutische Maflnahmen realisier-
bar. Durch Modifizierung von Nanoteilchenoberflichen mit
chemischen Erkennungsgruppen gelingt die Identifizierung
von komplementédren Gruppen auf Zelloberfldchen, die bei-
spielsweise auf Tumore oder andere schwerwiegende Er-
krankungen hinweisen (Abbildung 2). Das gleiche Konzept
der molekularen Erkennung kann dann fiir eine ortsspezifi-
sche Wirkstoff-Freisetzung dienen.!'*1?

Abbildung 2. Prostatakrebszellen mit inkorporierten fluoreszenzmar-
kierten Nanoteilchen (rot). Auf den Nanoteilchen wurden RNA-Apta-
mere angebracht, die an das prostataspezifische Membranantigen
PSMA binden. (PSM ist ein Membranprotein, das auf epithelialen Pro-
statakrebszellen tGberexprimiert wird.) Zellkern und Zytoskelett sind
blau bzw. griin angefarbt. Ahnlich gestaltete Nanoteilchen sind in der
Lage, in Krebszellen einzudringen und Chemotherapeutika freizuset-
zen, die den Tumor zerstsren."! Wiedergabe mit Genehmigung der
American Association for the Advancement of Science (AAAS).

2.1. In-vitro-Diagnostik

Die Anwendungen der extrakorporalen Diagnostik von
Zellen sind vielfiltig. In-vitro-Verfahren helfen beispielswei-
se bei der Uberwachung von Bluttransfusionen oder bei der
Kontrolle der Plasmakonzentration von Pharmazeutika nach
der Verabreichung. Sie liefern also Informationen, die sowohl
der Diagnose als auch der Behandlung von Krankheiten
dienen. Das Ziel jeglicher Diagnostik ist eine nichtinvasive,
frithe und prézise Detektion von biologischen Markern, die
fiir bestimmte Krankheiten charakteristisch sind. Dies sollte
moglichst in Routineverfahren erfolgen, um friihzeitig ge-
eignete Behandlungsvarianten mit groBen Erfolgsaussichten
auswéhlen zu konnen. Es werden derzeit unterschiedliche
nanotechnologische Ansitze fiir die gleichzeitige direkte
Bestimmung vieler verschiedener Krankheitsmarker durch
nichtinvasive Techniken verfolgt. Zwei wichtige mikrotech-
nische Systeme, die bereits in den 80er Jahren entwickelt
wurden, ndmlich Chips mit DNA-Mikroarrays und die Mi-
krofluidiksysteme fiir die ,,Lab-on-a-chip“-Diagnose, wurden
inzwischen nanotechnologisch optimiert. Die Miniaturisie-
rung wurde in beiden Fillen durch die Weiterentwicklung der
Photolithographie ermdglicht. Inzwischen erreicht diese
Technik eine laterale Strukturauflosung von 10-100 nm;
somit konnen um drei GroBenordnungen kleinere Strukturen
erzeugt werden, als zur Zeit der Entwicklung dieser Verfah-
ren zundchst moglich schien. Im Ergebnis kann die Infor-
mationsdichte auf einem Biochip damit um einen Faktor von
10°~10% erhoht werden, was die Moglichkeiten der Nanoska-
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lierung in der Biomedizin eindrucksvoll verdeutlicht. Mithilfe
der Photolithographie konnen photolabile Gruppen selektiv
durch Bestrahlung entfernt werden, sodass reaktive moleku-
lare Einheiten freigelegt werden. Die Technik kann fiir eine
sehr prézise Musterbildung aus unterschiedlichen chemischen
und biologischen Einheiten oder zur Erzeugung von Texturen
auf Substraten genutzt werden, um die Bindung von Biomo-
lekiilen an molekulare Segmente zu ermoglichen, z.B. Ein-
zelstrang-DNA fiir die Hybridisierung oder unterschiedliche
Substrate fiir Proteomanalysen.['*!

Ein weiteres Ziel der medizinischen Diagnostik ist die
Einzelzelldiagnostik. Mithilfe nanotechnologischer Verfah-
ren konnen sogar einzelne Molekiile untersucht werden, und
sie er6ffnen auch hier neue Analyse- und Detektionsmog-
lichkeiten. Der Mehrwert dieses Ansatzes wird klar, wenn
man Kollektive von Primirzellen betrachtet, die tiblicher-
weise Mischungen entweder von verschiedenen Zellarten
oder auch von gesunden Zellen und Tumorzellen darstellen.
Eindeutige und statistisch abgesicherte Ergebnisse sind mit
solchen Populationen schwer zu erzielen.”!! Ein weiteres
Motiv fiir die Anwendung der Einzelzellanalyse ist die Ver-
diinnung von Effekten. Im Fall einer Erkrankung bedeutet
dies, dass kleine Abweichungen zwischen Zellarten oder
schwache Wirkungen von Pharmaka in Mischkulturen mog-
licherweise nicht nachgewiesen werden konnen. Konventio-
nelle biochemische Verfahren sind fiir derartige Untersu-
chungen zumeist unbrauchbar, weil die groBe Menge von
Zellen, die z.B. fiir eine Elektrophorese benoétigt werden,
letztlich zu einer Analyse von Gewebe oder Zellmischungen
fiihrt und damit keine Einblick in die definierten Grund-
strukturen liefert. Mit der Moglichkeit, eine spezifische Zel-
lart zu beschreiben, konnen deren Rolle innerhalb des Ge-
webes und des Organismus definiert und die Bedeutung von
Zellwechselwirkungen, Differenzierungseffekte und Erkran-
kungen charakterisiert werden.

Zur Isolierung einzelner adhdrenter Zellen existieren
unterschiedliche Selektionstechniken wie Klonierungsringe,
begrenzte Verdiinnung, Lasermikrodissektion, Zellkatapulte
oder mikrotechnisch hergestellte Triger.”™! Fluoreszenz-
aktivierte Zellsortierung (FACS), magnetische Sortierung,
Sadulenchromatographie, ,,panning®, begrenzte Verdiinnung
und Mikrofluidikverfahren sind hiufig eingesetzte Techniken
zur Isolierung von nichtadhirenten Zellen.?**! Derartige
Zellen wurden bisher durch klassische biochemische Metho-
den wie die Polymerasekettenreaktion (PCR) oder Patch-
Clamp-Techniken analysiert. Eine nanotechnologische Al-
ternative ist die inzwischen héufig verwendete Biochip-Ana-
lyse im Zusammenhang mit photolithographischen Techniken
(sieche Abschnitt 2.1.1). Zusammen mit der Entwicklung von
Hintelligenten“ Oberflachen, Halbleiterfertigungstechniken
und kombinatorischer Chemie sowie Bioinformatik wurden
erhebliche Fortschritte bei der Expressionsanalyse einzelner
Zellen gemacht.”*! Auf der Mehrzellebene ist die Biochip-
Analytik inzwischen in verschiedenen Bereichen der klini-
schen Diagnostik etabliert. Als Beispiel seien Expressions-
chips fiir die Verfolgung von bakteriellen Infektionen der
Mundhohle genannt, die inzwischen zur ,,Point-of-Care*-
Diagnose eingesetzt werden konnen. Die nanotechnologische
Modifizierung von Biochipoberflachen fiihrt somit zu immer
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kleineren Sonden fiir die Analyse von RNA, die aus einzelnen
Zellen gewonnen wird.

Der Erfolg der Expressionsprofilanalyse ermutigte Pro-
teinforscher, einige dieser Methoden aufzugreifen. Da der
Unterschied zwischen der exprimierten Form und der bio-
chemischen Erscheinung von Proteinen (z.B. nach Faltung
oder Sekundirmodifizierung) bemerkenswert grof ist, ist die
Analyse der Proteine einzelner Zellen von zunehmendem
Interesse, da durch sie die biologischen Prozesse in der Zelle
besser beschrieben werden als durch das Expressionsprofil.
Die ersten Anwendungen von Proteinarrays wurden im Jahr
2002 beschrieben.”"* Heute sind verschiedene Arten solcher
proteinbasierter Biochips verfiigbar (siehe Abschnitt 2.1.1).
Klinische Anwendungen derartiger Proteinchips umfassen
den Nachweis von Krankheitsmarkern fiir die Diagnose,
Prognose, das Ansprechverhalten auf Arzneimittel sowie die
Verfolgung der Entwicklung einer Krankheit. Antikoérperar-
rays eignen sich auch fiir Hochdurchsatzverfahren zur funk-
tionellen Charakterisierung von Krankheiten auf molekula-
rer Ebene. Durch Proteinarrays konnen aulerdem Informa-
tionen iiber das Fortschreiten von Krebserkrankungen und
iiber die Tumorunterarten gewonnen werden, die gezielte
Eingriffe und eine Therapieoptimierung erméoglichen.***!

Auch die Rasterkraftmikroskopie (AFM, siehe Ab-
schnitt 2.1.3.1) wird fiir die Einzelzellanalytik eingesetzt. Sie
ermOglicht hochauflésende In-vitro-Untersuchungen von
Zelloberflachen und die Analyse physikalischer Eigenschaf-
ten wie der Elastizitdt auf Einzelzellniveau. Die Kraftspek-
troskopie liefert unmittelbar lokale quantitative Daten iiber
intra- und intermolekulare Krifte in einzelnen Molekii-
len."* Das Verfahren wurde auch fiir Manipulationen, z. B.
fiir Mikroschnitte, eingesetzt: Durch die Moglichkeit, Orga-
nellen zu isolieren und Chromosomen in priziser Weise zu
schneiden, war die Technik zusammen mit nachfolgender
PCR-Verstirkung fiir die Analyse isolierter DNA-Fragmente
geeignet. Es war sogar moglich, isolierte Fragmente auf me-
chanischem Weg wieder in ihre urspriingliche Position zu
implantieren >

2.1.1. Mikrofluidik und Nanoarrays

Eine Mikrofluidikeinheit ist ein Bauelement mit einem
oder mehreren Kanilen und einer Gesamtgrof3e unter 1 mm.
In den Kanilen, deren Weite einen Mikrometer unterschrei-
ten kann, lassen sich Fluidvolumina im Nano- und Pikoliter-
bereich handhaben. Mithilfe dieser Mikrosysteme kann
praktisch jeder biologische Assay, der auf molekularem
Niveau arbeitet, auf einem Chip integriert werden (,,Lab-on-
a-chip“-Systeme, Abbildung 3). Die Vorgehensweise bietet
nicht nur die Moglichkeit, lebende Zellen zu isolieren und zu
manipulieren, sondern auch Toxizitdtsassays, enzymgekop-
pelte Immunadsorptionstests (ELISA), PCR-Verstirkung,
Blutseparation oder die Genanalyse von Zytokin-Polymor-
phismen auszufiihren.

Der Fluss in Mikrofluidikzellen wird durch die dimen-
sionslose Reynolds-Zahl Re charakterisiert [Gl. (1)]. Die
Reynolds-Zahl sollte fiir laminare Strémungen, die eine
Voraussetzung fiir Molekiiltransporte durch Mikrokanile
sind, einen Wert unter 100 aufweisen. Mikrofluidikchips
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Abbildung 3. Lab-on-a-chip-Technologie fiir biologische Anwendungen:
Ein System aus vielen verzweigten Mikrofluidikkanilen (zwischen
weiflen Doppellinien) mit unterschiedlichen Elektrodenanordnungen
(schwarze feine Linien) erméglicht Anwendungen wie Modifizierung,
Fusion und Trennung von Zellen. Die Anschliisse fiir Fluidzufluss und
-abfluss befinden sich auf der Geriteriickseite, die elektronischen Ver-
bindungen werden uiber 2x30-polige Anschliisse (griine Platinen) her-
gestellt. Zum GroéRenvergleich ist eine 1-Euro-Miinze gezeigt. Das Bild
wurde freundlicherweise durch M. )Jiger, Fraunhofer IBMT, Potsdam,
zur Verfiigung gestellt.

Re = (pou’)/(uu/L)
=pul/u
=ulL/v (1)

p = Dichte, u = Geschwindigkeit, 4 = dynamische Viskositit,

L = charakteristische Lange, v = kinematische Viskositit

lassen sich mittlerweile aus Poly(dimethylsiloxan) (PDMS)
leicht herstellen. Die zusétzliche Moglichkeit, das Material
auf FEinzelzelluntersuchungen abzustimmen, gab diesem
Gebiet einen starken Auftrieb.”>™ Ein weiterer grofer
Vorteil von PDMS ist die hohe Biokompatibilitdt durch mi-
nimale Endotoxinkontamination, Leukozytenaktivierung
und komplementére Aktivierung, sodass sich das Material zur
Herstellung von biomedizinischen Instrumenten eignet.”! In
einer Anwendung der Biochips zeigten Du et al. 2006, dass
aus einer Mischung von menschlichen Driisenepithelzellen
(HGEC), menschlichen Zervikalstromazellen (HCSC) und
zervikalen Krebszellen (HCCC), die durch ein mit Antikor-
pern modifiziertes Mikrofluidiksystem stromten, mehr als
30% der Krebszellen isoliert werden konnten.”®

FEin weiterer Ansatz war die Entwicklung eines Mikro-
fluidik-Zellchips zur Uberwachung allergischer Reaktionen.
Auf einem PDMS-Chip, der eine Zellkulturkammer und
Mikrokanéle enthielt, wurden zunichst basophile Leuké-
miezelllinien (RBL-2H3) kultiviert. Mit einem Fluoreszenz-
farbstoff markierte Molekiile wurden nach allergischer Sti-
mulation ausgeschieden und durch eine Photovervielfacher-
réhre (PMT) erfasst, die auf einem Lichtmikroskop montiert
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Abbildung 4. Photolithographische Herstellung von Mikro- und Nanoarrays fiir DNA-Analyse (a) und Proteomik (b). a) Ein Mikroarray mit Mus-
tern aus Biomolekiilen auf einer Oberfliche, z.B. zur DNA-Sequenzierung durch Hybridisierung. Blaue Quadrate stellen photolabile Gruppen dar,
die durch eine Maske selektiv beleuchtet und aktiviert werden (Photolithographie). Durch mehrfaches Wiederholen dieses Vorgangs entstehen auf
dem Mikroarray Einzelstrang-Hybridisierungssonden mit spezifischen Sequenzen. b) Photolithographie kann ebenfalls fiir chemische Modifizie-
rungen, die Ubertragung biologischer Gruppen und das Aufbringen physikalischer Texturen auf die Substrate eingesetzt werden, z.B. fiir die
Vortrennung von Proteingemischen vor einer Untersuchung mit Flugzeit-Massenspektrometrie. Unterschiedliche Proteinmuster werden durch ver-
schiedene Substratbehandlungen erzeugt. Die Bilder zeigen Nanokanaloberflichen, die es erméglichen, Proteine und Proteolysefragmente selektiv
zuriickzuhalten. Dies hat den Effekt des , Fokussierens®, da die resultierenden Proteinprofile in unterschiedlichen Molekulargewichtsbereichen zu

finden sind. Wiedergabe mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd."®

war. Die Technik der Photolithographie wurde von der mi-
kroelektronischen Industrie iibernommen. Urspriinglich lag
die laterale Auflosung in der GroBSenordnung von 100 um
(oder 100000 nm). Inzwischen ist die lineare Auflosung der
Lithographie um einen Faktor 1000 hoher, d.h. auf Nanoar-
rays kann eine um einen Faktor von 1000000 hohere Infor-
mationsdichte erreicht werden. Durch Priagetechniken
konnen unterschiedliche Nanokanalstrukturen hergestellt
werden, um Proteine aufgrund ihres Molekulargewichts
durch selektive Fraktionierung zu trennen. Durch Behand-
lung des Chips mit verschiedenen biologischen Proben sind so
parallel unterschiedliche funktionelle Muster erhiltlich
(Abbildung 4).5"

Spezifische Serummarker fiir die Fritherkennung von
Krebs sind noch nicht verfiigbar. Die Nanotechnologie wiirde
hier die Moglichkeit bieten, eine breite Vielfalt von mole-
kularen Markern gleichzeitig zu evaluieren. Dabei gewon-
nene Informationen konnen sowohl bei der effizienten Dia-
gnose als auch bei der Uberwachung und der Auswahl the-
rapeutischer Strategien hilfreich sein. Einzelne Marker, die
heute fiir den frithen Nachweis von Krebs klinisch genutzt
werden, z.B. das prostataspezifische Antigen (PSA), konnen
solche Informationen nicht liefern, weil sie individuell un-
terschiedlich stark exprimiert werden. Daher stellt die Ex-
vivo-Diagnose von biologischen Fliissigkeiten wie Serum,
Speichel, Urin oder von Gewebeabstrichen eine noch nicht
geloste Aufgabe dar.”!

Inzwischen sind auch Fluidiksysteme mit anderen Kon-
zepten kommerziell verfiigbar. Beispielsweise lassen sich in
einem Bauelement, das dielektrophoretische Feldkéfige
nutzt, nichtadhirente Zellen isolieren und manipulieren. Das
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Prinzip wurde durch Fiedler et al. im Jahr 1998 eingefiihrt.®!]
Es wurden bestimmte Elektrodenkonfigurationen entwickelt,
die entweder als Trichter oder Separatoren wirken, oder die —
als elektrische Oktoden — Zellen fiir die weitere Manipulation
einfangen. Das elektrische Feld fiihrt in den Kulturen zu einer
leichten Erwidrmung, die jedoch unter geeigneten experi-
mentellen Bedingungen vernachléssigbar ist. Dariiber hinaus
konnte das Auftreten von Membranpolarisierung und Joule-
scher Erwdarmung ausgeschlossen werden, sodass die Metho-
de fiir medizinische Anwendungen infrage kommt.[**?

Ein dringender Bedarf besteht bei der Untersuchung auf
systemische Entziindungsreaktionen, die nach der Implan-
tierung eines kardiopulmonaren Bypass (CPB) auftreten
konnen. Meist konnen Entziindungsreaktionen erst dann
klinisch bekdmpft werden, wenn Blutuntersuchungen aus
medizinischen Laboratorien vorliegen, was aber mehrere
Stunden bis hin zu mehreren Tagen dauern kann. Daher be-
steht die Notwendigkeit, das Plasma vom Gesamtblut zu
trennen und die Konzentration von klinisch relevanten Pro-
teinen in Echtzeit zu messen. Ein Mikrofluidikelement zur
Verfolgung von Entziindungsmarkern in Echtzeit, dem ein
Plasmaanalysesystem nachgeschaltet werden kann, wurde
kiirzlich entwickelt.””! Hier bietet die Mikrofluidik eine
Chance, in einem frithen Stadium in einen Entziindungspro-
zess einzugreifen, der ohne Behandlung lebensbedrohlich
werden kann. Kiirzlich wurde ein neuartiger Mikrochip mit
einer anisotropen Nanofluidikstruktur entwickelt, der Bio-
molekiile wie DNA oder Proteine separieren kann. Mit seiner
extrem feinen Siebstruktur kann das System in einem konti-
nuierlichen Strom von biologischen Fliissigkeiten eingesetzt
werden und Proteine nach Grofle voneinander trennen.
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Durch dieses System lassen sich niedermolekulare Verbin-
dungen in der frithen Diagnose und bei der Uberwachung von
Therapien identifizieren.*"

Ein ebenfalls vielversprechender Ansatz beruht auf der
spezifischen Erkennung von biomolekularen Wechselwir-
kungen mithilfe geeigneter Nanosensoren. Dieses Diagnose-
konzept aus der Gruppe von Gimzewsky nutzt die nanoska-
ligen Krifte und Deformationen, die infolge einer Ligand-
Substrat-Bindung auftreten.[” Mikro- und Nanofederarme,
deren Prinzip aus der Rasterkraftmikroskopie bekannt ist,
werden als Ergebnis der affinen Bindung von Biomarker-
proteinen oder von DNA-Hybridisierungsereignissen ausge-
lenkt oder #ndern ihre Resonanzfrequenz (Abbildung 5a).
Die Auslenkung kann durch Laser oder elektronische De-
tektoren verfolgt werden, und bei geeigneter Parallelisierung
wird die schnelle und gleichzeitige Detektion verschiedener
Biomarkern moglich. Mit dieser Technik lassen sich Target-
Oligonucleotide ohne radioaktive oder Fluoreszenzmarkie-
rung sowie Serummarker in geringer Konzentrationen nach-
weisen.””®"l Weitere Beispiele fiir Sensortechnologien, die
auf Nanofabrikation beruhen, nutzen Nanodrihte und Na-
norohren. Nanodrihte konnen unterschiedliche Analyte
binden oder adsorbieren. Je nach der Ladung der gebundenen
Molekiile ergeben sich dabei Verdnderungen der elektrischen
Leitfihigkeit (Abbildung 5b),1" die elektronisch detektiert
und prizise quantifiziert werden konnen. Diese Systeme
werden noch nicht in der klinischen Praxis eingesetzt, doch sie
sind sehr vielversprechend in Hinblick auf Parallelanalysen.

2.1.2. Fluoreszenzmarkierung und -bildgebung

Fluoreszenzfarbstoffe sind eine wichtige Reagentienklas-
se fiir In-vivo-Abbildungsmethoden, die hauptséchlich zur
Visualisierung von Zellen und Molekiilen eingesetzt werden.
Ein groBer Nachteil dieser Farbstoffe ist ihre geringe Photo-
stabilitdt und die folglich rasch abfallende Fluoreszenzinten-
sitdt. Das Ausbleichen der Farbstoffe beschrinkt ihre An-
wendung. Anorganische Quantenpunkte haben eine viel

a)
Tumorbiomarker
(Protein)

Antikdrper

ausgelenkter
Federarm

Angewandte

hohere Photostabilitit, allerdings sind Selenide und Sulfide,
die fiir diese Zwecke zumeist eingesetzt werden, zytotoxisch
und konnen daher nur fiir die Diagnose von biologischen
Proben auBlerhalb des menschlichen Korpers eingesetzt
werden. Aufgrund ihrer Biokompatibilitét, starken Photolu-
mineszenz, hohen Quantenausbeute und Photostabilitit sind
Siliciumquantenpunkte ideale Kandidaten, um organische
Fluoreszenzfarbstoffe in biologischen Assays zu ersetzen.
Silicium-Nanokristalle konnen nasschemisch oder durch
Elektronenstrahllithographie mit nachfolgendem Ionenétzen
erzeugt werden, wobei zunichst Siliciumnanosdulen entste-
hen, die nachfolgend oxidiert werden.” Dabei erhilt man
lumineszierende Siliciumkerne, die so klein sind, dass schon
das Hinzufiigen oder Entfernen eines einzigen Atoms ihre
optischen Eigenschaften signifikant verindern kann. Weitere
einzigartige Eigenschaften von Quantenpunkten sind eine
durchstimmbare Emission (durch Anderung der GroBe oder
der chemischen Zusammensetzung) sowie breite Absorp-
tions- und schmale Emissionsbanden (Abbildung 6).7+7
Durch ihre verbesserte Leuchtkraft und Photostabilitét
sind Quantenpunkte sehr gut geeignet fiir die Untersuchung
von Zellen oder fiir den Nachweis von Antigenen in geringer
Konzentration.*"” Tests zeigten jedoch, dass es in vivo zur
Zersetzung und zum Verlust der Fluoreszenz kam. Gao et al.
demonstrierten kiirzlich, dass Quantenpunkte durch eine
hydrophobe Hiille geschiitzt werden konnen und optimierten
sie fiir medizinische Anwendungen. Mit diesen Farbstoffen
lieBen sich z.B. bei In-vivo-Untersuchungen verschiedene
Zellarten in einem Tumor nebeneinander nachweisen.[**!]

2.1.3. Lokale Sonden und hochauflésende Abbildung
2.1.3.1. Chemische Sonden

Die Untersuchung der Komponenten von Sdugerzellen
durch matrixunterstiitzte Laser-Desorptions/Ionisations-
Flugzeit-Massenspektrometrie (MALDI-TOF) ist eine be-
kannte Methode, Zellen und Gewebe biochemisch zu be-
schreiben. Nach der Weiterentwicklung dieser Technik ge-

b) verschiedene Molekile
durchfliefen den Kanal

selektive Bindung von Proteinen
1 / an passende Nanodrahte

Information wird
Uber Elektroden
an einen Rechner
weitergeleitet

=

e s ® / Nanodrahtsensor
Source - — Drain
Strom

Abbildung 5. a) Array von Nanofederarmen (cantilevers): Biomarker binden affin an die Federarme und verursachen dort eine Auslenkung. Die
Verbiegung kann direkt mit Lasern nach dem Lichtzeigerprinzip gemessen werden. Alternativ kann in dynamischen Verfahren die Verschiebung
der Resonanzfrequenzen, die durch die Bindung erzeugt wird, elektronisch detektiert werden. Wie mit Nanodrahtsensoren kann auch mit Nano-
federarmen eine grofle Zahl verschiedener Proteine gleichzeitig in Echtzeit erfasst werden. b) Nanodrihte in einem Mikrofluidiksystem. Kreise mit
unterschiedlichen Farben stehen fiir verschiedene molekulare Analyte, die adsorbieren oder affin an jeweils geeignete Nanodrihte binden. Die
Bindung verursacht eine Veridnderung der elektrischen Leitfahigkeit der Drihte, die qualitativ in Echtzeit bestimmt werden kann. Das Arbeitsprin-
zip ist das eines biologisch gesteuerten Transistors. Die Ladung des bindenden Proteins unterbricht die elektrische Leitfahigkeit in dem darunter
liegenden Nanodraht. Die Verwendung nanoskaliger Drihte ist erforderlich, um ein hohes Signal-Rausch-Verhiltnis zu erhalten. Wiedergabe mit

Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd."®
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Abbildung 6. a) Groflen- und materialabhingige Emissionsspektren tensidbeschichteter Halbleiternanokristallen. Oben: Die blaue Serie stellt
CdSe-Nanokristallen mit 2.1, 2.4, 3.1, 3.6 und 4.6 nm Durchmesser dar (von rechts nach links). Die griine Serie stammt von InP-Nanokristallen
mit 3.0, 3.5 und 4.6 nm Durchmesser, die rote Serie von InAs-Nanokristallen mit 2.8, 3.6, 4.6 und 6.0 nm Durchmesser. Unten: Echtfarbenbild von
Siliciumoxid-beschichteten Nanokristallen mit einem CdSe-Kern und einer ZnS- oder CdS-Schale in wéssrigen Puffern. Die Sonden wurden mit
einer Ultraviolettlampe gleichzeitig bestrahlt. b) Diinnschnitt einer doppelt markierten Probe. Wiedergabe mit Genehmigung der American Asso-

ciation for the Advancement of Science (AAAS).

lingt es inzwischen, immer kleinere Strukturen — etwa die
Proteine einzelner Zellen — zu untersuchen.®*"! Benningho-
ven und Mitarbeiter leisteten bahnbrechende Beitrdage zur
Anwendung der Sekundédrionenmassenspektrometrie auf
medizinische Fragestellungen.®*! Ein Ansatz zur Charak-
terisierung isolierter Zellen wurde erstmals durch Colliver
etal. im Jahre 1997 vorgestellt. Sie analysierten einzelne
Zellen mit Flugzeit-Sekundédrionenmassenspektrometrie
(TOF-SIMS), um chemische Informationen zu deren Kom-
ponenten zu erhalten. Nach der Vorbereitung von Parame-
cium-multimicronucleatum-Zellen mit Gefrierbruchtechni-
ken konnte die Zelloberfldche mithilfe von TOF-SIMS un-
tersucht werden.”” Eine Kombination von komplementiren
Techniken wie optische Mikroskopie (OM), ioneninduzierte
Elektronenemission (IIE) und Sekundérneutralteilchen-
Massenspektrometrie mit nachfolgender Laserionisation
(Laser-SNMS) wurde kiirzlich erfolgreich fiir die Abbildung
nativer Biomolekiile in Mausnierenzellen eingesetzt (Abbil-
dung 7).

2.1.3.2. Rastersondenverfahren

Da viele bio- und nanomedizinische Prozesse auf der
Molekiilebene ablaufen, wird es immer wichtiger, Nano-
strukturen an gewéhlten Positionen abzubilden und lokale
spektroskopische Studien auf Molekiilebene auszufiihren.
Die Entwicklung der Rastersondenmikroskopie eroffnete ein
vollig neues Feld der Oberflichenabbildungstechniken, die
elektronen- und lichtmikroskopische Methoden erginzen.
Zur Untersuchung von Zellen ist insbesondere die dynami-
sche Kraftmikroskopie geeignet. Diese Methode ermoglicht
es auch, die Fortbewegung einzelner Proteine zu verfolgen
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Abbildung 7. Obere Reihe: Optische Mikroskopie (OM), ionenindu-
zierte Elektronenemission (I1E) und Bor('°B)-Verteilung, nachgewiesen
durch Laser-SNMS. Die untere Reihe enthilt Verteilungsbilder von mo-
lekularen Markern wie den biologischen Fragmenten C;, CN und
C;H;N, die fiir Lipide, Proteine und Nucleinséuren charakteristisch
sind. Die Proben stammen aus den Nieren einer NMRI-Nacktmaus
und wurden mit einer Kombination von Natrium-mercaptoundecahy-
dro-closo-dodecaborat (BSH) und p-Boronophenylalanin (BPA) behan-
delt. Fliche der Probe: 120x 120 um?; hellere Farben entsprechen ho-
heren Intensititen. Wiedergabe mit Genehmigung von Elsevier.”"
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und Biomakromolekiile im Medium, d.h. in biologisch akti-
ven Zustinden, abzubilden.””™! Beispielsweise konnten
Strukturen des Zytoskeletts wie Stressfasern mit dem Ras-
terkraftmikroskop (atomic force microscope, AFM) darge-
stellt werden, und die Dynamik von Kernporen nach Be-
handlung mit Dexamethason lie3 sich mit dieser Technik
beobachten.’*?”! Die Visualisierung von Zellen mit einem
AFM ist ohne Beschiddigung der Oberfldchen moglich, wie
am Beispiel von A6-Nierenzellen gezeigt wurde. Ebenso
konnten fokale Adhésionsplaques und Membrantransport-
phiinomene erfolgreich visualisiert werden 1%

Ein jiingerer experimenteller Ansatz kombinierte AFM
mit quantenpunktdotierten Antikorpern als Oberfldchen-
marker, um das Protein CFTR nachzuweisen. Dieses Protein
ist bei der hdufigen Erbkrankheit zystische Fibrose (CF)
mutiert oder wird in der Zellmembran nicht exprimiert. Der
Vergleich der Erythrozytplasmamembranen von gesunden
Spendern und CF-Patienten zeigte, dass Erythrozyten den
CFTR-Status des Organismus widerspiegeln und dass die
Quantifizierung von CFTR in einer Blutprobe erfolgreich bei
der Diagnose von CFTR-verwandten Krankheiten eingesetzt
werden kann.'" Vielversprechende Entwicklungen der
AFM-Technik fiihrten auch zu einer Anwendung in der In-
vivo-Mikroskopie. Wie Imer et al. zeigten, kann AFM als
minimal invasives Verfahren prinzipiell auch in der klinischen
Diagnostik von rheumatoider Arthritis eingesetzt werden.'"

Das AFM eignet sich auch, um die Morphologie von
Zelloberfldchen von intaktem nativen menschlichen Stratum
corneum (SC), der Hornschicht der Oberhaut, zu untersu-
chen. Das SC besteht aus cornifizierten Keratinozyten, die
sich im SC anordnen wie Ziegel in einer Wand. Die einzelnen
Corneozyten sind durch eine komplexe Matrix aus Lipiden
und Proteinen verbunden. Hautkrankheiten oder Alterungs-
prozesse finden ihren Niederschlag in der Zusammensetzung
des SC und in der Morphologie der Corneozyten. Mithilfe
von AFM konnten Parameter wie Morphologie, Zellenvolu-
men und Oberfldchenstruktur von nativen SC analysiert
werden.'” Abbildung 8 zeigt reprisentative Bilder des SC
von atrophischer und gesunder Haut.

Die Anderungen in der Zusammensetzung des SC (Kor-
neozyten und umgebende Matrix) werden anhand der
Liicken zwischen den Zellen verdeutlicht. Wahrend in ge-
sunder Haut die Oberflidche des SC durch ein deutliches Fa-
sernetzwerk gekennzeichnet ist, zeigt atrophische Haut
gleichméBig verteilte hiigelige Strukturen. Dariiber hinaus ist
bei einzelnen Corneozyten ein Abflachen im Verlauf von
Alterungsprozessen zu beobachten. Dabei nimmt die Zell-
oberfliche zu und die Zellhohe ab. Die Anwendung von
AFM auf physiologische Fragestellungen wurde kiirzlich in
einer Sonderausgabe von Pflugers Archiv (European Journal
of Physiology) zusammengefasst.['*

FEin spezielle Form des Verfahrens ist die FIRAT-Analyse
(force-sensing integrated readout and active tip).l'%! Es han-
delt sich dabei um eine sehr viel schnellere und empfindli-
chere Methode als die iibliche AFM, die es dariiber hinaus
ermoglicht, Filme aufzunehmen sowie physikalische Eigen-
schaften wie Elastizitét, Viskositdt und Festigkeit zu bestim-
men. Diese Methode konnte zu einer erheblich genaueren
Darstellung von Zellmembranen fiihren.
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Abbildung 8. AFM-Analyse der Oberfliche des nativen menschlichen
Stratum Corneum (SC). Der Vergleich von atrophischer (a und c) mit
gesunder Haut (b und d) zeigt einen geringeren Zusammenhalt des
SC in atrophischer Haut. Indikatoren sind hier die gréReren Abstinde
zwischen den Corneozyten der atrophischen Haut (weifle Pfeile in a,
b). Dagegen zeigt die gesunde Haut eine Faserstruktur, die ein dichtes
Netzwerk bildet (b, d). Die Oberfliche der atrophischen Corneozyten
ist durch regelmifige hiigelige Strukturen gekennzeichnet (c). Die
schwarzen Balken in (a) und (b) entsprechen 5 um. Die schwarzen
Quadrate markieren die Oberflichenbereiche, die in (c) und (d) drei-
dimensional dargestellt werden P!

2.1.3.3. Plasmonische und optische Techniken

Die Methode der Oberflichenplasmonenresonanz(SPR)-
Mikroskopie und -Spektroskopie zur Untersuchung der
Wechselwirkung von Biomolekiilen ohne zusétzliche Mar-
kierung wurde im Jahr 1988 durch Rothenhéusler und Knoll
entwickelt.'" Die SPR reagiert empfindlich auf Anderungen
des Brechungsindex in unmittelbarer Ndhe zu Oberflachen.
Dieser Effekt tritt auf, wenn Licht in einem bestimmten
Winkel auf eine Glas-Metall-Grenzfldche fokussiert wird, um
Oberflachenplasmonen - kollektive Schwingungen freier
Elektronen in einem diinnen metallischen Film — anzuregen,
die sich entlang der Filmoberfldche ausbreiten. Wenn Bio-
molekiile auf solch einer freien Metalloberfliche immobili-
siert und durch entsprechende Liganden gebunden werden,
so dndern sich die optischen Bedingungen an der Grenzfli-
che, die die Ausbreitung der Plasmonen beeinflussen. Die
Bindung der Molekiile wird iiber die damit verbundene An-
derung des Brechungsindex gemessen. Die SPR-Mikroskopie
ermoglicht es somit, Bindungskrifte von wechselwirkenden
Biomolekiilen zu messen und Protein-Protein-, Protein-
Lipid-, Protein-Nucleinsdure- und Protein-Wirkstoff-Wech-
selwirkungen kinetisch zu analysieren. Kiirzlich wurde die
Methode eingesetzt, um die Wirkung des Plasmaaustauschs
im Blut nachzuweisen. Dabei wurde eine zeitsparende Be-
stimmungsmethode fiir den Anti-A/B-IgG-Titer etabliert.
Somit steht eine leicht standardisierbare Technik bereit, die
beispielsweise fiir die Blutanalyse (etwa bei Transplantatio-
nen) eingesetzt werden kann. Eine weitere Entwicklung ist
die SPR-Mikroskopie; dieses Bildgebungsverfahren ermog-
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licht die Hochdurchsatzanalyse von Bindungsereignis-
Sen'[107,108]

Die starke Weiterentwicklung von laseroptischen Tech-
niken im Hinblick auf Anwendungen in der Nanomedizin
wurde von Peters zusammenfassend dargestellt.'” Die
Gruppe von Briuchle stellte eine konfokale laseroptische
Methode vor, mit deren Hilfe die FEintrittswege einzelner
Viren in lebende Zellen direkt untersucht werden konnten
(Abbildung 9). Thr Analyseverfahren beruhte auf fluores-

zenzmarkierten adenoassoziierten Virenteilchen
(AAV)“ 10,111]
’ ey
F V13
Y Vel
14 k %G {r
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) - 3
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Abbildung 9. Trajektorien von AAV-Cy5-Teilchen beim Eintritt in eine
lebende zervikale Krebszelllinie (HeLa). Die Spuren einzelner diffundie-
render Virusteilchen wurden zu verschiedenen Zeiten aufgenommen.
Auf diese Weise werden die verschiedenen Stufen der AAV-Infektion
beschrieben, z.B. Diffusion in Lésung (1 und 2), Beriihrung der Zell-
membran (2), Eindringen in die Membran (3), Diffusion im Zytoplas-
ma (3 und 4), Eindringen in der Kernumhiillung (4) und Diffusion ins
Kernplasma (4). Wiedergabe mit Genehmigung der AAAS."

Biomedizinische Informationen
konnen auch tber digitale Holographie
gewonnen werden, die eine markierungs-
freie quantitative Analyse im zelluldren
und subzelluldiren Bereich ermog-
licht.">14 Die holographische Interfero-
metrie  liefert Informationen  iiber
Schwankungen in der Dicke/Form (mit
einer vertikalen Auflosung unter 8 nm)
sowie iiber Volumenédnderungen und Mi-
krobewegungen zellulirer Proben. Mit
dieser Technik konnten Unterschiede in
den dynamischen Prozessen von lebenden
invasiven und nichtinvasiven Pankreas-
tumor-Zelllinien gezeigt werden.!>117)
Die Charakterisierung der Bewegung von
Zellen durch digitale Holographie kann
zur Vorhersage der Metastasierung eines
Tumors eingesetzt werden.

Hell et al. entwickelten ebenfalls eine
wegweisende digitale Abbildungsmetho-
de. Sie nutzten die Fluoreszenzldschung
durch stimulierte Emission (stimulated
emission depletion, STED), um den ef-
fektiven Fokus, aus dem die Information
gewonnen wird, gegeniiber der optische
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Beugungsgrenze um eine GroBenordnung zu verringern,
sodass beispielsweise einzelne Vesikel in Synapsen dargestellt
werden konnten (Abbildung 10). Dies ertffnet neue Per-
spektiven fiir die hochauflosende optische (Fernfeld-)Abbil-
dung in der Nanomedizin. Die Technik konnte in Zukunft in
klinischen Anwendungen genutzt werden, um nanoskopische
optische Informationen in lebenden Zellen unter physiologi-
schen Bedingungen zu gewinnen, die bisher wegen der opti-
schen Beugungsgrenze nur elektronenmikroskopisch zu-
géanglich waren. Mit Elektronenmikroskopie konnen jedoch
keine Zellen unter physiologischen Bedingungen untersucht
werden. Kiirzlich hat die Gruppe von Hell ein Zweifarben-
STED-Verfahren entwickelt, das eine Auflosung von etwa
25-35 nm in zwei Kanélen bietet. Eine nichtlineare iterative
(Richardson-Lucy-)Entfaltung fiihrt zu einer weiteren Erho-
hung der Auflésung (Abbildung 10). Die Technik wurde
eingesetzt, um Nanostrukturen in Zellen darzustellen.!'12!)
Die Arbeitsgruppe von Hell untersuchte mit dieser Me-
thode aus Neuroblastomzellen isolierte Neurofilamente.
Diese Proteine gehoren zu den Hauptbestandteilen des axo-
nalen Zytoskeletts und bestehen aus drei Untereinheiten:
dem leichten, mittleren und schweren Neurofilament. In
einem Zweifarbenexperiment wurde das leichte Neurofila-
ment griin angefiarbt, wihrend a-Internexin, ebenfalls eine
Komponente des reifen Filaments, rot markiert wurde. Die
unterschiedliche Lokalisierung der Proteine ist in Abbil-
dung 10 deutlich zu erkennen.!'?! Mithilfe der STED-Technik
gelingen somit auch Untersuchungen an lebenden Zellen.
Juette etal. erhielten mit dem BP-FPLAM-Verfahren
(biplane-fluorescence photo activation localization micros-
copy) kiirzlich ebenfalls Bilder von Proben mit einer opti-
schen Auflosung unter 100 nm. Diese Fernfeldtechnik lieferte

50 100 150 200
Position / nm

Abbildung 10. Vergleich von Fluoreszenzabbildungstechniken: a) konfokal, b) mit STED und
c) mit Richardson-Lucy-Entfaltung hergestellte STED-Bilder von Neurofilamenten (griin:
leichte Untereinheiten, rot: a-Internexin). d) Im Unterschied zum konfokalen Bild werden
durch STED drei deutlich separierte a-Internexin-Faden des Axons dargestellt. e) Strukturen
der leichten Untereinheit zeigen eine Halbwertsbreite <40 nm. Man beachte die unter-
schiedliche Organisation der leichten Untereinheiten und des a-Internexins. Wiedergabe mit
Genehmigung nach Lit. [121].
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Bilder mit einer Auflésung von 30 x30x75nm iiber eine
Tiefe von mehreren Mikrometern.'?

Komplementir zu den in den letzten Jahren entwickelten
optischen Verfahren sind die unterschiedlichen Elektronen-
mikroskopie-Techniken zu sehen, die eine wichtige Rolle bei
der Abbildung von biologischen Proben spielen und eine
enorme Vielfalt an Informationen liefern. Mithilfe der Kryo-
Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) wurden beispielsweise in
den letzten Jahren zahlreiche faszinierende Strukturen mit
hoher Auflosung abgebildet. Die Technik wird derzeit wei-
terentwickelt, um eine umfassende dreidimensionale Analyse
von komplexen Strukturen wie Zellen zu ermoglichen. Zu-
kiinftig sollen damit komplette ,,molekulare Landschaften*
innerhalb ganzer Zellen erfasst werden, um den Weg fiir eine
»visuelle Proteomik“ zu bereiten, die massenspektrometri-
sche Methoden ergénzt und eine quantitative Beschreibung
lokaler molekularer Wechselwirkungen liefert.12-12°]

2.2. In-vivo-Diagnostik

Der Fortschritt der Nanotechnologie und der Bedarf einer
individuellen Medizin gaben den Ansto zur Entwicklung
einer empfindlicheren, spezifischeren und zuverldssigeren
Diagnostik. Die In-vivo-Diagnostik liefert zeitnah Patien-
tendaten, sodass Krankheiten gemif3 dem Konzept der The-
ranostik (,,find, fight, and follow*) frith diagnostiziert, the-
rapiert und vom Verlauf her verfolgt werden konnen. Ge-
eignete Agentien fiir die Abbildung einzelner Zellen (,,find*),
die Zufiihrung von Wirkstoffen (,,fight*) und das Verfolgen
der Therapie (,.follow*) sind Schliisselthemen fiir die zu-
kiinftige medizinische Versorgung.

Fortschritte auf diesem Gebiet werden auf der Moglich-
keit, einzelne Molekiile abzubilden, sowie auf implantierba-
ren Funktionseinheiten beruhen. Das Ziel der molekularen
Bildgebung ist es, Nachweisagentien zu entwickeln und diese
auch fiir Therapien und deren Verfolgung bereitzustellen.
Hierbei ist die Behandlung von Krankheiten in einem frithen
Stadium von zentralem Interesse. Die Nanotechnologie bietet
die Moglichkeit, neuartige Biosensoren und medizinische
Bildgebungstechniken mit hoherer Empfindlichkeit und
Erkennungsgenauigkeit zu entwerfen. Dieses Ziel kann z.B.
durch die Entwicklung von spezifischen Nanoteilchen er-
reicht werden. Zusétzlich bietet die Miniaturisierung von
Biosensoren eine Chance fiir die Implantierung von dia-
gnostischen Funktionseinheiten, die kontinuierlich Informa-
tionen an ein Datenerfassungssystem auf3erhalb des Korpers
liefern (z.B. zur Kontrolle des Cholesterinspiegels im Blut).
Solche Geridte wiirden die Lebensbedingungen von Men-
schen, die eine permanente medizinische Uberwachung be-
notigen, deutlich verbessern.!'*!

2.2.1. Zielgerichtete Abbildung

Optische und elektronische Effekte, die durch die Grofie
von Nanoteilchen bedingt sind, sind in makroskopischen
Proben des gleichen Materials nicht zu beobachten. Ent-
wicklungen in diesem Bereich schlieBen Quantenpunkte, d. h.
Metall- und Halbleiter-Nanocluster, sowie Nanopulver
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ein.'”! Einige dieser Teilchen koénnen im menschlichen
Korper als Marker fiir Bildgebungstechniken (z.B. Kern-
spintomographie) eingesetzt werden. Hierdurch lassen sich
Auflésung und Empfindlichkeit im Vergleich zu herkdémm-
llichen Kontrastmitteln erheblich erhdhen, sodass eine frithe
Diagnose von Krankheiten moglich wird.™!% Als Konse-
quenz lassen sich kostengiinstigere klinische MaBnahmen
auch in der Therapie einfithren. Funktionalisierte Nanoteil-
chen zeigen Vektorcharakter (siche Abschnitt 3). Sie konnen
spezifisch komplementére Gruppen auf Zellen erkennen, die
charakteristisch fiir Krankheiten sind. Beispielsweise konnen
superparamagnetische Eisenoxidnanoteilchen (SPION) mit
angebundenen Phosphorothioat-modifizierten Oligo-
deoxynucleotiden (sODN), die komplementdr zu c-fos-
mRNA sind (SPION-cfos), neurodegenerative Krankheiten
iiber Magnetresonanztechniken (MR) aufspiiren.!'”

FEine etablierte Anwendung mit superparamagnetischen
Eisenoxidteilchen (SPIO) oder ultrakleinen superparamag-
netischen Eisenoxidteilchen (USPIO) markierter Zellen in
der Kernspintomographie (MRI) ist die Verfolgung von Im-
munzellen (Monozyten/Makrophagen) wihrend der Ent-
wicklung einer Entziindung. Dieses Verfahren wird z.B. fiir
die Diagnose von kardiovaskuldren Erkrankungen oder
Multipler Sklerose eingesetzt. Zusétzlich kann die Blut-Hirn-
Schranke von diesen Eisenteilchen mithilfe von Makropha-
gen als Trager iiberwunden werden, was weitere Moglich-
keiten zur Untersuchung von neurodegenerativen Erkran-
kungen des Gehirns eroffnet.'*1%3] MRI mit Nanopartikel-
tracern kann auch fiir die Detektion von Apoptose, Angio-
genese und Gewebeinfiltration wiahrend der Krebsentwick-
lung  eingesetzt  werden. Andere  zielgerichtete
Abbildungsverfahren nutzen SPIO-Teilchen fiir die Verfol-
gung von Stammezellen, multimodale Perfluorkohlenstoff-
nanoteilchen fiir die Visualisierung der Angiogenese, Lipo-
somen fiir die Adressierung von Atheromkomponenten und
Mikroblédschen fiir die Bildgebung bei Transplantatabstof3-
ungsreaktionen, 13131

In ausgekliigelten Diagnosesystemen miissen die Teilchen
iiber unterschiedliche spezifische Merkmale und Funktionen
wie magnetische Eigenschaften, stimulierte optische Emissi-
on und zielgerichtete Bindung verfiigen (siche Abschnitt 3).
Allerdings konnen sich mehrere Funktionen unter Umstén-
den gegenseitig ausschlieBen, wenn sie in einem einzelnen
System zusammengefasst sind. Beispielsweise konnen Nano-
elemente, die der zielgerichteten Adressierung dienen, das
Anhaften von Farbstoffen behindern. Dafiir bieten Nano-
teilchen ein hoheres Oberfliche-Volumen-Verhiltnis, und
kleinere Nanoteilchen zeigen bezogen auf die Gesamtmasse
eine hohere spezifische Zahl reaktiver Stellen auf ihrer
Oberfléache als grolere Teilchen. Quantenpunkte gehodren zu
dieser Klasse von Systemen.['*

Zielgerichtete Abbildungstechniken werden derzeit von
Physikern, Medizinern, Biochemikern und Chemikern sowie
Ingenieuren intensiv erforscht. Davon profitiert auch die
Entwicklung von Positronenemissionstomographie (PET)
und Kernspinresonanztomographie (MRI).l*1* Zysammen
mit Computertomographie (CT) und Einzelphotonenemissi-
on-CT (SPECT) gehoren diese klinischen Abbildungstech-
niken zu einem sich schnell entwickelnden Feld der moleku-
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laren Bildgebung, die immer detaillierte Bildern von Gewebe
in vivo liefert. Um beispielsweise Organe durch PET zu un-
tersuchen, werden bioaktive Radiotracermolekiile benotigt.
Die Anbindung von ["*F]Fluordesoxyglucose (18F-FDG) fiir
den Nachweis von verschiedenen Krebsarten ist in diesem
Bereich gut etabliert.'”%] Die Tracer miissen fiir die be-
stimmten Anwendungen, z.B. zum Nachweis einer Infektion
oder einer spezifischen Krebsart, individuell ausgewidhlt
werden. Entsprechend liegt die eigentliche Stirke der funk-
tionellen Bildgebung in der Verfiigbarkeit spezifischer Tracer
fiir die jeweilige biologische Fragestellung.'*! Die Aufgabe
der Nanotechnologie ist es dabei, Tracer fiir neue medizini-
sche Anwendungen zu entwickeln, z.B. fiir die In-vivo-De-
tektion von Genexpressionen.

Obwohl es sich bei den meisten in MRI-Anwendungen
eingesetzten Materialien nicht um Nanomaterialien handelt,
héngt diese Methode wesentlich von der Entwicklung neuer
Nanokontrastmittel ab, um die Auflosung zu verbessern und
neue Anwendungsfelder zu erschlieBen. Zum Beispiel sind
Au;Cu,-Nanoschalen mit einem mittleren Durchmesser von
(48.9+19.1) nm und einer Schalendicke von (5.9+1.8) nm
entwickelt worden.!'*”) Diese Dimetallteilchen erhohen den
Kontrast von Blutgefid3en und sind ein vielversprechendes
intravaskuldres Kontrastmittel fiir die MR-Angiographie.
Kolloidale magnetische Nanoteilchen stellen eine weitere
Gruppe von Agentien fiir die Kernspintomographie von Or-
ganen dar. Sie vereinen eine geringe Grofle mit einem starken
Magnetismus, sind hoch biokompatibel und konnen iiber eine
aktive Funktionalitdt an gewiinschte Rezeptoren binden.
Konjugate aus Nanokristallen und Krebszellen erkennenden
Antikdrpern zeigten groBe Vorteile bei der Uberwachung des
In-vivo-Targetings von menschlichen Krebszellen, die in le-
bende Miuse implantiert worden waren. Andere MRI-Kon-
trastmittel sind gadoliniumhaltige Dendrimere, die schon in
sehr niedrigen Konzentrationen effektiv sind. Zahlreiche
Dendrimere unterschiedlicher GroBe stehen zur Verfiigung,
um unterschiedliche Organe zu adressieren.!'*31%] Winter
et al. charakterisierten ein iodiertes Olnanoteilchen fiir die
Abbildung von atherosklerotischen Plaques mithilfe von
CT.™ Mit einer GroBe iiber 160 nm liegen die in den Ex-
perimenten eingesetzten Nanoteilchen zwar etwas oberhalb
der Definitionsgrenze fiir ,,Nano*“ (bis 100 nm), doch es
waren die ersten spezifischen zielfiihrenden nanoskaligen
Agentien fiir die CT.

3. Nanotechnologie in der Therapie — Forschung
und Entwicklung

Ein Vorteil von Nanovektoren — Nanoteilchen, die in der
Lage sind, bioaktive Molekiile, einschlieflich therapeutischer
Wirkstoffe und Bildkontrastverstédrker, zu transportieren und
abzugeben - fiir biomedizinische Anwendungen sollte ihre
Fahigkeit sein, verschiedene biologische Barrieren zu iiber-
winden und sich im Zielgewebe anzureichern. Derzeit ein-
gesetzte und untersuchte Nanovektoren konnen in drei
Hauptgruppen oder ,,Generationen* eingeteilt werden (Ab-
bildung 11).0°1
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Abbildung 11. a) Nanovektoren der ersten Generation (z.B. derzeit kli-
nisch eingesetzte Liposomen) transportieren eine aktive Komponente
in einem Hohlraum. Sie gelangen durch verstarkte Permeation und
Aufstau (EPR) oder wegen der besseren Permeabilitdt der tumorésen
Neovaskulatur in einen Tumor. b) Nanovektoren der zweiten Generati-
on tragen Antikérper oder andere Biomolekiile zur Adressierung und
kénnen von auflen gezielt aktiviert werden oder auf eine Verinderung
der Umgebung reagieren; c) Nanovektoren der dritten Generation (wie
Mehrstufensysteme) sind zu komplexeren Funktionen in der Lage,
etwa zur zeitlich gesteuerten Freisetzung mehrerer Wellen von aktiven
Nanoteilchen, wobei verschiedene biologische Barrieren iiberwunden
und unterschiedliche subzelluldre Targets angesteuert werden konnen.
Wiedergabe mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.®

Die erste Generation von Nanovektoren (Abbildung 11 a)
hat ein passives Zufiihrungssystem, das auf das Zielgebiet
optimiert ist. Im Fall eines Tumors als Zielgewebe und von
Liposomen als Nanovektoren liegt der Wirkungsmechanis-
mus im ,,EPR-Effekt* (enhanced permeation and retention),
wobei der Trdger durch Fenestration in die benachbarte
Neovaskulatur eindringt."*? Die Oberflichen dieser Systeme
sind im allgemeinen mit ,, Tarnschichten* versehen (z.B. aus
Polyethylenglycol, PEG), die ihre Aufnahme durch phago-
zytierende Blutzellen verhindert und so ihre Zirkulations-
dauer deutlich verlingert.'*>' Die bekanntesten Vertreter
dieser Generation im klinischen Gebrauch sind Liposomen.
Andere Systeme dieser Kategorie sind Metallnanoteilchen,
die auch in der Diagnostik verwendet werden, und Albumin-
Paclitaxel-Nanoteilchen, die im Jahr 2005 fiir die Therapie bei
metastasierendem Brustkrebs zugelassen wurden.® Die
Lokalisierung ist in diesem Fall nur durch die GroéBe der
Nanoteilchen bedingt und nicht verkniipft mit spezifischen
Erkennungsreaktionen des Tumors oder von neovaskulédren
Targets.

Die zweite Generation von Nanovektoren (Abbil-
dung 11b) weist zusitzlich spezifische Funktionalititen auf.
Durch diese molekularen Strukturen wird das Zielgewebe
erkannt, und eine aktive oder passive Wirkstoff-Freisetzung
wird moglich. Die besten Beispiele fiir die erste Unterklasse
dieser Nanovektoren sind mit Antikorpern funktionalisierte
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Liposome und Nanoteilchen.®"**) Neben den Antik&rpern
werden verschiedene weitere zielfiihrende Gruppen unter-
sucht: Liganden, Aptamere und kleine Peptide, die spezifisch
an Zelloberflichenmarker binden, oder an Oberflichenmar-
ker, die in der Umgebung eines Krankheitsherds exprimiert
werden 0192 Die zweite Unterklasse dieser Nanovektoren
umfasst responsive Systeme, z. B. pH-empfindliche Polymere
oder Systeme, die durch ortsspezifische Enzyme des Krank-
heitsherds aktiviert werden, ebenso wie verschiedene extern
aktivierbare Vektoren. Interessante Beispiele hierfiir sind
Kern-Schale-Systeme aus Gold, die durch Bestrahlung mit
Nabhinfrarotlicht (NIR) aktiviert werden, oder Eisenoxid-
nanoteilchen, die unter Einwirkung von magnetischen
Wechselfeldern ihre Wirkung entfalten.'!% Andere Tech-
niken zur externen Aktivierung von Vektoren der zweiten
Generation sind Ultraschall- und Radiofrequenzanre-
gung 819171 Bej Anbindung von Antikérpern, die Krebs-
zellen erkennen, an Nanoschalen konnen die Targets vor der
Anwendung von Infrarotlicht oder dem Erhitzen gezielt an-
gesteuert werden. In einem Prostatakrebs-Mausmodell konn-
ten Nanoteilchen, die mit dem Zytostatikum Docetaxel be-
laden und mit 2’-Fluorpyrimidin-RNA-Aptameren gekuppelt
waren, die extrazellulire Doméne des prostataspezifischen
Membranantigens (PSMA) erkennen und die Krebszellen
durch Freisetzung des eingeschlossenen Wirkstoffs abto-
ten.'®1%1 Ein weiterer neuer Ansatz beruht auf der Kupplung
von Nanoteilchen an kleine Interferenz-RNA (small interfe-
ring DNA, siRNA), die tumorrelevante Gene ausschalten
kann. Durch den Einsatz gerichteter Nanoteilchen konnte
gezeigt werden, dass die angekuppelte siRNA das Tumor-
wachstum in Miusen verlangsamt, ohne Nebenwirkungen
auszulosen, die oft mit Krebstherapien verkniipft sind.

Die Vertreter der zweiten Generation sind noch nicht
durch die amerikanische Food and Drug Adminstration an-
erkannt, doch es laufen zahlreiche klinische Untersuchungen,
die gerichtete Nanovektoren speziell in der Krebstherapie
zum Gegenstand haben.

Ein Vorteil von mit Wirkstoffen beladenen Nanovektoren
ist deren erleichtertes Findringen in Zellen und
Gewebe.”® 5! Nach der kurzen Einfiihrung in die Vielfalt der
Nanovektoren der ersten Generationen konzentrieren wir
uns nun auf die Barrieren, auf die ein Wirkstoff oder ein
Vektor nach dem Einbringen in den Korper stoft. Solche
Barrieren senken die Wahrscheinlichkeit, dass das Zielge-
webe mit einer ausreichender Wirkstoffkonzentrationen ver-
sorgt wird. Die Konstruktion von Teilchen der dritten Ge-
neration zielt nun darauf, diese Barrieren erfolgreich zu
iberwinden (Abbildung 11c). Betrachtet man das Gesamt-
bild, so wird klar, dass die molekulare Erkennung zwischen
dem Vektor und dem betroffenen Zielgewebe nur einen
Aspekt der biologischen Barrieren darstellt. Diese Erkennt-
nis wird durch zahlreiche Berichte gestiitzt, die belegen, dass
auch bei einner hohen In-vitro-Spezifitit in der Regel nur ein
kleiner Teil eines Wirkstoffs (z.B. ein Antikorper) das Ziel-
gewebe erreicht.'”” Die Fiille von Faktoren, die die Wirk-
samkeit eines Medikaments auf seinem Weg zum Zielgewebe
senken, schlieBt metabolische Clearance und chemische In-
stabilitdt des Wirkstoffs, endoepitheliale Barrieren, osmoti-
sche Druckgradienten im befallenen Gewebe und hidmody-
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namische Aspekte der Teilchenmargination ein.!™"'"" Kiirz-
lich zeigte eine Modellrechnung fiir Nanopartikel im Blut-
strom, dass sphirische Teilchen mit ungefihr 50-100 nm
Durchmesser eine schlechtere Margination aufweisen als
Teilchen mit anderen GroBen und Formen.'7774 Der Begriff
Marginationsdynamik wird in diesem Kontext gebraucht, um
die laterale Bewegung der Vektoren zur GefiBBwand zu be-
schreiben. Dieses Charakteristikum ist wichtig, damit der
Vektor in die unmittelbare Nachbarschaft der Blutgefal3-
winde gelangen kann — moglicherweise in die zellfreie
Schicht —, um dann fester an die vaskuldre Struktur zu binden.
Aufgrund von himodynamischen Kriften neigen kugelfor-
mige Partikel mit 50-100 nm Durchmesser dazu, im Zentrum
der Blutgefaf3e zu verbleiben, ohne ausreichende Marginati-
on in Richtung der Gefdaf3wand zu zeigen, wo sie molekulare
Targets erkennen konnten. Es sei hier erwéhnt, dass die
meisten Nanovektoren, die zurzeit im klinischen Bereich und
in der biomedizinischen Forschung genutzt werden, die un-
giinstigste geometrische Form aufweisen. Daher konnten
Vektoren mit mehreren Funktionalititen zur Uberwindung
unterschiedlicher biologischer Barrieren die therapeutische
Wirksamkeit von Medikamenten stark verbessern.

Wie bereits diskutiert, verhindern mehrere sequenzielle
Mechanismen, dass diagnostische Agentien oder therapeuti-
sche Wirkstoffe ihr Zielgebiet erreichen. Der Einfluss der
Teilchenform wurde in diesem Zusammenhang bisher kaum
betrachtet, hauptsidchlich deshalb, weil er durch die Mog-
lichkeiten bei der Synthese und durch die Art der Anwen-
dung bestimmt war. Jiingste Fortschritte der Nanofabrika-
tionstechnik 6ffnen neue Wege fiir die Entwicklung von in-
jizierbaren Vektoren mit alternativen Formen.'™ Um hin-
reichend grofle Mengen von verschiedenen Agentien fiir
Therapie, Bildgebung, thermische Ablation und andere
Funktionen transportieren und freisetzen zu konnen, miissen
die Teilchen iiber eine entsprechende Grofle verfiigen. Der
ideale Nanovektor wire in der Lage, nach der intravenosen
Injektion im GefaB3system zu zirkulieren, das Zielgewebe in
hoher Konzentration zu erreichen und den Krankheitsherd zu
behandeln, ohne dabei Nebenwirkungen auszulosen. Dieses
Ziel ist wohl nur mit einem ,,Mehrstufensystem* zu erreichen.
Uber einen derartigen Nanovektor wurde kiirzlich berich-
tet:7®77) Das System beruht auf biokompatiblen und bio-
abbaubaren Siliciummikroteilchen mit Porendurchmessern
bis 50 nm. Diese Triger der ersten Stufe konnen mit Nano-
tragern der zweiten Stufe beladen werden (z.B. Quanten-
punkten, Kohlenstoffnanorohren, Eisenoxidteilchen, Lipo-
somen). Dariiber hinaus orientierten sich die Groe und die
Halbkugelform an den Ergebnissen von Modellrechnungen
zur Teilchenmargination im Blut."”"'%1”] Das grundlegende
Prinzip des Systems sieht zunéchst die Zielfithrung des Mi-
kroteilchens der ersten Stufe an die molekularen Krank-
heitsmarker an den GefdBwéanden vor. Wenn diese Tréager fest
an der GefaBwand (Target ist das Endothel) binden, werden
die Nanoteilchen der zweiten Stufe freigesetzt, die thera-
peutische Wirkstoffe oder diagnostische Agentien in die be-
troffenen Zellen transportieren. Auf diese Weise wird die
therapeutische Wirkung verstiarkt (Abbildung 12).

Spannende Anwendungen der Nanotechnologie sind auch
in der regenerativen Medizin zu beobachten. In der klinischen
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Forschung umfasst dieses Gebiet z. B. die Manipulation von
Stammzellen durch Nanoteilchen und nanostrukturierte
Oberflachen sowie das ,, Tissue-Engineering*, das dazu dient,
durch Krankheiten verlorenes Gewebe zu rekonstruieren.
Hierzu gehoren z. B. der Hautersatz nach Verbrennungen, die
Therapie von Lidhmungen und Blindheit durch Riicken-
marks- bzw. Retinaregeneration, Herzgeweberegeneration
nach Infarkten oder die Minimierung von zerebralen Dys-
funktionen nach Schlaganféllen durch Reparatur von Neu-
ronen. Die Nanoteilchen unterstiitzen dabei die Rekonstitu-
tion von gesundem Gewebe. Ergebnisse von Stupp et al
deuten darauf hin, dass Regenerationsprozesse im zentralen
Nervensystem durch die Anwendung von selbstorganisie-
renden Nanofasern ausgelost werden konnen. Zu diesem
Zweck wurde ein amphiphiles Peptid (IKVAV) eingesetzt,
das sich selbstindig zu einem Nanonetzwerk zusammenfiigt
und o,p;-Integrin erkennen kann (Abbildung 13). Die indu-
zierte Signalgebung scheint Axone zu weiterem Wachstum zu
stimulieren und somit die Entwicklung von Neuronen zu
fordern. Parallel dazu wurde die Narbenbildung von Astro-
zyten blockiert, die eine Axonregeneration verhindert. In
einem &dhnlichen Ansatz scheinen mit Heparin beschichtete
Nanoteilchen die GefiBbildung zu fordern.['0-182
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Abbildung 12. Wirkungsmechanismus von mehrstufigen Nanovektoren der dritten Generation. Oben links:
Speziell entwickelte Nanoteilchen der Stufe 1 marginieren an die GefiRwand und binden am Endothel.
Oben rechts: Nanoteilchen der Stufe 1 setzen ein Reagens frei, das die Zellkontakte (,tight junctions) und
die Basalmembran 6ffnet. AnschlieRend werden Teilchen der Stufe 2 — in diesem Fall Liposomen — abgege-
ben. Unten: Diese Liposomen wechselwirken mit der Membran der Zielzelle und geben den enthaltenen
Wirkstoff — in diesem Fall siRNA — in die Zelle ab. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [151].
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4. Klinische Anwendungen

Wie in Abschnitt 3 beschrieben
wurde, hat sich die Nanomedizin in
Gebieten wie dem ,,Tissue-Enginee-
ring“ und der gezielten Wirkstoff-
Freisetzung bereits etabliert. Die kli-
nischen  Anwendungsmoglichkeiten
sind hier recht breit gefasst, fokussie-
ren sich derzeit jedoch hauptsichlich
auf Krebserkrankungen. Als nach-
weisliche Ursache fiir die Entwicklung
von Krebs und Atherosklerose oder
altersbedingten Krankheiten nehmen
inzwischen jedoch die chronische
Entziindungen eine zentrale Stellung
in klinischen Untersuchungen ein.
Diese Zusammenhénge wurden von
mehreren Autoren erortert. Es wurde
diskutiert, wie der entziindungsab-
hidngige Immunstatus des Menschen
das Risiko z.B. der Krebsentwicklung
beeinflusst. Die komplexe molekulare
Maschinerie, die der Entwicklung von
chronischen Entziindungen zugrun-
deliegt, macht dieses Gebiet zu einer
weiteren Herausforderung fiir die
Nanomedizin.['3-¥7]

Therapien fiir chronische Entziin-
dungen betreffen die zellvermittelte
oder humorale Immunitit, indem sie
Mediatoren wie Interleukine (IL)
oder Zielrezeptoren blockieren. (Fiir
einen Uberblick zu immunologischen
Mechanismen sei auf Lit. 17 ver.
wiesen.) Die Kklassische Behandlung
von chronischen Entziindungen beruht auf der Gabe von
Glucocorticoiden, Cyclosporin A, Sulfasalazin/5-Aminosali-
cylsdure (5-AZA) oder Calcineurin-Inhibitoren. Immunthe-
rapien mit spezifischen Antikérpern wie Anti-CD20 oder
Anti-CTLAA4, die gegen bestimmte Zellarten gerichtet sind,
werden ebenso eingesetzt. Diese Therapieansitze unterdrii-
cken spezifisch oder unspezifisch die zelluldre oder humorale
Immunantwort, was jedoch — mitunter lebensbedrohliche —
Nebenwirkungen wie Hyperglykdmie (Stereoid-Diabetes),
Osteoporose, Lymphopenie, Sepsis, Hautatrophie oder Ne-
benniereninsuffizienz hervorruft. Calzineurin-Inhibitoren
blockieren die Synthese von IL2 und damit die Aktivierung
von T-Helferzellen und stellen eine Alternative zu unspezi-
fischen Immunsuppressiva dar. Allerdings wurden infolge der
systemischen Anwendung auch hier ernstzunehmende Ne-
beneffekte wie Infektionen und Sepsis beobachtet. Zusétzlich
ist die Verabreichung der Medikamente oft problematisch
(z.B. Zerfall bei oraler Anwendung). Ahnliche Probleme wie
niedrige Effizienz, schwere Nebenwirkungen und unbefrie-
digende Darreichungsformen waren auch bei klassischen
Krebsbehandlungen identifiziert worden, sie konnten aber
durch die Entwicklung und klinische Anwendung von Syste-
men zum zielgerichteten Wirkstofftransport und von neuen
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Fusion/Disruption
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Abbildung 13. Funktionalisierte Nanoteilchen fiir die Nervenregenera-
tion: a) schematische Darstellung eines IKVAV-enthaltenen amphiphi-
len Peptids; b) selbstorganisiertes Netzwerk von IKVAV-Amphiphilen
(SEM-Bild); c) unterstiitzt durch ein Nanofasernetzwerk differenzieren
Progenitorzellen zu funktionsfihigen Neuronen anstatt narbenbildende
Astrozyten zu bilden (Immunfluoreszenzbild). Wiedergabe mit Geneh-
migung der AAAS ['¥2

Diagnoseansétzen iiberwunden werden. Nanoskalige Wirk-
stofftransportsysteme fiir die Anwendung bei chronischen
Entziindungen haben gegeniiber bekannten Medikationsfor-
men die Vorteile geringerer Nebenwirkungen, verstiarkter
Wirksamkeit, besserer Bioverfiigbarkeit und reduzierter
Gesundheitskosten. Weiterhin besteht die Moglichkeit, in den
Nanotrdagern hoch toxische, schwer losliche und instabile
Verbindungen zu verkapseln und diese so fiir die medizini-
sche Anwendung nutzbar zu machen.!**!%

Nanoskalige Transportsysteme fiir Wirkstoffe oder Gene
sind supramolekulare Aggregate aus einzelnen Komponenten
mit unterschiedlicher Grofle, Form und Zusammensetzung.
Dieses Merkmal ist den meisten Nanoteilchen gemeinsam,
die in der Nanomedizin eingesetzt werden. Im Allgemeinen
sind die Trager durch eine hohe Beladungskapazitéit fiir
Wirkstoffe oder Gene gekennzeichnet, oder sie sind super-
paramagnetisch, wie im Fall von Eisenoxidteilchen. Unab-
héngig von der Zusammensetzung werden Nanovektoren, je
nach der gewiinschten Anwendung, zusétzlich chemisch mo-
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difiziert, z. B. bei intravenoser Injektion durch Oberfldchen-
beschichtung mit Polyethylenglycol (PEG), um eine frithe
Clearance zu verhindern und die Zirkulationsdauer im Blut
zu erhéhen %2

4.1. Lipidvehikel

Liposomen sind die am besten klinisch etablierten Na-
nosysteme fiir den Wirkstofftransport. Sie zeichnen sich vor
anderen Nanopartikelsystemen durch ihre Biokompatibilitit,
biologische Abbaubarkeit sowie einstellbare Groéfe und
Oberfldacheneigenschaften aus. Krebstherapien mit Liposo-
men sind inzwischen seit tiber zehn Jahren zugelassen, andere
liposomale Arzneimittel stehen in verschiedenen Stadien der
klinischen Entwicklung. Liposome wurden zunéchst einge-
fihrt, um die Loslichkeit von hydrophoben Chemothera-
peutika zu erhohen und Wirkstoffmolekiile zuverldssig ein-
zuschlieBen, doch es zeigte sich, dass sie auch Nebenwirkun-
gen reduzieren und die Wirkstoffclearance vermindern
konnen.?"2 Einige Beispiele fiir solche Medikamente, die
wirksamer und weniger toxisch sind als nichtliposomale Pra-
parationen — liposomales Amphotericin B (Handelsnamen:
AmBisome, Amphotec, Abelcet), liposomales Doxorubicin
(Handelsnamen: Doxol/Caelyx), liposomales Daunorubicin
(Handelsname: DaunoXomo) und liposomales Cytosin-f3-
Arabinosid (Handelsname: DepoCyt) — zeigen schon den
groBen Einfluss der Nanomedizin auf aktuelle Therapien.[*!
Inzwischen sind viele synthetische, halbsynthetische und na-
tiirliche Polymere verfiigbar, und insbesondere bioabbaubare
Polymere wie Polymilchsidure (PLA), Poly(D,L-lactid-co-gly-
colid) (PLGA), Poly(e-caprolacton), Gelatine und Chitosan
sind klinisch weitgehend etabliert. PLGA-Nanoteilchen stel-
len ein etabliertes bioabbaubares und biokompatibles Trég-
ersystem dar. Polymermicellen aus Blockcopolymeren, die
thermisch und pH- oder enzymempfindliche Strukturen
zeigen, haben das Interesse als Trédger fiir hydrophobe Ver-
bindungen geweckt. Vorzugsweise werden diese Systeme so
entwickelt, dass ihre Selbstaggregation in der Gegenwart der
einzuschlieBenden Pharmaka moglich ist. Dies wird ihre
Anwendung in klinischen Bereichen deutlich erleichtern.

4.1.1. Liposomale Wirkstofftriiger in der Chemotherapie
4.1.1.1. Doxorubicin

Doxorubicin wird fiir die Behandlung verschiedener Tu-
morarten bei Brustkrebs, Kaposi-Sarkomen oder Eierstock-
krebs eingesetzt. Das hoch toxische Antikrebsmittel greift
aber nicht nur das Tumorgewebe an, sondern auch Herz und
Nieren, wodurch seine therapeutische Bandbreite einge-
schrinkt wird. Deshalb wurde intensiv nach einer vertrégli-
cheren Formulierung gesucht. Forschungsarbeiten zum Ein-
schluss von Doxorubicin in Liposomen miindeten in die heute
zugelassenen nanomedizinischen Wirkstofftransportsyste-
me.?*2%] Liposomale Formulierungen reduzierten die Aus-
schiittung von Doxorubicin im Herz und im Nierensystem,
wihrend die Anreicherung im Tumorgewebe erhoht
wurde.?21 Nanovektoren diesen Typs reichern sich wegen
des EPR-Effekts in Tumoren an, d.h. eine charakteristische
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Hyperpermeabilitit des Tumorgewebes zieht eine erhohte
Wirkstoffabgabe im Tumor nach sich.®*?*! Die PorengroBe
von Blut-Tumor-Barrieren hingt vom Ort des Tumors und
von dessen Mikroumgebung ab und liegt gewohnlich mit 300—
800 nm im GroBenbereich von liposomalen Tragern.” Teil-
chen, die groBer als 200 nm sind, aktivieren jedoch das
Komplementsystem und provozieren damit die Clearance
iiber Phagozytose. Das zu schnelle Entfernen von Nanoteil-
chen durch Phagozyten verkiirzt aber die Zirkulationsdauer
und verhindert eine kontrollierte Wirkstoff-Freisetzung tiber
einen langen Zeitraum. Das Zirkulationsverhalten von Li-
posomen wurde durch eine Oberflichenmodifikation mit
PEG verbessert."” PEG reduziert die Clearance von Lipo-
somen durch Phagozytose in der Leber und im Riickenmark
betréchtlich, da es die Opsonierung an Makrophagen stark
behindert.”""! Hierdurch werden die Zirkulationsdauer des
Tragers im Blut und der Zeitraum der Wirkstoff-Freisetzung
verldngert, und die Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
EPR-Phinomenen steigt. Anders als bei Liposomen ohne
PEG-Uberzug hat die Lipidzusammensetzung keine Auswir-
kungen auf die Erkennung und Entfernung von PEG-be-
schichteten Liposomen 23]

Jiingere Studien zeigten eine beschleunigte Clearance von
PEG-beschichteten Liposomen nach mehrfacher Injekti-
on.2* 28 Der Abbau dieser Triger erfolgt dabei im wesent-
lichen durch Leber- und Milzmakrophagen und hidngt von
einem oder mehreren l6slichen hitzelabilen Serumfaktoren
ab, die diese verstirkte Clearance bewirken. Der Effekt
nimmt mit der Dauer der Behandlung ab und scheint mit der
Lebensdauer der Makrophagen verkniipft zu sein, die zu
Beginn der Behandlung in direktem Kontakt mit den inji-
zierten Liposomen standen.?"*?'"l Daher sollte bei der Fest-
legung der Injektionsintervalle solcher Tréger die Makro-
phagenlebensdauer berticksichtigt werden.

Der Nachteil von Liposomen als Wirkstofftréger ist die
Freisetzung der Wirkstoffe in die extrazelluldre Fliissigkeit,
da Liposomen normalerweise nicht in Zellen eindringen
konnen.”"! Eine spezifischere Ausrichtung von liposomalen
Wirkstofftragern oder eine Aufnahme durch die Zellen ist
daher wiinschenswert, um die Toxizitdt zu reduzieren und die
Wirksamkeit der eingeschlossenen Substanzen zu erhohen
(zweite und dritte Generation von Nanovektoren; siche Ab-
schnitt 3).

Gegentiber der indirekten Wirkstoffanreicherung durch
EPR kann eine verbesserte spezifische Steigerung der Wirk-
stoffkonzentration im Tumor mithilfe von Antikorper-be-
schichteten Liposomen erreicht werden. Vorteile dieser Im-
munliposomen sind die potenzielle Aufnahme durch Zellen
das Zielgewebe, verkniipft mit einer erhohten Toxizitédt gegen
Tumorzellen, und eine verlangsamte Clearance, da die Frei-
setzung in Niere und Riickenmark reduziert wird. Zum Bei-
spiel wurden monoklonale Anti-2C5-Antikorper an die Li-
posomenoberfliche gekuppelt, um eingeschlossenes Doxo-
rubicin in Gehirntumore zu transportieren. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Antikorper in vivo spezifisch an die Zell-
oberfliche menschlicher Astrozytomzellen binden.”*®! Der
Antikorper ist gegen Nucleosome gerichtet, die sich auf le-
benden Tumorzellen befinden und von benachbarten apop-
totischen Tumorzellen stammen.?"”! Ein weiterer Ansatz, um
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menschliche Gehirntumore in vivo zu behandeln, ist die
Anwendung von sulfatidhaltigen Liposomen (SCL), die an
bestimmte, in Tumorzellen hochregulierte Glycoproteine
binden. Eine Anti-CD19-Markierung von Liposomen erwies
sich als niitzlich, um eine verbesserte Zielfithrung auf murine
B-Zell-Lymphomzellen und die intrazelluldre Freisetzung
von Doxorubicin aus den Liposomen zu erreichen.”! Diese
Beispiele zeigen, dass vektorielle Systeme durch einen ge-
zielten Wirkstofftransport und eine ortsspezifische Freiset-
zung die Therapie von Hirntumoren deutlich verbessern
konnen. Allerdings hiangt die Toxizitédt nicht nur vom Targe-
ting ab, sondern sie ist auch stark verkniipft mit der Freiset-
zungscharakteristik der liposomalen Formulierung.??*?!1

Andere Ansdtze werden derzeit untersucht, um die Spe-
zifitdt des Wirkstofftransports zu erhohen. Eine jiingere
Studie berichtet iiber temperaturempfindliche Liposome, die
Doxorubicin beim Erwidrmen freisetzen. Die spezifische
Freisetzung von Antitumorwirkstoffen wurde in vivo nach
selektivem Erwédrmen des angegriffenen Tumors nachgewie-
sen; in diesem Fall wurde erwidrmtes Wasser durch kleine
Katheter zugefiihrt.”?

4.1.2. AmBisom /Amphotericin B

AmBisom ist eine liposomale Formulierung des Mycoti-
kums Amphotericin B, das bei verschiedenen Pilzinfektionen
und als empirische Therapie beim Verdacht einer Pilzinfek-
tion bei fiebrigen neutropenischen Patienten angezeigt ist. Es
kann auch zur Behandlung von viszeraler Leishmaniose ein-
gesetzt werden. AmBisom besteht aus sehr steifen kleinen
unilamellaren Liposomen mit einem mittleren Durchmesser
unter 100 nm, in deren Membran Amphotericin B intercaliert
ist. Derartige Liposomen haben eine lange Zirkulationsdauer
und reichern sich in den betroffenen Gebieten an. In prikli-
nischen und klinischen Studien zeigte AmBisom eine gerin-
gere Toxizitdt und weniger Nebenwirkungen als Amphoteri-
cin B, dessen antifungale Aktivitit es aber beibehielt.’’]
Anders als der reine Wirkstoff kann AmBisom daher auch
Patienten mit Nierenschdden verabreicht werden. In Tier-
versuchen wurde gezeigt, dass AmBisom sich nicht gleich-
méBig tiber das Nierengewebe verteilt, sondern sich in der
Niahe der Pilzinfektion anreichert. Dariiber hinaus wurde
festgestellt, dass AmBisom an die Pilzwidnde bindet und
durch diese aufgenommen wird. Zusammenfassend reichert
sich die liposomale Zubereitung von Amphotericin B an den
infizierten Stellen an, sie ist stabiler und weniger toxisch als
der freie Wirkstoff, und sie weist weniger Nebenwirkungen
auf. Die stdndige Freisetzung von Amphotericin B durch
AmBisom konnte in Mdusen, die mit Histoplasma capsulatum
in Kontakt gebracht wurden, auch fiir die Prophylaxe ver-
wendet werden.?*]

4.2. Polymerbasierte Freisetzungssysteme

Natiirliche Polymere wie Proteine oder Polysaccharide
werden von Zellen schnell internalisiert und abgebaut, was
eine intrazelluldre Freisetzung von Wirkstoffen oder Genen

ermoglicht.”! Die Blutzirkulationszeit oder Clearance ist
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bestimmt durch die Oberflachenmodifizierung oder Poly-
merkonjugatbildung mit Polyethylenglycol (PEG).”*! Ein
aktuelles Beispiel fiir ein klinisch eingesetztes Polymernano-
teilchen ist an Albumin gebundenes Paclitaxel (Handelsna-
me: Abraxane) zur Behandlung von Patienten mit Brust-
krebs, der resistent gegen herkommliche Therapien ist.[??22l
Diese Nanoteilchen sind in Wasser dispergierbar und beno-
tigen daher kein Cremophor (das iiblicherweise als Lo-
sungsvermittler fiir freies Paclitaxel eingesetzt wird). Es ist
bekannt, dass Cremophor allergische Reaktionen auslosen
kann, wodurch die Wirkstoffdosierung begrenzt ist.”?>!]
Abraxan zeigte eine signifikant hohere Ansprechrate und
eine verzogerte Tumorprogression, ohne dass Hypersensiti-
vierung auftrat.”?”! Allerdings wurde kiirzlich iiber schwere
Nebenwirkungen berichtet, die die laufende Debatte iiber die
Sicherheit und den Wirkstoffmetabolismus von Nanoteilchen
anheizten (siehe auch Abschnitt 6).2%

Eine vielversprechende Krebstherapie auf der Grundlage
von passivem Targeting durch Wirkstoff-Polymer-Konjugate
wurde von der Gruppe um Duncan vorgeschlagen. Wie bei
Nanovektoren der ersten Generation wird bei diesem Ansatz
die Tatsache genutzt, dass das neovaskulédre System im Tumor
im Unterschied zum restlichen GefidBsystem fiir Teilchen mit
bestimmten Groen permeabel ist. Die Gruppe von Vincent
berichtete tiber Apoptose induzierende Antikrebswirkstoffe,
die an Nanoteilchen gekuppelt wurden, um ihre Wirksamkeit
zu erhohen 324

In Abbildung 14 sind Maoglichkeiten dargestellt, wie
Wirkstoffe an Polymere gekuppelt werden konnen. Hier zeigt
sich auch, dass die Erzeugung und Optimierung von Nano-
vektoren ein interdisziplindres Gebiet zwischen Chemie,
Biochemie und Medizin ist.

Die Kupplung von Proteinen und Wirkstoffen an syn-
thetische Polymere, speziell PEG, verldangert ihre Plasma-
verweildauer, reduziert die Proteinimmunogenitit und kann
ihre therapeutische Breite erhohen. Mit PEG beschichtete
Enzyme (wie L-Asparaginase) und Zytokine (einschlieBlich
Interferon-a und des Granulozytenkolonie-stimulierenden
Faktors) werden inzwischen klinisch eingesetzt.[=*%4

4.3. Metallnanoteilchen
4.3.1. Nanokristallines Silber fiir die Wundversorgung

Silber, zumeist in Form von Nitraten und als Sulfadia-
zinsalz, ist ein gut untersuchter antimikrobieller Wirkstoff
und ein gebriuchliches Mittel fiir die Wundbehandlung.?*2¥"]
Die Wundheilung kann in bestimmte Phasen unterteilt
werden.”! Unmittelbar nach der Verletzung und Koagulati-
on folgt eine Einwanderung von Leukozyten, die eine Ent-
ziindung hervorrufen. Dadurch wird die Wunde gereinigt und
eine Mikrobeninfektion verhindert. Dieser Entziindungs-
phase schlieft sich eine Phase des Gewebsaufbaus und der
Reifung des neuen Gewebes an. Als Konsequenz einer la-
tenten mikrobiellen Infektion kann die Entziindungsphase
verldngert werden und zu chronischen, nicht heilenden
Wunden fiithren. Eine medizinische Behandlung von chroni-
schen Wunden mit Silbersalzen reduziert signifikant die
bakterielle Besiedelung einer Wunde und ermoglicht eine
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Abbildung 14. Polymerkonjugate von Antikrebswirkstoffen: a) Paclitaxel
(PTX) ist tiber eine Estergruppe an den Triger Polyglutamat (PGA) ge-
bunden. Der Wirkstoff wird hauptsichlich nach dem Polymerabbau
durch das lysosomale Enzym Kathepsin B freigesetzt; b) Konjugat von
Camptothezin (CPT) und einem linearen PEG-Polymer mit [3-Cyclodex-
trin-Einheiten (CDP). Pharmakokinetische und préklinische Studien
haben gezeigt, dass dieses Konjugat eine hohere Plasmahalbwertszeit
aufweist als CPT alleine und besser von Tumorgewebe aufgenommen
wird. Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [234].

schnellere Heilung.™” Silber ist eine vielversprechende Al-
ternative zur lokalen Antibiotikatherapie, die aufgrund der
Entwicklung multiresistenter Bakterien nicht mehr eingesetzt
werden soll. Eine Studie zur Resistenzbildung gegen Silber
zeigte kiirzlich keine entsprechende Entwicklung.”***? Im
Vergleich zu den fiir diesen Zweck verwendeten Antibiotika
wirkt Silber zwar unspezifisch, jedoch ist die aktive Dosis sehr
niedrig (im nM- bis pM-Bereich), und das Metall ist daher im
allgemeinen hervorragend vertriglich.?*?! Der Vorteil von
nanokristallinem Silber gegeniiber Silbersalzen ist nicht nur
die erhohte antimikrobielle Aktivitit, sondern auch der ent-
ziindungshemmende Effekt.??! Allerdings miissen die Wir-
kungsmechanismen noch aufgeklirt werden. Die Anwendung
von nanokristallinem Silber zur Wundbehandlung zeigt den
Eingang der Nanobiotechnologie in einen weiteren Bereich
der medizinischen Therapie. Zurzeit werden entsprechende
Verbandmaterialien auch bei Verbrennungen ersten und
zweiten Grades und bei verschiedenartigen chronischen,
nicht heilenden Wunden eingesetzt.

4.3.2. Magnetische Nanoteilchen fiir Diagnose und Therapie

Eisen- oder Eisenoxidnanoteilchen haben ein grofles Po-
tenzial fiir verschiedene nanobiomedizinische Anwendungen
einschlieflich des Wirkstofftransports. Die Nanoteilchen
lassen sich mit hydrophilen Polymeren wie PEG oder Dex-
tran beschichten, um die Clearance in Zellen zu verhindern
bzw. zu verstirken.”* Der Transport zu bestimmten Zellen
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ist auch tiber die Beschichtung mit Antikorpern, rezeptor-
spezifischen Peptiden oder Aminosilan moglich. Zusitzlich
zu diesen allgemeinen Eigenschaften von Nanotrédgersyste-
men bereiten der Superparamagnetismus der Teilchen und
ihre GroBe von 2-20 nm den Weg fiir weitere Anwendungen.

Derzeitige Forschungsprojekte und Anwendungen nutzen
eisenhaltige Nanoteilchen hauptsichlich fiir In-vitro-Zell-
markierung und -Zelltrennung, In-vivo-Stofftransport,
Kernspintomographie (MRI, siche Abschnitt 2) und Hyper-
thermiebehandlung.?*! Die Hyperthermie ist die bekannteste
medizinische Anwendung von Eisennanoteilchen. Der Aus-
druck beschreibt die Zerstorung von Tumoren durch lokales
Uberhitzen des Gewebes. Hyperthermiebehandlung ist eine
effektive und spezifische Krebstherapie, da Krebszellen auf
eine Temperaturerhohung bis 44°C schlechter reagieren als
gesunde Zellen des behandelten Gewebes. Dieser Ansatz
wird iiblicherweise mit weiteren herkommlichen Therapien
kombiniert, z.B. mit einer Chemotherapie. Bei Hyperther-
miebehandlungen mit Eisenoxidnanoteilchen werden diese
durch ein magnetisches Wechselfeld erwirmt.?**?*l Nach
einer lokalen Anreicherung der Nanoteilchen gelingt eine
gewebsspezifische Hyperthermie, die vorzugsweise das Tu-
morgewebe adressiert (Abbildung 15).

Abbildung 15. Vergleich einer gesunden Zelle mit einer Tumorzelle
nach der Inkubation mit Nanoteilchen. Unter dem Phasenkontrast-
lichtmikroskop lassen sich Prostatakarzinomzellen und Fibroblasten
gut unterscheiden: Wihrend die Tumorzelle (links) viele Nanoteilchen
aufnimmt und daher eine merkliche Pigmentierung zeigt, weist der be-
nachbarte Fibroblast eine geringe Pigmentierung auf, d.h. keine oder
kaum Teilchenaufnahme. Wiedergabe mit Genehmigung von Else-
vier.*l

Die Vorziige gegeniiber klassischen Krebstherapien sind
ein minimal invasives Vorgehen, Zugang zu verborgenen
Tumoren und sehr geringe Nebenwirkungen. Bei einer Er-
wiarmung des Gewebes mit herkommlichen Verfahren (Mi-
krowellen, Laserlicht usw.) wird das gesunde Gewebe in der
Umgebung des Tumors ebenfalls zerstort. Die zielgerichteten
paramagnetischen Teilchen sorgen dagegen fiir eine hoch
lokalisierte Energieabsorption und Erwérmung hauptsachlich
der Krebszellen. Mehrere Arten von Nanoteilchen, die sich in
Zusammensetzung und Form voneinander unterscheiden,
sind fiir diesen Zweck verfiigbar; eine Hyperthermiebe-
handlung kann auch mit kationischen Magnetitliposomen
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(MCLs) als Tragersystem in Kombination mit Hitzeschock-
proteinen eingesetzt werden. Aufgrund ihrer geringen Ne-
benwirkungen wird die Behandlung sehr gut von Patienten
akzeptiert, 20324724

Superparamagnetische Eisenoxidteilchen wurden auch
fiir MRI-Untersuchungen genutzt.?*! Dextranbeschichtete
eisenhaltige Teilchen sind unter den Handelsnamen Resovist
und Feridex erhiltlich und wurden hauptséchlich fiir In-vivo-
MRI von Lebertumorzellen eingesetzt. Die Dextranbe-
schichtung verstirkt die Anreicherung der Teilchen in der
Krebszelle, was die Diagnose und die Verfolgung der Tu-
morprogression ermoglicht. Eisenteilchen werden von Le-
berzellen aus dem Blutstrom entfernt, wobei sie in das reti-
kuloendotheliale System eingehen und dann dem physiolo-
gischen Eisenpool zugefiihrt werden.

4.4. Nanoschalensysteme

Andere Hyperthermiekonzepte nutzen Gold-Silicium-
oxid-Nanoschalen, in denen dielektrische Nanokiigelchen
von einer diinnen leitfdhigen Metallschicht umgeben sind.
Die Nanoteilchen absorbieren NIR-Licht, das das Gewebe
optimal durchdringt. Eine méBige Bestrahlung mit einer ex-
trakorporalen IR-Lichtquelle (820 nm, 4 W cm ) resultierte
in einer Erwdrmung des Tumorgewebes und verursachte ir-
reversible Schidden, die anhand von Koagulation, Zell-
schrumpfung und dem Verlust der Kernfarbung zu erkennen
waren.'™ Der groBe Vorteil von Nanoschalensystemen ist die
einstellbare Plasmonenresonanz im sichtbaren bis hin zum
infraroten Bereich durch Variation der Zusammensetzung
und der Schichtdicken.

Nanoschalensysteme werden nicht nur fiir die Behand-
lung von Krebs, sondern auch fiir diagnostische Zwecke un-
tersucht, beispielsweise zur Erhohung der Auflosung in op-
tischen Kohdrenztomographie(OCT)-Aufnahmen. Die An-
wendungen der OCT reichen von der Ophthalmologie bis zur
Rekonstruktion von ganzen Hirnteilen. Weitere erwdhnens-
werte Abbildungsverfahren mit NIR-Licht sind konfokale
Bildgebung, Iridotomie und photothermische Koagulation,
die allesamt die erhohte Transparenz des Gewebes in diesem
Spektralbereich nutzen."

4.5. Nicht injizierbare Nanovektoren

Da Wirkstoffe bevorzugt oral in den Korper eingebracht
werden, beschiftigt sich die pharmazeutische Industrie in-
tensiv mit der Entwicklung entsprechender Trégersysteme,
die durch nanotechnologische Ansitze verbessert werden
konnen. Nanokiigelchen aus Hydrogelen — stabilen organi-
schen Verbindungen, die beim Ubergang in eine saurere
Umgebung aufquellen — wurden erfolgreich als Tabletten und
Kapseln formuliert, die eingeschlossene aktive Verbindungen
in Abhingigkeit vom pH-Wert kontrolliert freisetzen.

Nanoteilchen konnen auch effiziente Transportsysteme
fiir Wirkstoffe darstellen, die die Blut-Hirn-Schranke tiber-
winden miissen, wie Chemotherapeutika fiir Gehirnerkran-
kungen, Antiepileptika und Anésthetika (z.B. Dalargin).
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Polysorbat-80-beschichtete Partikel, die mit Doxorubicin
(5 mgkg™') beladen waren, ergaben im Gehirn sehr hohe
Doxorubicin-Konzentrationen von 6 ugg™', wihrend alle
Kontrollproben, einschlielich unbeschichteter Nanoteilchen
und gemischter Losungen von Doxorubicin und Polysorbat,
nicht einmal die Nachweisgrenze erreichten.!! Ein kiirzlich
entwickeltes System besteht aus Chitosan, das iiber PEG-
Linker an Antikorper gekuppelt ist. Diese Immunnanoteil-
chen konnen einerseits tiber das positiv geladene Chitosan
mit den negativen Ladungen des Gehirnendothels wechsel-
wirken, andererseits zeigen sie die Affinitdt des monoklona-
len Antikorpers OX26 zum endothelialen Transferrinrezep-
tor, sodass sie die Blut-Hirn-Schranke leicht iiberwinden
konnen. Eine weitere Anwendung sind Nanokiigelchen, an
die das Peptid Z-DEVD-FMK, ein Inhibitor der Caspase-3,
gekuppelt ist. Die Inhibition dieses Enzyms erhoht erwiese-
nermafen die Uberlebensrate von neuronalen Zellen nach
cerebralen Ischimien.*?

Implantierbare Wirkstofffreisetzungssysteme, die nano-
technologisch verbessert wurden, werden oft gegeniiber der
Injektion von Wirkstoffen bevorzugt. Beispielsweise steigt
die Konzentration im Blut nach der Injektion rasch an (was zu
Nebenwirkungen fithren kann) und nimmt danach iiber die
Zeit langsam wieder ab, wobei die therapeutisch relevante
Wirkstoffkonzentration unterschritten werden kann. Dage-
gen konnen Freisetzungssysteme den Spitzenwert im Plasma
minimieren, das Risiko von Nebenwirkungen und die Fre-
quenz der Nachdosierung reduzieren und somit die Vertrag-
lichkeit fiir den Patienten verbessern. Die Vorteile der Na-
notechnologie in diesem Bereich lassen sich anhand von
bioabbaubarem pordsem Silicium (pSi) darlegen. Derartige
nanostrukturierte Materialien speichern eine aktive Verbin-
dung oder Nanoteilchen der zweiten Stufe in Nanoporen, die
geringste Wirkstoffmengen freisetzen, wihrend sich das Sili-
cium auflost. pSi wird derzeit fiir das ,, Tissue-Engineering*
und fiir ophthalmologische Wirkstofftransportsysteme un-
tersucht, >4

Nanotechnologische Systeme erleichtern auch die Auf-
nahme durch die Haut, eine sichere, nichtinvasive Methode
der Wirkstoffverabreichung. Die Aufnahme von Proteinen
mit hohem Molekulargewicht (wie Impfstoffen) ist relativ
ineffizient, wenn diese Substanzen direkt auf die Haut auf-
gebracht werden. Neuere Befunde weisen darauf hin, dass
diese Barriere durch strukturierte Nanoteilchen tiberwunden
werden kann.”

SchlieBlich konnen nanoskalige Systeme auch eingesetzt
werden, um toxische Substanzen unschiddlich zu machen.
Kolloidale Dispersionen dienen zur Entfernung lebensge-
fahrlicher Verbindungen aus dem Blut, einschlieBlich hoher
Konzentrationen von lipophilen Therapeutika und
Drogen.[256‘257]

5. Nanobeschichtungen und nanostrukturierte
Oberflichen fiir medizinische Anwendungen
Parallel zur Entwicklung von Nanoteilchen wichst das

Wissen iiber die Nanostrukturierung von Oberflichen sehr

schnell. Die medizinische Forschung zu nanostrukturierten
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Oberfldchen konzentriert sich hauptsdchlich darauf, die
Wechselwirkung von Prothesen wie kiinstlichen Hiiftgelen-
ken mit dem Organismus zu optimieren, um Materialien zu
erhalten, die sich fest mit dem Korpergewebe verbinden. Auf
diese Weise sollen Nebenwirkungen wie chronische Entziin-
dungen oder Allergien vermieden werden. Durch die Nano-
strukturierung lassen sich Oberflicheneigenschaften wie
Ladung, Leitfdhigkeit, Rauigkeit, Porositit, Benetzbarkeit,
Reibung, physikalische und chemische Reaktivitdt und
Kompatibilitdt mit Organismen einstellen. Speziell in den
Bereichen kiinstliche Organe und Prothetik wéchst der
Bedarf an ,intelligenten®, biokompatiblen Oberfla-
chen.[258—263]

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit liegt darin, eine
Vielzahl von Verbundmaterialien und selbstorganisierten
Systemen nachzustellen, wie sie in der Natur im Uberfluss zu
finden sind. Komplexe Strukturen wie ganze Zellen und
kleinere Unterstrukturen wie gefaltete Proteine oder mole-
kulare Motoren stellen eine Art von selbstorganisierter Na-
nomaschinerie dar. Die Natur macht beim Aufbau dieser
Strukturen erfolgreich Gebrauch von dynamischen moleku-
laren Systemen. Wenn es gelingt, dieses Konzept zum Teil auf
synthetische Systeme zu iibertragen, so konnte dies zu neuen
Entwicklungen fiihren, die nicht mit bekannten Massenpro-
duktionsverfahren kompatibel sind.

Eine Nanostrukturierung kann physikalisch, chemisch
oder durch Selbstorganisation erfolgen. Die vielleicht be-
kannteste natiirliche Oberfldchenstruktur findet sich auf Lo-
tusblétter. Thre speziell strukturierte Oberfliche mit einer
typischen bimodalen Groenverteilung im Mikrometer- und
Submikrometerbereich fiihrt zu einem Selbstreinigungs-
effekt. Ein weiteres Beispiel ist die Manipulation des Zell-
verhaltens durch Verédnderung der Oberfliachenstruktur,
wihrend die chemische Zusammensetzung in etwa gleich
gehalten wird. Dies wurde kiirzlich durch die Gruppe von
Spatz demonstriert: Bei der Verdnderung des Abstands zwi-
schen funktionalisierten Goldteilchen, die auf einer Ober-
flaiche abgeschieden waren, wurde ein unterschiedliches
Wachstums- und Anlagerungsverhalten von Fibroblasten
beobachtet (Abbildung 16).7%2%! In einem weiteren Ansatz
nutzten Sun et al. die Enantiomere von N-Isobutyryl-L(D)-
cystein (NIBC), um das Absorptionsverhalten von Oberfl4-
chen zu verandern.”*”!

Das Verstindnis dieser Effekte eroffnete Wege fiir die
Erzeugung von Oberflidchen, die nicht bewachsen werden,
und von Oberflidchen, die eine optimierte Templatstruktur fiir
ein spezifisches Zellwachstum aufweisen. Titanlegierungen
mit nanostrukturierten Hydroxyapatitbeschichtungen zeigen
beispielsweise verbesserte mechanische Eigenschaften, und
sie fordern die Proliferation von Osteoblasten.”®! Diese Er-
gebnisse sind interessant im Hinblick auf die Entwicklung von
Implantatmaterialien.

Die Oberflichenmodifizierung mit Nanordhren half bei
der Inkorporation kiinstlicher Gelenke, ohne chronische
Entziindungen auszulosen.’®?”"! Die maBgeschneiderten
Oberflichen haben den Vorteil, natiirliche Strukturen nach-
zuahmen, und zwar nicht nur iiber die Beschichtung mit an-
organischen Materialien, sondern auch durch die Anlagerung
von Proteinen oder Peptiden, um natiirliche Bedingungen
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Abbildung 16. Optische Phasenkontrastaufnahmen von 3T3-Fibroblas-
ten auf Polyethylenglycoldiacrylat(PEGDA)-700-Hydrogel. a) Zellen auf
einem nicht RGD-funktionalisierten Goldnanoteilchenmuster. b—d)
Zellen auf cyclo(-RGDfK-)-funktionalisierten Goldteilchen nach 24 h in
Kultur; die cyclo(-RGDfK-)-Flecken befinden sich in unterschiedlichen
Abstinden voneinander: b) 40 nm, c) 80 nm und d) 100 nm. e) Dichte
Schichten auf einem PEG-Trager nach 14 Tagen in Kultur. Der untere
Teil der Probe wurde mit Goldnanoteilchen, die mit dem Peptid cyclo-
(-RGDfK-) funktionalisiert waren, in Abstinden von 40 nm strukturiert.
Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [266].

nachzustellen. Der nichste Schritt in dieser Entwicklung ist
die Anwendung auf das Gebiet der Bionik. Der Austausch
zwischen lebenden Strukturen und synthetischen Konstruk-
ten ist ein vielversprechender Weg, da im Zuge der Evolution
bereits geeignete Materialien und Prozesse entwickelt
wurden. AulBler fiir die Prothetik ist dieser Ansatz auch aus-
sichtsreich fiir neuronale Anwendungen.

Nanostrukturierte Oberflachen mit spezifischen Eigen-
schaften finden ihren Weg auch in diagnostische Anséatze. Oft
scheitert die Untersuchung von Zellen an nachteiligen
Wechselwirkungen zwischen der Zelle und dem Diagnose-
element. Dies ist insbesondere der Fall, wenn Immunzellen
betrachtet werden. Rezeptoren auf der Oberfldche von Leu-
kozyten wechselwirken unspezifisch mit kiinstlichen Struk-
turen, was zur ungewiinschten Aktivierung oder Differen-
zierung der Zellen fiihrt. Hier werden Oberflichen bendétigt,
die nach dem Kontakt keinerlei Aktivierung verursachen.
Gleiches gilt fiir alle Mikrofluidikbauelemente oder Ober-
flichen, die fiir Biochips und Proteomik eingesetzt
werden.?7' =7

Durch den Einsatz von responsiven molekularen Syste-
men ist es moglich, zwischen verschiedenen Zustinden von
funktionalisierten Oberflichen (z.B superhydrophob und
superhydrophil) durch externe Reize (z.B. elektrische oder
optische Felder, Veridnderungen des pH-Werts) hin und her
zu schalten. Diese Beschichtungen sind interessant fiir dia-
gnostische Zwecke in ,,Lab-on-a-chip“-Systemen oder fiir die
Beschichtung von kiinstlichen Blutgefid3en und Implantaten,
die so biologische Systeme nachahmen.
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6. Biokompatibilitdt und Toxizitit — Sicherheits-
fragen beim Einsatz von Nanotechnologie

Die Erzeugung kleiner Teilchen kann im Hinblick auf die
Toxikologie bedenklich sein. Wegen der potenziell hohen
Reaktivitit, bedingt durch das hohere Oberfldchen-Volumen-
Verhiltnis als bei ausgedehnten dreidimensionalen Systemen,
besteht bei allen Nanosystemen ein latentes Risiko, das
sorgfiltig untersucht werden muss. Zurzeit erscheinen die
gesetzlichen Bestimmungen fiir neue Chemikalien und phar-
mazeutische Materialien ausreichend, um auch diese Art von
Materialien toxikologisch zu bewerten, jedoch muss jedes
neue Nanoteilchensystem im Hinblick auf potenzielle Ne-
benwirkungen im menschlichen Korper und in der Umwelt
untersucht werden. Gliicklicherweise ist die Aufmerksamkeit
in Wissenschaft und Offentlichkeit sehr hoch, und diese
ethischen und gesellschaftlichen Themen werden intensiv
diskutiert. Die klinische Anwendung von Nanotechnologie
erfordert auch eine Reihe von Richtlinien, um eine zuver-
lassige Handhabung der neuen medizinischen Hilfsmittel und
Wirkstoffe sicherzustellen.’”*?”"1 Das Potential einer mole-
kularen Diagnostik und Analyse auf der Grundlage von Na-
notechnologie und Nanomedizin bedarf auch der Aufmerk-
samkeit der Politik. Dies schlieBt die oben erwidhnten toxi-
kologischen Aspekte, aber auch die ethische Frage der Ver-
besserung der Lebensqualitdt im Fall von schweren Erkran-
kungen, kosteneffiziente Behandlungen von Patienten, die
kiinstliche Erweiterung unserer natiirlichen Sinne, neuro-
elektronische Kontaktsysteme usw. ein, die moglicherweise
nur fiir eine begrenzte Zahl von Menschen verfiigbar sein
werden.

Das toxikologische Risiko fiir die menschliche Gesund-
heit erwéchst aus der Wechselwirkung mit ,,medizintechni-
schen Geriten“. Nach einer Definition der ,,EU Medical
Device Directive® erfiillen ,,medizintechnische Gerite* fol-
gende Funktionen:

e Diagnose, Verfolgung, Behandlung oder Schmerzlinde-
rung von oder Kompensation fiir eine Verletzung oder
Behinderung;

e Untersuchung, Ersatz und Modifizierung der Anatomie
oder eines physiologischen Prozesses;

e Kontrolle von Konzepten, deren Nutzen nicht in oder auf
dem menschlichen Koérper durch pharmakologische, im-
munologische oder metabolische Mittel liegt, sondern
diese unterstiitzt.

Wenn man Nanoteilchen als ,,medizintechnische Gerite*
ansieht, so zeigt dies, dass sie fiir einen breiten Anwen-
dungsbereich im menschlichen Korper eingesetzt werden
konnen.”®?”! Thre mogliche Inkompatibilitit, die in Ent-
ziindungen, Immunreaktionen oder gar Krebs resultieren
kann, bildet jedoch ein potenzielles Anwendungshindernis.
Die Mechanismen hinter derartigen Prozessen sind noch
nicht gut untersucht, konnten aber von einer verstdrkten hy-
drophoben Wechselwirkung mit biologischem Material oder
einer verstdrkten Erzeugung von freien Radikalen durch
katalytische Prozesse an der Oberfliche herriihren.™ Ex-
perimente haben gezeigt, dass besonders die Inhalation von
Nanoteilchen mit einer Grof3e unter 100 nm aus Luftverun-
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reinigungen zu Lungenentziindungen fiihren kann. In diesem
Fall bestimmt die individuelle Expression von Glutathion-S-
transferase (GST) die Intensitit der Entziindung. Interes-
santerweise ist die physiologische Aufgabe von GST die
Entgiftung von reaktiven Sauerstoffspezies, was auf deren
Erzeugung auf den Oberflichen solcher Teilchen hin-
weist.?®*21 Vergleichbare Daten wurden auch bei der Inha-
lation von einwandigen Kohlenstoffnanoréhren (SWCNs)
gefunden. An Méusen wurde gezeigt, dass SWCNs Entziin-
dungen in der Lunge auslosen. In Rattenalveolen verursachen
sie kleine, fokale interstitielle fibrotische Lésionen.$>2%3]

Die Diskussion iiber die Risiken von Kohlenstoffnano-
rohren wurde kiirzlich durch Poland et al. neu angefacht. Sie
behaupteten, dass diese Art von Nanoteilchen wegen ihrer
nadelformigen Struktur in derselben Weise wie Asbest
wirken konne, was folglich das gleiche Risiko fiir die An-
wender bedeute.” In einer weiteren Untersuchung schienen
hoch gereinigte Kohlenstoffnanorohren keine Kurzzeittoxi-
zitdt aufzuweisen und biokompatibel mit Kardiomyozyten in
Kultur zu sein, wohingegen negative Langzeiteffekte eher auf
physikalische als auf chemische Wechselwirkungen zuriick-
gefiihrt wurden. Dieser Effekt wurde in der Gruppe von Krug
untersucht. Sie zeigten, dass die Nanoteilchen keine akute
Zytotoxizitat aufweisen und keinerlei Entziindungsmarker
wie Stickstoffmonoxid oder Interleukin-8 induzieren. Beob-
achtete Nebenwirkungen konnten mit Spuren von Metallen
in Verbindung gebracht werden, wie sie in kommerziell er-
hiltlichen Nanoteilchen zu finden sind.”*! Die Zytotoxizitit
verschiedenartiger Nanoteilchen wurde kiirzlich in einer
Ubersicht von Lewinski et al. zusammengefasst, die in ein-
drucksvoller Weise die Vielfalt von Wechselwirkungen zwi-
schen Fremdkorpern und Zellen zeigten. !

Nanoteilchen, die in den Organismus eingedrungen sind
und nicht ausgeschieden werden, reichern sich in Zellen und
im Gewebe an. und stellen auf ldngere Sicht ein noch unbe-
kanntes Potenzial von Krankheitsursachen dar. Es wurde
gezeigt, dass Nanoteilchen tiber mehrere Pforten in den
menschlichen Korper eindringen konnen. Ein zufilliger oder
unfreiwilliger Kontakt finden am wahrscheinlichsten iiber die
Lunge statt; von dort ist eine schnelle Translokation zu an-
deren Organen moglich, wie in Tiermodellen demonstriert
wurde.” Auf der zelluldren Ebene konnen Nanoteilchen als
Genvektoren wirken.™ Kohlenstoffnanoteilchen wurden
mit Storungen des Zellsignalsystems in Verbindung ge-
bracht.?¥-2

Dariiber hinaus reicherten sich Partikel, die fiir die orale
Wirkstoffzufithrung eingesetzt wurden, im Lebergewebe an,
wo sie durch iiberméfige Immunreaktionen bleibenden
Schaden anrichten konnen.”"! Diese Anreicherung in Zellen
ist auch fiir Lungenfibrosen dokumentiert, die durch As-
bestfasern hervorgerufen werden (Asbestose), sowie fiir die
Silikose, die durch das Einatmen von Silicaten oder Quarz-
staub entsteht.?*>2%

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass eine (hohe)
Konzentration von Nanoteilchen dazu fiihren kann, dass
Zellen in einen tumordsen Zustand transformieren. Raster-
elektronenmikroskopie(SEM)-Bilder und Rontgenmikro-
analysen (EDS) von Leber- und Nierengeweben, die durch
kryptogenische Granulomatose beeintrédchtigt waren, zeigten
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eine Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von nicht
bioabbaubaren exogenen Mikro- und Nanoteilchen und
Krankheiten mit bislang unbekannten histopathologischen
Merkmalen (Abbildung 17).1*!

0 2 4 6

keV 0 2 4 6 keV

Abbildung 17. a) Das SEM-Bild eines Diinnschnitt von granulomats-
sem Lebergewebe zeigt zwei kleine Teilchen und einen Cluster von Na-
noablagerungen. b,c) EDS-Spektren belegen, dass die Ablagerungen
unterschiedliche chemische Zusammensetzungen haben und wahr-
scheinlich aus unterschiedlichen Quellen stammen. Wiedergabe mit
Genehmigung von Elsevier.”*

Es ist bekannt, dass Ablagerungen, die durch Abrieb in
Hiiftprothesen erzeugt werden, eine Entziindungsreaktion
und eine lokale Fremdkorpergranulomatose hervorrufen
konnen. Dariiber hinaus ist eine Migration und Verbreitung
in weit entfernte Teile des Korpers dokumentiert, die weitere
Krankheitsbilder verursachen kann. Bisher ist keine effizi-
ente gastrointestinale Barriere fiir inerte Teilchen mit einem
Durchmesser unter 20 pm bekannt. Als Quelle solcher
Fremdkorper wurden abgenutzte Zahnersatzmaterialien wie
Porzellan oder Gold-Ruthenium-Legierungen identifiziert.
Ein weiteres Beispiel ist das weit verbreitete Kontrastmittel
Bariumsulfat, das in der Gastroenteroskopie eingesetzt wird.
Die Migration von Bariumsulfatteilchen ins Lebergewebe ist
ein Hinweis dafiir, dass kleine Teilchen die intestinale Bar-
riere iiberwinden kénnen. 2%

Nanoteilchen, die in der Therapie als Wirkstofftranspor-
ter genutzt werden, wechselwirken mit Biomolekiilen in der
Lunge, dem Gastrointestinaltrakt oder dem Endothel. Der
Kontakt kann in der Aufnahme tiber Endozytose (vermittelt
durch Rezeptoren), im Fall hydrophober Teilchen durch das
Durchdringen der Membran oder im Fall sehr kleiner Na-
noteilchen (< 5 nm) iiber Membrankanile erfolgen.™ Eine
Strategie, um die Aufnahme durch die Zelle zu verhindern
und damit die Zytotoxizitdt von Nanoteilchen mit Grofien
unter 100 nm zu kontrollieren, ist die Modifizierung ihrer
Oberfliche mit hydrophilen Polymeren.?*!

In wissrigen Medien adsorbieren sowohl verschiedenar-
tige Biomolekiile als auch Chemikalien wie Pestizide an Na-
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nopartikel. Diese adsorbierten Molekiile bestimmen die
biologischen Wechselwirkungen, speziell die Bioverfiigbar-
keit und die Aktivierung von Zellen. Ein Beispiel fiir die
Wechselwirkung von Nanoteilchen mit Biomolekiilen ist die
Bindung von Cy-Fullerenen an Antikorper. Neuere Berichte
beschreiben eine zytotoxische Wirkung von Cg-Fullerenen
iiber Lipidperoxidation. In Organismen konnen alle extra-
zelluldren Proteine wie komplementére Proteine oder Anti-
korper an Nanoteilchen adsorbieren. Wihrend der Adsorp-
tion konnen Proteine ihre Konformation und folglich ihre
Reaktivitit verdndern, was in einer Autoimmunantwort re-
sultieren kann.”*>]

Um die Risiken der Nanotechnologie abzuwigen, werden
Hochdurchsatzverfahren und standardisierte Testmethoden
entwickelt, mit deren Hilfe sich z.B. die Wechselwirkungen
von Nanoteilchen mit biologischen Barrieren untersuchen
lassen. Eine etablierte Methode zur Uberpriifung der Inte-
gritdt von biologischen Barrieren ist die Messung des trans-
epithelialen elektrischen Widerstands (TER); diese Methode
wurde auf Toxizitdtuntersuchungen an Nanoteilchen abge-
stimmt und fiir Routineanwendungen weiterentwickelt.?=>%I
Erste Ergebnisse zeigten beispielsweise, dass silicatische Na-
noteilchen zunéchst keinen Effekt auf Hundenierenzellen
(MDCK) haben, jedoch war nach 150 Stunden eine Abnahme
des TER-Werts zu beobachten, die auf ein Auseinanderbre-
chen des Epithelverbands hinweist.”* Daraus zeigt sich die
Bedeutung von Langzeitstudien bei der Untersuchung der
Toxizitdt von Nanoteilchen. Derartige Studien zu einem
breiteren Spektrum von Nanoteilchen werden dazu beitra-
gen, die Wechselwirkungen zwischen Nanoteilchen und bio-
logischen Systemen im Detail zu verstehen.

Diese wenigen Beispiele demonstrieren, dass Therapie-
ansétze auf der Grundlage von Nanotechnologie ebenso wie
herkommliche Medikationsverfahren zwei Seiten haben.
Viele der bisher untersuchten Systeme scheinen verhéltnis-
miaBig geringe Kurzzeitrisiken mit sich zu bringen. Dennoch
ist eine systematische Risikoabschédtzung parallel zur techni-
schen Entwicklung unerlésslich, um das Gefahrenpotenzial
moglichst gering zu halten.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Die Anwendungsmoglichkeiten der Nanotechnologie in
der Diagnose, Vorbeugung und Behandlung von Krankheiten
sind sehr breit. Uber Kreativitit und wissenschaftliche Vi-
sionen hinaus verlangt der praktische Einsatz der Nanome-
dizin aber anwendungsnahes Denken und eine systematische
Entwicklung.

In diesem Aufsatz gaben wir eine Ubersicht iiber einige
faszinierende Fortschritte der nanomedizinischen Forschung
und Anwendung. Da sich das Feld rasant entwickelt, konnten
wir nicht alle gegenwirtigen Moglichkeiten und Perspektiven
im Detail aufgreifen. Unser Ziel war es daher in erster Linie,
den transdisziplindren Charakter der Nanomedizin aufzuzei-
gen und auf Entwicklungen in den Natur- und Ingenieurwis-
senschaften hinzuweisen, die klinische Therapie- und Dia-
gnoseverfahren voranbringen konnten. Die Nanotechnologie
hat bereits einen deutlichen Einfluss auf klinische Anwen-
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dungen, und es ist zu erwarten, dass sich diese Entwicklung in

den néchsten Jahren noch verstdarken wird.
Nanomedizin beruht auf:

o chemischen Verfahren, um die Oberflichen von Nano-
vektoren zur Konjugation von Wirkstoffen zu modifizieren
und die Biokompatibilitdt von Implantaten zu verbessern;

e biologischem und pathophysiologischem Wissen {iber
Krankheiten, das zur Entwicklung effizienter Therapien
erforderlich ist;

e Kenntnissen iiber die physikalischen Eigenschaften
mehrstufiger komplexer Nanosysteme, die die Entwick-
lung und Optimierung neuer Diagnose- und Therapie-
konzepte erméglichen.

Der Schwerpunkt liegt bei der klinischen Nanomedizin
zurzeit auf der Diagnose und Behandlung von Tumorer-
krankungen. Um z.B. die Entwicklung von Tumorzellen
frithzeitig zu erkennen, ist es notwendig, Modifizierungen der
Zellen auf molekularer Ebene schon wéhrend ihrer Entste-
hung zu detektieren. Das kann nur mit duBerst empfindlichen
Techniken gelingen. In dieser Hinsicht sind nanotechnologi-
sche Konzepte interessant, mit deren Hilfe sich einzelne
Zellen adressieren lassen. Die Erkenntnisse, die auf dem
Gebiet der Nanomedizin gewonnen werden, bilden die
Grundlage fiir die Entwicklung einer individuellen Medizin.
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