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Wirkstofftransport

Als Nanogele bezeichnet man gequollene Netzwerke aus hydrophilen
oder amphiphilen Polymeren in der Grofsenordnung von einigen
Dutzend bis Hundert Nanometern. Sie wurden als Trigersysteme fiir
den Transport von Wirkstoffen entwickelt. Durch gezieltes Design
konnen biologisch aktive Molekiile spontan eingebunden werden, sei
es mithilfe von Salzbriicken, Wasserstoffbriicken oder hydrophoben
Wechselwirkungen. Polyelektrolyt-Nanogele sind in der Lage, gegen-
sdatzlich geladene niedermolekulare Wirkstoffe und Biomakromole-
kiile wie Oligo- und Polynucleotide (siRNA, DNS) sowie Proteine
aufzunehmen. Die Gastmolekiile wechselwirken elektrostatisch mit
den ionischen Polymerketten des Gels und werden dadurch in den
winzigen Nanogelen gebunden. Zahlreiche chemische Funktionaliti-
ten stehen zur Verfiigung, um Gruppen fiir Bildgebungsverfahren und
den gezielten Wirkstofftransport im Nanogel einzufiihren. Letzteres
kann z. B. durch abbaubare oder schaltbare Vernetzungen erreicht
werden. Aktuelle Arbeiten zeichnen eine aussichtsreiche Zukunft fiir
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1. Einleitung

Der Begriff ,,Nanogel“ definiert im Allgemeinen wissrige
Dispersionen von Hydrogelpartikeln auf der Nanometerska-
la, die durch physikalische oder chemische Vernetzung von
Polymeren entstehen. Wir haben diesen Begriff eingefiihrt,
um gequollene, chemisch vernetzte Strukturen aus kationi-
schen und neutralen Polymeren wie das verzweigte PEG-cl-
PEI aus Polyethylenimin (PEI) und Poly(ethylenglycol)
(PEG), urspriinglich entwickelt fiir den Transport von Anti-
sense-Oligonucleotiden, zu definieren.!"? Bereits zuvor be-
schrieb die Gruppe um Sunamoto das Phinomen der physi-
kalischen Vernetzung (Selbstorganisation) von Cholesterin-
modifizierten Polysacchariden (z.B. Pullulan, Mannan,
Amylopectin und Dextran), die zur Bildung gequollener
Hydrogele mit GroBen im Nanometerbereich fiihrte.”! Be-
ziiglich der Beschreibung solcher Systeme sei hier auf eine
kiirzlich veroffentlichte Ubersicht verwiesen.! Technisch
gesehen, handelt es sich hierbei auch um Nanogele.

Nanogele sind wegen ihrer hohen Beladungskapazitiit,
guten Stabilitit und ihrer Empfindlichkeit fiir 4ulere Fakto-
ren wie Ionenstdrke, pH-Wert und Temperatur vielverspre-
chende Triagersysteme. Diese Kombination an Eigenschaften
der Nanogele wird derzeit von keinem anderen pharmazeu-
tischen (Nano-)Tréigersystem erreicht. Seit der ersten Uber-
sicht zur Synthese und Anwendung von Nanogelen aus dem
Jahr 2002 haben diese Materialien auf dem Gebiet des
Transports von Wirkstoffen und Diagnostika zunehmend
Beachtung gefunden.’! Der vorliegende Aufsatz soll nun
einen aktuellen Uberblick iiber pharmazeutische Anwen-
dungen der Nanogele geben und deren Potenzial aufzeigen.
Kiirzlich erschienene Ubersichten iiber die Synthese und
Anwendung von Nanogelen liefern weiterfithrende Infor-
mationen.®”]

Gequollene und unbeladene Nanogele enthalten einen
erheblichen Anteil Wasser. Bei der Aufnahme von Wirk-
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stoffen entstehen in der Regel spontan Wasserstoftbriicken,
elektrostatische und/oder Van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen Polymermatrix und der Fracht. Durch den resul-
tierenden Kollaps des Gels bilden sich stabile Nanopartikel,
in denen der Wirkstoff eingeschlossen wird. Die Aggregation
der Nanopartikel kann durch Einfithrung von dispergieren-
den, hydrophilen Polymeren wie Poly(ethylenglycol) (PEG)
in die Struktur verhindert werden. Wéhrend des Kollaps der
Wirkstoff-Nanogel-Komplexe werden solche hydrophilen
Polymere an der Oberfliche exponiert, sodass sich eine
schiitzende hydrophile Schicht um das Nanogel bildet, die
eine makroskopische Phasentrennung verhindert. Funktio-
nelle Gruppen an der Nanogeloberfldche konnen auflerdem
mit verschiedenen Strukturen fiir den ortsspezifischen Wirk-
stofftransport im Korper modifiziert werden. Fiir eine Reihe
von Nanogelen konnte ein Transport der Fracht in die Zelle
und durch biologische Barrieren hindurch nachgewiesen
werden. Diese Nanogele sind hoch stabil und bewahren bio-
logische Wirkstoffe vor dem metabolischen Abbau in der
Zelle. Im Allgemeinen weisen Nanogele ein grof3es Potenzial
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fiir den systemischen Wirkstofftransport auf und verbessern
die orale und cerebrale Bioverfiigbarkeit von niedermoleku-
laren Wirkstoffen und Biomakromolekiilen.

2. Herstellung von Nanogelen

Aktuelle Methoden zur Herstellung von Nanogelen um-
fassen 1) physikalische Selbstorganisation von wechselwir-
kenden Polymeren, 2) Polymerisation von Monomeren in
homogener Phase oder in mikro- oder nanoskaliger hetero-
gener Umgebung, 3) kovalente Vernetzung von Polymeren
und 4) Herstellung von Nanogelteilchen mithilfe geeigneter
Template. Diese Varianten sind in den Abbildungen 1-4 ge-
zeigt und werden im Folgenden beschrieben.

Die physikalische Selbstorganisation von Polymeren
wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eingesetzt, um eine
Reihe von Nanogelen herzustellen. Bei dieser Methode wird
gewohnlich die kontrollierte Aggregation von hydrophilen
Polymeren genutzt, die zu hydrophoben oder elektrostati-
schen Wechselwirkungen und/oder zur Bildung von inter-
molekularen Wasserstoffbriicken fahig sind. Der Aufbau der
Nanogele erfolgt unter milden Bedingungen und im wissri-
gen Medium. Zur Selbstorganisation befidhigte hydrophile
Polymere ermoglichen die Verkapselung von Biomakromo-
lekiilen und werden zur Herstellung mit Protein beladener
Nanogele genutzt. Akiyoshi et al. gewannen zum Beispiel
Hydrogele durch hydrophobe Aggregation von Cholesterin-
modifiziertem Pullulan in Gegenwart von Insulin (Abbil-
dung 1a).®! Nur bei einem eng begrenzten Cholesterin-Zu-
ckereinheiten-Verhéltnis von 1:40-1:100 bildeten sich Nano-
gele mit 20-30 nm Durchmesser und bis zu fiinf Insulinmo-
lekiilen pro Partikel. Die GroBe von selbstorganisierten Na-
nogelen kann durch geeignete Wahl der Polymerkonzentra-
tion sowie von Parametern wie dem pH-Wert, der
Ionenstidrke und der Temperatur gesteuert werden. So er-
hielten Yu et al. Proteinnanogele durch temperaturinduzierte
Gelierung von entgegengesetzt geladenen Proteinen wie
Ovalbumin und Lysozym oder Ovotransferrin.”) In dhnlicher
Weise wurden Nanogele durch pH- und temperaturinduzierte
Gelbildung von Chitosan mit Ovalbumin erhalten."” Eine
Arbeit von Gref et al. beschreibt die Selbstorganisation von
verschieden gro3en Nanogelen durch Aggregation von lau-
rylmodifiziertem Dextran und p-Cyclodextrin-haltigem Po-
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Abbildung 1. Physikalische Selbstorganisation von Nanogelen im wiss-
rigen Medium. a) Die Aggregation des hydrophob modifizierten Poly-
mers Cholesterin-Pullulan in Gegenwart von Insulinmolekiilen fiihrt zu
deren Aufnahme in das Nanogel. b) Wirt-Gast-Wechselwirkung zwi-
schen den Lauryl- und B-Cyclodextringruppen sorgen dafiir, dass beim
Vermischen von laurylmodifiziertem Dextran und B-Cyclodextrin-modi-
fiziertem Polymer Nanogele gebildet werden.

lymer im wissrigen Medium (Abbildung 1b).""! Gele mit
einer Grofe von 120-150 nm wurden durch Variation der
Konzentration der beiden Polymere iiber einen weiten Be-
reich erhalten. Die stabilen Nanogele konnten gefrierge-
trocknet werden, was ihre Langzeitlagerung deutlich verein-
fachte.

Die chemische Synthese in heterogener kolloidaler Um-
gebung eroffnet viele Moglichkeiten, um die Struktur und die
Eigenschaften von Nanogelen zu variieren. Einige Arbeiten
nutzten inverse Wasser-Ol-Mikroemulsionen (W/O) als
Medium fiir die Herstellung von stabilen Polymernetzwerken
auf Nanometerskala durch eine Copolymerisation, bei der
difunktionelle Monomere als Vernetzer zugegeben wurden
(Abbildung 2 a). Speiser et al. beschrieben erste Arbeiten zur
Polymerisation in inversen Micellen.'"! Dieser Ansatz wurde
von Levashov und Kollegen durch die kovalente Immobili-
sierung von Enzymen in Nanogranulaten aus Acrylamid-
(N,N-Methylenbisacrylamid)-Copolymeren erweitert.'’)
SchlieBlich synthetisierten DeSimone etal. kationische
PAETMAC-Nanogele durch Copolymerization von 2-Acryl-
oxyethyltrimethylammoniumchlorid und 2-Hydroxy-
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Abbildung 2. Chemische Synthese von Nanogelen durch Copolymerisa-
tion in einem Kolloid. a) Herstellung von Nanogelen durch Copolyme-
risation von Monomeren (1) und difunktionellen Vernetzern (2) in
Tensid(3)-stabilisierten W/O-Mikroemulsionen, die durch Entfernen
der Tenside und des organischen Lésungsmittels in wissrige Medien
uberfiihrt werden kénnen. b) Copolymerisationen kénnen ebenfalls in
O/W-Emulsionen, die auch durch Tenside stabilisiert werden kénnen,
ausgefiihrt werden.

ethylacrylat mit PEG-bisacrylat als Vernetzer in inversen
Mikroemulsionen."*™! Anionische Nanogele mit hydrody-
namischen Partikeldurchmessern von nur 50 nm sind zu-
ginglich durch Copolymerisation von Poly(dimethylacryl-
amid-co-2-acrylamido-2-methyl-1-propansulfonsdure)  und
N,N-Methylenbisacrylamid in inversen Mikroemulsionen.¥!
Wihrend der Polymerisation eingebrachte labile Vernet-
zer werden regelméfig genutzt, um die Abbaubarkeit der
Nanogele zu gewihrleisten und die Freisetzung des Wirk-
stoffs zu erleichtern. So haben Fréchet und Kollegen durch
radikalische Polymerisation mit séurelabilen, acetalhaltigen
Vernetzern in inversen Emulsionen Nanogele auf Acryl-
amidbasis fiir den Protein-, Antigen- und DNS-Transport er-
halten."”! Die Acetalgruppe ist bei pH 7 stabil (¢, =24 h),
wihrend sie bei endosomalem pH-Wert rasch hydrolysiert
wird (t,, =5 min). Dieser Prozess resultiert in der Zersetzung
des Nanogels und der Freisetzung der Fracht.'®!] Die
Gruppe um Matyjaszewski nutzte die radikalische Atom-
transferpolymerisation (ATRP) fiir die Synthese von stabilen
vernetzten Nanogelen aus wasserloslichen Polymeren.”
Mithilfe eines disulfidhaltigen Vernetzers konnten biologisch
abbaubare Nanogele aufgebaut werden. Disulfidbriicken sind
stabil im extrazelluldaren Medium, werden jedoch nach Auf-
nahme in die Zelle infolge der hohen Glutathionkonzentra-
tion rasch gespalten. Dies sollte zu einer beschleunigten
Freisetzung von Wirkstoffen fithren. Matyjaszewski und Ka-
taoka haben diesen Ansatz weiter ausgebaut, um biologisch
abbaubare und vernetzte Nanogele auf der Basis von Poly-
[oligo(ethylenoxid)-methylmethacrylat] zu erhalten.*!!
Polymerisationen, die zu Nanogelen fithren, konnen auch
in Ol-Wasser-Emulsionen (O/W) oder wissrigen Suspensio-
nen ausgefiihrt werden (Abbildung 2b). Desweiteren kann in
homogener wissriger Losung eine Fillungspolymerisation
initiiert werden, sodass eine kolloidale Suspension des Poly-
mers erhalten wird. Auf diese Weise wurde von Peppas et al.
eine Suspension von Nanokugeln aus einem Pfropfcopolymer
von Poly(methacrylsiure) (PMA) und PEG synthetisiert.”
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Neben diesen Polymerisationsmethoden kann das nach-
tragliche Vernetzen von Polymeren eine ausgezeichnete
Moglichkeit zur Synthese von groBporigen Nanogelen sein.!
Diese weitverbreitete Variante wurde zur Herstellung einer
Reihe von funktionellen Nanogelen fiir den Wirkstofftrans-
port genutzt. Insbesondere wurde auf diese Weise das erste
kationische vernetzte Nanogel synthetisiert, das als Polynu-
cleotid-Triger genutzt werden konnte.!! Durch ein zweifach
aktiviertes PEG wurde verzweigtes PEI in einer O/W-Emul-
sion (Dichlormethan in Wasser) vernetzt. Nach Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum und Reifung der Partikel in
wassriger Losung wurden so Nanogele erhalten (Abbil-
dung 3a). Kationische Nanogele auf PEI-Basis mit Grofen
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Abbildung 3. Synthese von Nanogelen durch Vernetzung von bereits
existierenden Polymerketten oder selbstorganisierenden Polymeraggre-
gaten. a) Vernetzung von PEl und PEG mit zwei reaktiven Termini in
O/W-Emulsion, gefolgt von Entfernung des organischen Lésungsmit-
tels. b) Die Konjugation von PEI mit Pluronic-Blockcopolymer (PEG-b-
PPG-b-PEG) mit zwei reaktiven Termini, das in wissriger Lésung Poly-
mermicellen bildet, resultiert in Nanogelen mit hydrophoben PPG-Do-
ménen und vernetzten hydrophilen PEI-PEG-Bereichen. c) Das Di-
blockcopolymer PEG-b-PMA wird in Gegenwart von zweiwertigen Me-
tallkationen in wissriger Lésung zu einer Micelle mit einem Polyionen-
Metallionen-Kern und einer PEG-Hiille kondensiert. Durch anschlie-
Rende Vernetzung des Micellkerns und Entfernen der Metallkationen
entsteht ein Nanogel mit einem vernetzten Polyelektrolytkern (PMA)
und einer PEG-Hiille.

von 80-200 nm wurden auch durch eine photochemische
Fenton-Reaktion in wissrigem Medium synthetisiert.***!
Nur 40-45 nm grofle, nichttoxische vernetzte Pullulan-Na-
nogele wurden in einem invers-micellaren System (Aerosol
OT/Hexan) hergestellt.”>?! Wie im Fall der Polymerisati-
onsvernetzung kann die Vernetzung in solchen Nanogelen
derart gestaltet werden, dass die Produkte abbaubar sind. So
konnte fiir den Polynucleotidtransport mit segmentiertem,
disulfidvernetztem PEI ein kationisches Nanogel mit ver-
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minderter Toxizitdt erhalten werden.”*) In einer anderen
Arbeit wurden inverse W/O-Emulsionen zur Herstellung von
disulfidvernetzten Nanogelen auf Hyaluronsdure(HA)-Basis
verwendet.”” Eine interessante Variante von DNS enthal-
tenden, vernetzten Nanogelen ist die Herstellung von 100 nm
kleinen Partikeln durch Mischen von thiolfunktionalisiertem
sternféormigem PEG und DNS in Dimethylsulfoxid. Diese
Partikel konnten anschlieBend oxidativ vernetzt werden,
wodurch biologisch abbaubare DNS-Nanogele erhalten
wurden.F!

Neue Moglichkeiten, die rdumliche Anordnung von Po-
lymerketten auf Nanometerebene zu steuern, ergaben sich
durch die Kombination aus der Selbstorganisation von Poly-
mermicellen und deren Vernetzung. Beispielsweise erhielten
Wooley et al. Nanopartikel, indem sie die Hiille der Poly-
mermicellen vernetzten.””” Durch die Variation des Lo-
sungsmittels und der organischen Gegenionen konnten ver-
netzte Nanopartikeln mit unterschiedlicher Morphologie er-
halten wurden, darunter kugelformige, stibchenférmige und
toroidale Strukturen.

In einer weiteren Arbeit wurde PEI in wissriger Losung
mit Micellen aus Pluronic-Triblockcoplymer (PEG-b-PPG-b-
PEG) mit zwei aktivierten Endgruppen vernetzt (Abbil-
dung 3b; PPG = Poly(propylenglycol)).’ Das resultierende
Nanogel bestand also aus einem hydrophobem PPG-Kern mit
einer Korona aus hydrophilem PEG-c/-PEI. Lee et al. nutzten
Poly(p,L-milchséure)-b-PEG-b-poly(D,L-milchsdure)-Tri-
blockcopolymere mit Acrylat-Endgruppen zur photochemi-
schen Vernetzung der Polymermicellen.” Die dadurch ge-
bildeten Nanogele enthielten einen hydrophoben Poly(D,L-
milchsidure)-Kern, der mit einem hydrophoben Krebsthera-
peutikum beladen werden konnte.

Bronich und Mitarbeiter erreichten eine einzigartige
riumliche Verteilung der Polymerketten in Nanogelen.*” Sie
entwickelten ein Verfahren, bei dem Polyelektrolytmicellen
zunéchst aus doppelt hydrophilen Blockcopolymeren durch
Kondensation der ionischen Blocke mit entgegengesetzt ge-
ladenen Ionen hergestellt wurden. Anschlieend wurden die
ionischen Blocke im Kern kovalent vernetzt, und die zur ur-
spriinglichen Vernetzung genutzten Ionen wurden entfernt
(Abbildung 3¢). Die so erhaltenen Nanogele aus PEG-b-
PMA-Diblockcopolymeren bestehen aus einer hydrophilen
PEG-Hiille und einem vernetzten hydrophilen ionischen
PMA-Kern, der in Wasser gequollen vorliegt und hydrophile
Pharmaka aufnehmen kann.*!! Auf dhnliche Weise wurden
durch Kondensieren und Vernetzung von PEG-g-Polyacryl-
siure (PEG-g-PAA) analoge Nanogele erhalten.”!

SchlieBlich entwickelten DeSimone et al. eine weitere
Methode, die es ermoglicht, einige Dutzend Nanometer bis
einige Mikrometer gro3e Polymerpartikel herzustellen, aus
denen Nanogele erhalten werden konnen.*” Dieses photo-
lithographische Prigeverfahren (Partikel-Replikation in
nichtbenetzenden Templaten, PRINT) nutzt nichtbenetzende
Elastomermatrizen aus Perfluorpolyether mit geringer
Oberflachenenergie, die durch photochemisches Vernetzen
von Dimethacrylat-funktionalisierten Perfluorpolyether-Oli-
gomeren auf strukturierten Siliciumwafern zugénglich sind.
Die nichtbenetzenden Matrizen verhindern die Bildung von
diinnen Filmen zwischen den Formkorpern, sodass mono-
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disperse Nanopartikel mit exakt definierter Form aus einer
groBen Vielfalt an organischen Ausgangsstoffen hergestellt
werden konnen (Abbildung 4). PRINT ermoglicht eine sehr
genaue Kontrolle iiber die Grofle, Form, Zusammensetzung

flussige Vorstufe i
nichtbenetzendes
Substrat

Maske

8 U e

Nanopartikel

Ve
QUQ uo

Abbildung 4. Bei dem photolithographischen PRINT-Verfahren werden
monodisperse Nanopartikel mit exakt definierter Form mithilfe von
nichtbenetzenden Perfluorpolyether-Elastomermasken aus zahlreichen
organischen Vorstufen hergestellt.

und Oberflichenfunktionalititen der Partikel sowie das
Einbringen von empfindlichen pharmazeutischen Wirkstof-
fen und Biomakromolekiilen. So wurde das PRINT-Verfah-
ren verwendet, um mithilfe von UV-induzierter Copolyme-
risation aus verschiedenen Vinylmonomeren wie PEG-Tria-
crylat, PEG-Monomethylethermonomethacrylat und p-Hy-
droxystyrol 200 nm kleine, monodisperse und quellbare Par-
tikel herzustellen.*’!

In zahlreichen Arbeiten wurde eine dieser Syntheserou-
ten genutzt, um zu immer ausgekliigelteren Nanogelen zu
gelangen. Nanostrukturierte, temperaturempfindliche Hy-
drogele konnten z. B. durch Immobilisierung eines Netzwerks
von Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAAm) an porGésem
Silicagel und Hydroxyapatit erhalten werden.***! Richtering
und Mitarbeiter synthetisierten temperaturempfindliche
Kern-Schale-Partikel durch schichtweise Abscheidung von
Polyelektrolyten auf der Oberfliche von anionischem PNI-
PA Am-co-PMA-Nanogel.***! Das sequenzielle Aufbringen
von Schichten kann auch genutzt werden, um magnetische
Nanopartikel in die Oberfliche von Nanogelen einzubrin-
gen.“!

Die Gruppen um Levon und Hennink haben kiirzlich eine
weitere Art von Hybridnanogelen eingefiihrt, die mit einer
Lipiddoppelschicht umhiillt sind."*"! Sie beluden Liposomen
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mit wasserloslichen Monomeren, die anschlieSend photo-
chemisch polymerisiert wurden, um mit vernetztem Poly-
acrylamid (PAA) gefiillte Liposomen zu erhalten. Yan et al.
berichteten iiber die Herstellung katalytisch aktiver Nanogele
durch die Polymerisation von PAA und N,N-Methylenbis-
acrylamid auf der Oberfldache von Meerrettichperoxidase und
boviner Carboxyanhydrase."*?! Beide Enzyme behielten
nach die Immobilisierung in den Nanogelpartikeln ihre ka-
talytische Aktivitidt und wiesen eine hohe thermische Stabi-
litdt auf. In anderen Arbeiten berichteten Oishi et al. tiber die
Synthese von PEGylierten Nanogelen mit eingeschlossenen
Metallnanopartikeln.’** Diese Hybridnanogele, die Platin-
Nanopartikel (<2 nm) enthalten, weisen eine pH-abhéingige
katalytische Aktivitdt auf und konnten zum Abfangen reak-
tiver Sauerstoffspezies in biologischen und medizinischen
Anwendungen genutzt werden. Analoge Nanogele mit Gold-
Nanopartikeln (ca. 6 nm) zeigten eine Verschiebung der
Oberfliachenplasmonenresonanz(SPR)-Bande in Abhingig-
keit vom pH-Wert. Solche Nanogele konnten Anwendung als
SPR-Sonde in Sensoren finden. AbschlieBend wurde die
photochemische Polymerisation ohne Emulgatoren in wiss-
riger Losung auf der Oberfldche von superparamagnetischen
Eisenoxid-Nanopartikeln eingesetzt, um superparamagneti-
sche Nanopartikelkomposite zu erhalten,”*" die zum Bei-
spiel in der Mikrowellen-Ablationstherapie eingesetzt
werden konnten.P”!

Entwicklungen in der Herstellung von chemisch oder
physikalisch vernetzten Nanogelen werden wohl zukiinftig
von Mikrofluidiktechniken beeinflusst werden, mit deren
Hilfe bereits Hydrogele auf Mikrometerma@stab sowie Na-
nomaterialien unterschiedlicher Groe, Form und Morpho-
logie erhalten wurden.[*>!

3. Chemische Modifizierung von Nanogelen fiir den
zielgerichteten Wirkstofftransport

Eine mogliche Verwendung fiir nanoskalige Trégersyste-
me ist der gezielte Transport eines Wirkstoffs in erkranktes
Gewebe nach systemischer Verabreichung. Hiermit sind eine
Reihe entscheidender Fragen verbunden, vor allem 1) zur
Opsonisierung und Agglutination durch Wechselwirkung des
Nanotrigers mit Serumproteinen, 2) zur Ausscheidung des
Nanotrégers durch das retikuloendotheliale System oder die
Glomeruli der Niere und 3) zur nichtspezifischen Anreiche-
rung in Organen und Geweben. Um Wechselwirkungen mit
Serumproteinen zu vermeiden und eine lange Zirkulation zu
ermoglichen, wird die Oberfldche der Nanotriger oft mit
inerten hydrophilen Polymeren wie PEG modifiziert."”
Wirkstoffbeladene PEG-c/-PEI-Nanogele haben zum Bei-
spiel eine Kern-Schale-Architektur, wobei der Kern von
PEG-Ketten umbhiillt ist.['! In gleicher Weise konnen PEG-
Ketten wihrend einer Emulsionspolymerisation an PMA-
Nanogele gebunden werden.”” Nanogele mit vernetzten
Kernen und PEG-Hiillen kénnen auch durch Selbstorgani-
sation von Polyelektrolytmicellen und anschlieBende Ver-
netzung des Kerns erhalten werden.[*)

Eine aktuelle Untersuchung beschreibt die Pharmakoki-
netik und Bioverteilung von vernetzten Nanogelzylindern auf
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PEG-Basis (ca. 200 nm), die mithilfe der PRINT-Technik
erhalten wurden.*! Die Partikel wurden recht schnell aus
dem Blut ausgeschieden (¢,, =17 min) und in der Leber an-
gereichert. Dieses Ergebnis war nicht iiberraschend, da die
Nanogele relativ kurze PEG-Ketten (ca. 1 kDa) aufwiesen,
wihrend die optimale Umhiillung von Nanopartikeln fiir eine
lange Zirkulationsdauer im Blut zwischen 2 und 5 kDa PEG
betragen sollte.*”]

Die ,,Nanogeloberfliche* kann mit biologischen Funk-
tionen modifiziert werden, um einen ortsspezifischen Trans-
port der Nanogele im Korper zu erzielen. So haben wir bio-
tinmarkiertes PEG-c/-PEI-Nanogel iiber (Strept-) Avidin mit
biotinylierten Liganden (Transferrin oder Insulin) modifi-
ziert.®™ Ebenso wurde die Biotingruppe an OH-funktionali-
sierte Poly[oligo(ethylenoxid)-methylmethacrylat]-Nanogele
gebunden.”! Jedoch ist die Biotin-(Strept-)Avidin-Konjuga-
tion wegen der biologischen Aktivitidt von Biotin fiir prakti-
sche Anwendungen ungeeignet. Eine direkte Konjugation der
Gruppe fiir den gezielten Transport an das Nanogel wird
deshalb bevorzugt. Nach Aktivierung mit Carbodiimid
wurden zum Beispiel 1-5% der primidren Aminogruppen
eines PEG-cl-PEI-Nanogels mit Folsiure modifiziert."! Die
resultierenden folatmodifizierten Nanogele wiesen einen
deutlich verbesserten Transport durch polarisierte Caco-2-
Zellmonoschichten auf, die als In-vitro-Modell des Magen-
Darm-Epithels dienten. In anderen Arbeiten zeigten folat-
modifizierte Polymethacrylat-Mikrogele eine erhchte und
selektive Aufnahme in Tumorzellen, die den Folatrezeptor
(FR) iiberexprimierten.'™ Um die Zuginglichkeit des FR fiir
die Folatmolekiile zu gewihrleisten, empfehlen verschiedene
Autoren die Insertion eines Polymerlinkers (z.B. aus PEG)
zwischen der Folatgruppe und dem Wirkstofftriger.l® So
wurden die terminalen Aminogruppen von PEG in einem
Poly(aminoPEG-cyanacrylat-co-hexadecylcyanacrylat)-Na-
nogel mit Folsiure modifiziert."”) Diese folatmodifizierten
Nanogele wiesen ebenfalls eine gesteigerte Anreicherung in
FR-tiberexprimierenden Krebszellen auf.

Nanogele wurden auch mit humanem Transferrin (hTf),
einem Protein, das in Tumoren angereichert wird, ver-
kniipft.[® Hier wurden die Aminogruppen von hTf zuerst mit
dem heterodifunktionellen Reagens Sulfosuccinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat in  wissrigem
Medium zu einem hTF-Maleimid-Derivat umgesetzt. Durch
Reaktion mit 2-Iminothiolan (Traut-Reagens) wurden in
einem zweiten Schritt Thiolgruppen in das PEG-c/-PEI-Na-
nogel eingefiihrt. Die abschlieBende Reaktion zwischen Ma-
leimid-hTf und den Thiolgruppen des Nanogels fiihrte zur
Bildung eines hTf-modifizierten Nanogels mit einer einstell-
baren Zahl an hTf-Molekiilen pro Partikel (4 bis 12). Auf-
grund seiner Grofle wird konjugiertes hTf an der Nanogel-
oberflidche exponiert, was die Wechselwirkung mit zelluldren
Transferrin-Rezeptoren erleichtert.

Zusitzlich konnen Peptidliganden iiber difunktionelle
PEG-Linker an das Nanogel gebunden werden.?®! Beispiels-
weise wurde ein Peptid mit terminalem Cysteinrest mit einem
Maleimid-PEG-N-hydroxysuccinimid-Linker verkniipft. Das
Produkt wurde anschlieend iiber die Aminogruppen mit PEI
verbunden, sodass ein Nanogel mit einstellbarer Peptiddichte
erhalten werden konnte. Des Weiteren wurde ein Mono-N-
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acetylcystamin-PEG-Linker nach Aktivierung durch 1,1'-
Carbonyldiimidazol in das Nanogel eingefiihrt. Die Thiol-
gruppen des Nanogels wurden mithilfe von Dithiothreitol
freigesetzt und mit thiolspezifischen Derivaten (z.B. Malei-
mid-Derivaten) zur Reaktion gebracht, sodass Protein/
Peptid-modifizierte Nanogele erhalten wurden.*”!

Zusammengefasst lisst sich die Oberfliche von Nanoge-
len mit den verschiedensten Funktionalititen zum gezielten
Transport modifizieren. Erste Ergebnisse deuten an, dass
diese Methoden fiir den Transport von Nanogelen zu ausge-
wihlten Zellrezeptoren verwendet werden konnen.

4. Quellung: die wichtigste Eigenschaft der
Nanogele

Nanogele sind weiche Nanomaterialien. Die Quellung der
Nanogele in wissriger Umgebung wird beeinflusst durch
1) deren Aufbau (chemische Struktur des Polymers, Vernet-
zungsgrad, Ladungsdichte in Polyelektrolytgelen), und
2) Umgebungsparameter wie pH-Wert, Ionenstirke und
Struktur der niedermolekularen Gegenionen fiir Polyelek-
trolytgele sowie die Temperatur bei temperaturabhéngigen
Gelen (Abbildung 5). Die GroBe von Hydrogelpartikeln wird

a b

polyanionisch

. polykationisch

Quellungsgrad
Quellungsgrad

Quellungsgrad
Quellungsgrad

lonenstérke der Lésung Temperatur

Abbildung 5. Faktoren, die das Quellen von Nanogelen beeinflussen.
a) Eine Erhéhung des Vernetzungsgrads reduziert das Quellen eines
aus hydrophilem Polymer bestehenden Nanogels. b) Mit steigendem
pH-Wert kollabieren Gele mit schwach basischen Gruppen, wihrend
solche mit sauren Gruppen quellen. c) Eine Steigerung der lonenstirke
vermindert das Quellen von Nanogelen aus Polyelektrolyten. d) Nano-
gele aus Polymeren mit einer unteren kritischen Entmischungstempe-
ratur (LCST) kollabieren, sobald die Temperatur die LCST tiberschrei-
tet.

durch das Gleichgewicht zwischen osmotischem Druck und
Elastizitit der Polymere bestimmt."” Bei Hydrogelen aus
Polyelektrolyten ergibt sich der osmotische Druck aus der
Differenz der Konzentrationen der Ionen innerhalb des
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Gelpartikels und in dessen Umgebung. Die ionisierten
Gruppen ziehen hydratisierte Gegenionen an. Dies begiins-
tigt die Quellung des Gels, wihrend die Entropieelastizitat
der Polymerketten sich der Quellung entgegensetzt. Fir
schwache Polyelektrolytgele hédngt die Ionisierung vom pH-
Wert ab. Eine Reduzierung der Zahl an Gegenionen und der
Gesamtladung durch pH-Anderungen fiihrt zur Schrumpfung
der Gele, weil der osmotische Druck abnimmt; dabei kann die
Schrumpfung nur bis zum Ausschlussvolumen der Polymer-
ketten erfolgen. Vernetzte PEG-b-PMA-Nanogele schrump-
fen zum Beispiel bei einer Senkung des pH-Werts von 9 auf 5
infolge der Protonierung der Carboxylatgruppen von
PMA . PEG-cl-PEI-Nanogele schrumpfen dagegen bei Er-
hohung des pH-Werts von 8.5 auf 10 durch Deprotonierung
der Ammoniumgruppen von PEL[!

Das Quellen von Hydrogelen aus Polyelektrolyten hingt
auch von der Ionenstdrke ab. So wird bei kationischen
PAETMAC-Nanogelen das Quellen bei hoher Ionenstirke
durch die Vernetzerkonzentration gesteuert, wéihrend es bei
niedriger Ionenstérke sowohl durch die Vernetzungsdichte als
auch durch die Ladungskonzentration beeinflusst wird.!'"
Generell kann davon ausgegangen werden, dass der Quel-
lungsgrad mit hoherer Vernetzung abnimmt."*! Dies wurde
exemplarisch an vernetzten PEG-b-PMA-Nanogelen nach-
gewiesen.P?

Die Wechselwirkungen des Losungsmittels mit den Poly-
merketten von Nanogelen konnen in bestimmten Fillen eine
ausgepragte Temperaturabhingigkeit aufweisen, was zum
Quellen oder zum Kollaps der Gele fithren kann. Da zum
Beispiel die PPG-Segmente in Pluronic-Polymeren eine
untere kritische Entmischungstemperatur (lower critical so-
lution temperature, LCST) haben, sind die entsprechenden
Hydrogele thermisch schaltbar. So quellen etwa 120 nm
kleine Nanogelpartikel beim schnellen Abkiihlen unter die
LCST auf iiber 400 nm an. Die Temperaturabhingigkeit
des Quellens wurde auch bei Nanogelen aus N-Isopropyl-
acrylamid-Copolymeren (NIPAAm) beschrieben.>”! Diese
Reaktion auf die Umgebung kann auch zur Entwicklung von
schaltbaren Wirkstofftragern genutzt werden. Ein aktuelles
Beispiel ist ein mit Phenylboronsidure konjugiertes PNI-
PAAm-Nanogel, dessen Quellverhalten von der Glucose-
konzentration abhingt.™ Einer der Vorteile von fein di-
spergierten Hydrogelen ist die im Allgemeinen sehr schnelle
Reaktion auf sich verindernde Umgebungsbedingungen,™
was die Aufnahme und Freigabe von Wirkstoffen fiir phar-
mazeutische Anwendungen erleichtert. Dagegen konnen
nichtdispergierte Hydrogele bis zum Erreichen des Quell-
gleichgewichts mehrere Tage bendtigen. In ausgewéhlten
Fillen kann das Beladen der Hydrogele mit Wirkstoff zu-
sdtzlich zu Volumenschrumpf fithren. Der Grund fiir dieses
Phidnomen konnen elektrostatische oder hydrophobe Wech-
selwirkungen und/oder Wasserstoffbriicken sein, die der
Wirkstoff mit den Hydrogelketten bildet. Diese Wechselwir-
kungen reduzieren die ,,Loslichkeit” der Hydrogelketten und
fiihren zum Schrumpfen und Kollaps des Gels. Zusammen-
gefasst sind das Quellen und Kollabieren der Nanogele ein-
zigartige Eigenschaften fiir die Optimierung der Wirkstoff-
beladung und -freigabe (sieche auch Abschnitt 5).
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5. Beladen von Nanogelen mit Wirkstoffen und
deren Freisetzung

Nanogele konnen biologisch aktive Stoffe durch 1) phy-
sikalische Wechselwirkungen, 2) kovalente Konjugation oder
3) Selbstorganisation aufnehmen. Physikalische Wechselwir-
kungen konnten genutzt werden, um Insulin in Cholesterin-
modifierte Pullulan-Nanogele®®! oder siRNA in thiolkonju-
gierte HA-Nanogele einzubringen.”” Die Wirkstoffbeladung
durch physikalische Wechselwirkungen konnte auch bei
Dextranen mit Poly-b- und L-milchsédure-Seitenketten durch
deren Komplexierung zu monodispersen, biologisch abbau-
baren Nanogelpartikel mit durchschnittlichen Durchmessern
von 70 nm erreicht werden.["® Hydrophile Dextranketten sind
in diesen Nanogelen durch teilweise kristalline, hydrophobe
Bereiche aus nichtkovalent gebundenen Komplexen der Po-
lymilchsdure-Stereoisomere verbunden.

In den hydrophoben Doménen der Nanogele kdnnen
hydrophobe Molekiile eingelagert werden. Zum Beispiel
wurde Prostaglandin E2 in einem Nanogel aus Cholesterin-
modifiziertem Pullulan gelost.””! Auch Doxorubicin konnte in
amphiphile vernetzte Nanogele aus Pluronic F127 oder
Poly[oligo(ethylenoxid)-methylmethacrylat] eingebracht
werden.?!! Dabei sollte beachtet werden, dass bei der Bela-
dung mithilfe rein hydrophober Wechselwirkungen haufig
nur geringe Wirkstoffmengen aufgenommen werden.

Ein Beispiel fiir die kovalente Anbindung des Wirkstoffs
in Nanogelen ist das Einbringen von Cisplatin in PEG-b-
PMA-Nanogele.”*®! Diese Nanogele bestehen aus einem
vernetzten anionischen PMA-Kern und einer nichtionischen
PEG-Hiille. In wissriger Umgebung reagiert Cisplatin mit
den Carboxylatgruppen im Kern des Gels, was zum Kollaps
des beladenen Kerns fiihrt.

Bei einer weiteren Moglichkeit zur Verkapselung wurde
das Enzym zunéchst mit N-Hydroxysuccinimidoacrylat mo-
difiziert. In einem zweiten Schritt wurde dieses modifizierte
Enzym durch Polymerisation von Acrylamid in verdiinnter
wissriger Losung verkapselt.”*?! Eine Copolymerisation in
inverser Mikroemulsion ermoglichte es, modifiziertes a-
Chymotrypsin in PAA-Nanogele einzubringen.!®! Solche
Nanogele, die kovalent gebundene Proteine enthalten,
konnen die thermische Stabilitidt und Haltbarkeit ihrer Fracht
erhohen. "

Durch Selbstorganisation von Polyelektrolytnanogelen
mit gegensitzlich geladenen, 1oslichen Stoffen koénnen Na-
nogele mit einem sehr hohen Gehalt an biologisch aktivem
Wirkstoff erhalten werden. Dieser Mechanismus eignete sich
fir Kombinationen aus verschiedenen Nanogelen und ge-
gensitzlich geladenen Tensiden, Polyelektrolyten, Polynu-
cleotiden und Proteinen in wissriger Losung.!®71:81:82]

Die Selbstorganisation solcher Materialien zeichnet sich
gewoOhnlich durch eine hohe Bindungskooperativitit und
-effizienz aus. Bei der Bindung eines anionischen Tensids wie
Natriumtetradecylsulfat mit kationischen PEG-c/-PEI-Na-
nogelen liegt die kritische Assoziationskonzentration (cac)
zum Beispiel um zwei GroBenordnungen unterhalb der kri-
tischen Micellbildungskonzentration (cmc) des Tensids
allein. Diese Differenz liegt in der elektrostatischen
Wechselwirkung der hydrophilen geladenen Kopfgruppen des
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Tensids mit den PEI-Ketten des Nanogels begriindet. Gela-
dene und amphiphile biologisch aktive Molekiile wie Natri-
umoleat, Indometacin oder Retinsdure konnten ebenfalls in
PEG-cl-PEI-Nanogele eingebracht werden.”!! Mit Retinsiu-
re beladene Nanogele bildeten zum Beispiel bei physiologi-
schem pH-Wert und physiologischer Ionenstérke stabile Di-
spersionen, die gefriergetrocknet, gelagert und wieder gelost
werden konnten. Hydrophobe Doménen, die durch Kom-
plexierung von Tensiden in PEG-c/-PEI-Nanogelen entste-
hen, konnen auflerdem als nichtwissrige Reservoirs fiir die
Solubilisierung von wasserunloslichen Molekiilen dienen. Da
die Kombination aus elektrostatischen und hydrophoben
Wechselwirkungen Wirkstoff-Nanogel-Formulierungen sta-
bilisiert, konnen solche Nanogele auch mit nur schwach ge-
ladenen Anionen wie 5'-Triphosphaten von Nucleosidanaloga
wie Fludarabin, Zidovudin, Cytarabin und Floxuridin effektiv
beladen werden.[?-38:61]

Hierbei sei auf eine kiirzlich erschienene Ubersicht be-
ziiglich dieser Art von Nanoformulierung hingewiesen .
Zusammenfassend bilden Polyelektrolytnanogele eine flexi-
ble Plattform fiir die Beladung mit verschiedensten nieder-
molekularen Wirkstoffen durch eine Kombination von elek-
trostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen sowie
Wasserstoffbriicken.

Eine der wichtigsten Eigenschaften der nur schwach ver-
netzten Polyelektrolytnanogele ist die Moglichkeit auch
Biomakromolekiile entgegengesetzter Ladung aufzunehmen.
Fiir gewohnlich ist die Aufnahme von Biomakromolekiilen in
Hydrogelen durch das Ausschlussvolumen und die Vernet-
zungsdichte sehr beschrdnkt. Tragen jedoch Biomakromole-
kiil und Polymernetzwerk gegensitzliche Ladungen, bilden
sie bereitwillig Polyelektrolytkomplexe. Kénnen die Bioma-
kromolekiile das Nanogel durchdringen, wandert die zu-
ndchst oberflidchlich gebildete Front von ionischen Komple-
xen zwischen den Polymerketten in den Kern des Gels.™
Durch diesen Effekt konnen auch deutlich groBere Poly-
elektrolytnetzwerke effizient mit Biomakromolekiilen bela-
den werden (Abbildung 6).0%

Dieses Prinzip wurde genutzt, um Polynucleotide in kat-
ionischen Nanogelen zu immobilisieren. Sowohl PEG-c/-PEI
als auch PAETMAC wurden erfolgreich eingesetzt, um An-
tisense-Oligonucleotide aufzunehmen.!"'*! Die Zugabe von
Oligonucleotiden zu  PEG-c/-PEI-Nanogeldispersionen
fiihrte bei physiologischem pH-Wert zu einer raschen Bildung
der Polyelektrolytkomplexe zwischen PEI und den Oligonu-
cleotiden. Dieser Vorgang wurde von einer Verringerung des
Nanogelvolumens um den Faktor 10 begleitet, weil die La-
dungen innerhalb des Netzwerks neutralisiert wurden. Be-
merkenswerterweise wurde eine fast vollstindige Aufnahme
mit einer Beladung von 15 bis 30 Gew.-% des Oligonucleotids
in das Nanogel beobachtet. Diese Komplexe waren auch in
Gegenwart von negativ geladenen Serumproteinen stabil.
Dies wird auf einen ausgeprédgteren kooperativen Effekt
zwischen den Oligonucleotiden und den Polykationen im
Vergleich zur Protein-Oligonucleotid-Wechselwirkung zu-
riickgefiihrt.®!

Generell kann mit hydrophilen Nanogelen eine hohere
Beladung erwartet werden als mit anderen pharmazeutischen
Tréagersystemen wie Polymermicellen, Liposomen und biolo-
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Abbildung 6. Beladung und Freisetzung von Biomakromolekiilen in
vernetzten Polymerhydrogelen. Ein vernetztes Gel aus neutralen PEG-
und anionischen PAA-Polymerketten wird in eine Lésung des kationi-
schen Proteins Cytochrom c eingetaucht. Aufgrund der Coulomb-Wech-
selwirkung zwischen dem Protein und den PAA-Ketten wird das Gel
spontan mit Cytochrom c beladen. Die anfinglich rétliche Farbe der
Cytochrom-c-Lésung verblasst nach dessen Aufnahme in das Gel, das
seinerseits kollabiert und die rote Farbe annimmt. Beim Ansauern oder
bei der Zugabe von Ca®"-lonen wird das Protein durch Protonierung
der Carboxylatgruppen der PAA-Ketten bzw. durch die kompetitive Bin-
dung der Ca**-lonen an die Carboxylatgruppen freigelassen. In beiden
Fallen farbt sich die Lésung erneut rot, wihrend das Gel weiter kolla-
biert.

gisch abbaubaren Nanopartikeln. Der Hauptgrund hierfiir
liegt darin, dass gequollene Nanogele vor allem aus Wasser
bestehen und somit ein groferes Volumen fiir den einzu-
bringenden gelosten Stoff bereitstellen, was fiir die Aufnahme
von niedermolekularen Wirkstoffen und insbesondere von
Biomakromolekiilen von Bedeutung ist. Ein weiterer Vorteil
ist, dass die Beladung in der Regel durch Selbstorganisation
unter relativ milden Bedingungen geschieht. Dies ist sehr
wichtig, um die biologische Aktivitit von empfindlichen
Wirkstoffen und Biomakromolekiilen wie Proteine und Po-
lypeptide zu bewahren.

Diese biologisch aktiven Komponenten konnen aus dem
Nanogel durch 1) einfache Diffusion, 2) Abbau des Nanogels,
3) Veridnderung des pH-Werts, 4) Austausch der Gegenionen
in physiologischer Umgebung oder 5) eine durch Energie-
eintrag induzierte Verdnderung der Umgebung oder des Gels
freigesetzt werden (Abbildung 7). Als Beispiel kann hier die
diffusionskontrollierte Freisetzung von Doxorubicin aus
Pluronic-Hydrogelen dienen.®” Ahnliche Freisetzungsme-
chanismen werden von Polymermicellen genutzt, die bereits
in klinischen Studien untersucht werden.® Gleichzeitig
wichst das Interesse an Nanogelen, die ihre biologisch aktive
Fracht erst abladen, nachdem sie am Zielort ein entspre-
chendes Signal erhalten haben. Wie bereits erwéahnt, konnen
hier pH-Anderungen oder eine reduzierende Umgebung die
Freisetzung bewirken. So sind etwa Nanogele auf PA A-Basis,
die liber Acetalgruppen vernetzt wurden, beim extrazelluli-
ren pH-Wert von 7.4 stabil, zerfallen aber rasch bei pH 5.0
und geben dabei das eingeschlossene Protein frei.l'’”! Ahnlich
werden PEG-c/-PEI-Nanogele, die Disulfidvernetzungen
aufweisen, in Gegenwart von Reduktionsmitteln rasch abge-
baut.”™®?! Analog wurde berichtet, dass Poly[oligo(ethylen-
oxid)-methylmethacrylat]-Nanogele mit Disulfidbriicken in
Gegenwart von Glutathion, einem héiufig in Zellen vorkom-
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Abbildung 7. Wirkstoff-Freisetzung aus Nanogelen. a) Diffusion des
Wirkstoffs aus dem Nanogel. b) Wirkstoff-Freisetzung durch Abbau
von Polymerketten oder Lésen der Vernetzung. c) Anderung des pH-
Werts fiihrt zur Deionisierung des Polymernetzwerks und zur Freiset-
zung eines elektrostatisch gebundenen Wirkstoffs. d) Mehrwertige nie-
dermolekulare lonen oder Polyionen kénnen Wirkstoffe mit gleichen
Ladungsvorzeichen aus elektrostatischen Komplexen mit gegensitzlich
geladenen Nanogelen verdringen. e) Die Zufuhr von Energie fihrt zu
Strukturdnderungen im Gel oder zum Abbau des Gels und induziert
dadurch die Wirkstoff-Freisetzung.

menden Tripeptid, rasch abgebaut wurden.’!’ Der Abbau
solcher Nanogele fiihrte zur Freisetzung der gebundenen
niedermolekularen Komponenten Rhodamin 6G und Doxo-
rubicin. In einer anderen Arbeit wurden disulfidverbriickte
HA-Nanogele durch Zugabe von Glutathion aufgeltst und
siRNA freigesetzt.” In jedem Fall kann die Freisetzungski-
netik {iber die Vernetzung gesteuert werden.
Polyelektrolythydrogele, die Gastmolekiile iiber elektro-
statische Wechselwirkungen binden, konnen diese ebenfalls
nach Einwirkung externer Reize freisetzen. Beispielsweise
konnen pH-empfindliche Nanogele auf PAA-Basis entge-
gengesetzt geladene Proteine wegen des niedrigeren pH-
Werts in soliden Tumoren oder in Endosomen freiset-
zen.'073% Fiir die Freisetzung von Nucleotiden aus katio-
nischen PEG-c/-PEI-Nanogelen wurde ein anderer Mecha-
nismus vorgeschlagen.” In diesem Fall kénnen im Nanogel
immobilisierte, negativ geladene Biomakromolekiile durch
Anionen aus der Zelle ersetzt werden. Die Wechselwirkung
solcher Nanogele mit Zellmembranen kann so die Freiset-
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zung von anionischen 5'-Triphosphaten von Nucleosidanaloga
(NATP) auslosen, worauf in Abschnitt 6 nidher eingegangen
werden soll.”!)

Zusammen genommen konnen die in Abbildung 7 ge-
zeigten Ansitze sehr niitzlich sein, um die Wirkstoff-Frei-
setzung aus Nanogelen zu steuern. Im Fall nichtvernetzter
Polymermicellen ist die Wirkstoff-Freisetzung durch zwei
Faktoren maBgeblich beeinflusst.”? Zum einen ist von Be-
deutung, wie stark der Wirkstoff mit dem Micellinneren
wechselwirkt (ob durch hydrophobe oder elektrostatische
Wechselwirkungen), was durch den Verteilungskoeffizienten
zwischen Micelle und Umgebung ausgedriickt werden kann.
Zum anderen ist die Wechselwirkung der Polymerketten
untereinander entscheidend, was durch die cmc ausgedriickt
wird. Beide Faktoren werden im Zusammenhang der ,kine-
tischen“ und der ,thermodynamischen® Stabilitdt disku-
tiert.®%] Wegen der geringen GroBe der Micellen ist die
Diffusion von Wirkstoffen aus der Micelle in der Regel nicht
geschwindigkeitsbestimmend (zumindest fiir niedermoleku-
lare Verbindungen). Dadurch sind thermodynamische und
kinetische Stabilitdt der wirkstoffbeladenen Micellen mit-
einander verbunden, d.h. je ausgeprégter die Wechselwir-
kungen, desto langsamer die Freisetzung. In aller Regel sind
Polymermicellen instabiler als Liposomen oder Nanopartikel
aus abbaubaren Polymeren, sodass die Wirkstoff-Freisetzung
schneller stattfindet. Nanogele konnen die Liicke zwischen
diesen Trigersystemen schlieBen. Uber den Vernetzungsgrad
und die Verwendung abbaubarer Vernetzer kann die Frei-
setzung gezielt beeinflusst und gegeniiber Umgebungsreizen
sensibilisiert werden. Dariiber hinaus bietet diese Technik die
Moglichkeit, den zeitlichen Verlauf der Wirkstoff-Freisetzung
zu kontrollieren. Im Unterschied zu Liposomen und unlosli-
chen Nanopartikeln quellen die Nanogele in dem Maf, wie
ihre Beladung freigesetzt wird. Dies fiihrt moglicherweise zu
einer verlangsamten Freisetzung des im Inneren verbleiben-
den Wirkstoffs. Dieser Effekt konnte genutzt werden, um
eine schubweise Freisetzung zu verhindern oder sogar eine
Freisetzungskinetik nullter Ordnung am Ort der Erkrankung
zu erreichen.’*%!

6. Therapie mit Nanogelen

Beachtliche Fortschritte konnten bei der Anwendung von
Nanogelen fiir die Pharmakotherapie mit niedermolekularen
Therapeutika erzielt werden. Wie bereits erwihnt, konnte
Retinsdure erfolgreich in PEG-c/-PEI-Nanogelen immobili-
siert werden.”!! Auf dhnliche Weise gelang es, Valproinsiure
zu formulieren.” In diesem Fall wurde der Transport von
Valproinsédure enthaltenen Nanogelen durch die Blut-Hirn-
Schranke (BBB) in vitro untersucht. Der Transport des
Wirkstoffs tiber Monoschichten von Mikrogefif3endothelzel-
len des Rinderhirns (BBMEC) war im Fall der Nanogel-
Formulierung gegeniiber dem freien Wirkstoff um mindes-
tens 70 % erhoht. Dieses vielversprechende Ergebnis zeigt,
dass Nanogele fiir den Transport von Wirkstoffen in das
Gehirn sehr hilfreich sein konnten.

In einer anderen Arbeit wurde N-Hexylcarbamoyl-5-flu-
oruracil, eine Vorstufe fiir den Wirkstoff 5-Fluoruracil, in mit
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Polysorbat 80 umhiillten Nanogelen aus PNIPPAm-co-
Poly(N-vinylpyrrolidon) (PNIPAAm-co-PVP) verkapselt.”
Die Freisetzung des Wirkstoffs war vom pH-Wert und von der
Temperatur abhingig.”® Es wurde gezeigt, dass diese Nano-
gele sich im Gehirn von Kaninchen anreicherten. Eine wei-
tere Studie belegte, dass PNIPA Am-co-PVP-Nanogele mit
Arjunglucosid I, einem Wirkstoff gegen die Leishmaniose,
beladen werden konnten.”! Diese Formulierung zeigte eine
erhohte therapeutische Wirksamkeit gegen Parasiten und
reduzierte die Leber- und Nierentoxizitit gegeniiber der
Verabreichung des freien Wirkstoffs.

Eine weitere vielversprechende Anwendung liegt im Be-
reich der Therapie mit NATPs. Diese nucleosidbasierten
Zyto- und Virostatika werden normalerweise iiber spezifische
Nucleosidtransporter in die Zelle aufgenommen. In der Zelle
werden sie durch 1) Phosphorylierung in Nucleosid-5"-phos-
phate durch intrazelluldre Nucleosidkinasen, 2) Bildung von
Nucleosid-5'-diphosphaten, 3) Umwandlung von Ribonucle-
otiden in Desoxyribonucleotide durch Nucleosidreduktasen
und schlieBlich 4) Synthese von NATP aktiviert.”®! Die zu-
letzt genannten NATPs sind die eigentlichen aktiven Mole-
kiile, welche die DNS-Replikation und -Transkription unter-
binden. Die niedrige Effizienz der NATP-Bildung in vivo ist
einer der Hauptgriinde, warum viele Kandidaten in prakli-
nischen oder klinischen Entwicklungsphasen zuriickgezogen
werden. Durch die Verwendung von PEG-c/-PEI-Nanogelen
besteht aber nun die Moglichkeit, die aktiven NATPs direkt
in Krebszellen zu schleusen.™ In Nanogel verpackte NATPs
zeigten eine erhohte Zelltoxizitit in vielen Tumorzelllinien
und verzogerten das Tumorwachstum im Brustkrebs-Tier-
modell.””! Weiterhin zeigte ein als Nanogel formuliertes an-
tivirales NATP, 5'-triphosphoryliertes Ribavirin, in mit In-
fluenza A infizierten MDCK-Zellen eine hohere Aktivitét als
ein nichtphosphoryliertes Analogon.” Interessanterweise
wurde fiir diese Formulierung auch eine deutlich verringerte
Toxizitdt gegen Mitochondrien beobachtet.

7. Biomakromolekiile in Nanogelen

In verschiedenen Beispielen wurde der Transport von
Biomakromolekiilen mit Nanogelen in vitro und in vivo be-
schrieben."! Bemerkenswert ist der Transport in Nanogelen
eingeschlossener Oligonucleotide durch zelluldre Barrieren.
Insbesondere fithrte die Verkapselung von Phosphorthioat-
Oligonucleotiden in PEG-c/-PEI-Nanogelen zu einem deut-
lichen Anstieg des transzelluldren Transports der Nucleotide
in einem In-vitro-Modell des Magen-Darm-Epithels (polari-
sierte Caco-2-Zellmonoschichten).! Die Permeabilitiit der
Monoschichten gegeniiber *H-Mannit, einem Marker fiir
parazellularen Transport, war dabei nicht verédndert, was
darauf hinweist, dass die beladenen Nanogele durch die
Zellen hindurch transportiert wurden und nicht passiv zwi-
schen den Zellen hindurch diffundierten. Auerdem konnte
das als Nanogel formulierte Oligonucleotid im Unterschied
zum freien Oligonucleotid effektiv vor dem Abbau im Zell-
inneren geschiitzt werden. Zusammengefasst ergibt dies ein
vielversprechendes Potenzial fiir Nanogele als Trager fiir die
orale Verabreichung von Oligonucleotiden.
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Dariiber hinaus wurde in einer weiteren Studie der
Transport solcher Formulierungen durch die Blut-Hirn-
Schranke (BBB) untersucht.® Auch hier konnte gezeigt
werden, dass Oligonucleotide mithilfe von Nanogelen effek-
tiv durch polarisierte BBMEC-Zellmonoschichten als In-
vitro-BBB-Modell transportiert werden. Dieser Transport
wurde durch eine Oberflichenmodifikation der Nanogele mit
Rindertransferrin oder -insulin verstdrkt. Beide Proteine
binden an spezifische Rezeptoren auf der vaskuldren Seite
des Endothels im Gehirn und erleichtern so den Transport der
beladenen Nanogele durch die BBB. Auch hier wurden die
Oligonucleotide im Nanogel iiber einen transzelluldren
Transportmechanismus intakt zur anderen Seite geschleust.
Versuche zur Bioverteilung im Mausmodell haben des Wei-
teren gezeigt, dass eine Stunde nach der intravendsen Injek-
tion eine beinahe 15-fache Anreicherung der mit Oligonu-
cleotid beladenen Nanogele im Vergleich zu freien Oligonu-
cleotiden im Gehirn erreicht werden kann. Zusammenfas-
send ldsst sich sagen, dass kationische Nanogele gute Kandi-
daten fiir den Transport von Oligonucleotiden ins Gehirn
darstellen.

Ahnlich den Oligonucleotiden kann Plasmid-DNS in
kationischen Nanogelen immobilisiert, dadurch vor dem en-
zymatischen Abbau durch extrazelluldre und intrazelluldre
Nucleasen bewahrt und in Zellen geschleust werden. Somit
konnten Nanogele auch fiir die Transfektion verwendet
werden. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass Transferrin-modi-
fizierte PEG-c/-PEI-Nanogele, die Plasmid-DNS enthielten,
Zellen in serumhaltigem Medium transfizieren konnten.®!
Interessanterweise ist die Grofle von ,,Supercoiled“-DNS
vergleichbar zu derjenigen von Nanogelen, die im gequolle-
nen Zustand einen hydrodynamischen Durchmesser zwischen
100 und 200 nm aufweisen. Deshalb ist es unwahrscheinlich,
dass Plasmid-DNS sehr tief in solche Nanogele eindringen
kann. Ein flexibles Polyelektrolytnetzwerk ist aber mogli-
cherweise in der Lage, nach einer anfinglichen Bindung tiber
ionische Wechselwirkungen die ,,Supercoiled“-DNS zu um-
hiillen.

Die pharmakologischen Effekte, die durch polymere
Hilfstoffe und Nanomaterialien im Zusammenspiel mit
Wirkstoffen ausgelost werden konnen, finden in jiingster Zeit
immer mehr Beachtung.'"! So wurde zum Beispiel gezeigt,
dass synthetische Polymere mit einigen Wirkstofftransport-
systemen wechselwirken und bestimmte zelluldre Signalwege
aktivieren konnen. Dies verdndert die Pharmakologie, Phar-
makogenomik und Immunogenitit biologisch aktiver Wirk-
stoffe.””®! Entsprechend wurden von Fréchet und Mitarbei-
tern sdurelabile Nanogele zur Antigenprasentation in vitro
und zur Impfung in vivo eingesetzt.!1*17-1%] Sje zeigten, dass
Nanogele fiir die Erzeugung einer Immunantwort maf3ge-
schneidert werden konnen, indem sie phagozytotischen
Zellen des Immunsystems zugefithrt werden. So wurde zum
Beispiel beobachtet, dass Plasmid-DNS in sdurelabilen ver-
netzten Nanogelen die Sekretion von Zytokin-IL-6 und die
Immunstimulation von Makrophagen auslésen kann.'®! In
einer anderen Arbeit wurden Nanogele mit Ovalbumin als
Modellantigen beladen. Nach Inkubation mit dendritischen
Zellen aus dem Knochenmark wurde eine verstirkte Pra-
sentation von Ovalbuminfragmenten beobachtet."™ Auch
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Adjuvantien wie CpG-Oligonucleotide und Anti-Interleukin-
10-Oligonucleotide koénnen zusammen mit Protein-Antige-
nen abgegeben werden, wodurch die zelluldre Immunantwort
maximiert wird.'”® Somit kénnten Nanogele niitzliche Vehi-
kel fiir die Abgabe und Immunantwortmodulation in der
Entwicklung von DNS- und Peptidimpfstoffen sein.

8. Zusammenfassung

Nanogele bilden eine eigene Klasse von hydrophilen di-
spergierten Wirkstofftragern mit vielversprechenden Eigen-
schaften fiir die Immobilisierung von niedermolekularen
Wirkstoffen und Biomakromolekiilen. Die Vorteile dieser
Systeme sind unter anderem einfache Formulierung, hohe
Kapazitiat und Stabilitidt der resultierenden Dispersion. Die
Mechanismen fiir das Quellen und den Kollaps der Nanogele
sind einzigartig und bieten eine Reihe von Vorteilen, um eine
optimale Wirkstoffbeladung und -freisetzung zu erreichen.
Nanogelnetzwerke konnen auf duBere Reize reagieren, sehr
rasch ihr Volumen dndern, und sie ermoglichen eine stimu-
lierte Freisetzung ihrer Fracht, unter anderem hydrophobe
oder geladene Wirkstoffe oder Biopolymere.

Desweiteren konnen Nanogele chemisch modifiziert
werden, um verschiedene Liganden fiir die zielgerichtete
Pharmakotherapie einzubringen, einen Wirkstoff zielgenau
freizusetzen oder die Herstellung von Kompositmaterialien
zu ermoglichen. Préklinische Studien deuten an, dass Nano-
gele fiir den effizienten Transport pharmazeutischer Wirk-
stoffe in Zellen sowie fiir einen verbesserten Transport iiber
Zellbarrieren hinweg dienen konnen. Es ist klar, dass es
keinen universellen Trager gibt, der alle Herausforderungen
aktueller und zukiinftiger Pharmakotherapien gleichzeitig
bewiltigen kann. In diesem Zusammenhang sind die Mog-
lichkeiten der Nanogele wie die jeder anderen Klasse von
Tréagermaterialien in der Pharmazie nicht ,,unendlich“. Al-
lerdings bedeutet fiir Menschen ,,unendlich® oft nur ,,iiber das
Vorstellungsvermogen hinaus®.

Wir hoffen, dass die zukiinftigen Anwendungen der Na-
nogele als pharmazeutische Trdger unsere Erwartungen
ibertreffen werden, und gehen davon aus, dass viele Wis-
senschaftler weltweit mit herausragenden Arbeiten dazu
beitragen werden, praktische Anwendungen fiir diese neuar-
tigen Tréager zu entwickeln.

Die Autoren sind dankbar fiir finanzielle Unterstiitzung durch
die National Institutes of Health (CA102791 und NS050660 fiir
SV.V.; NS36229, NS051335, CA89225, CAI116591 und
RR021937 fiir A.V.K.), das US Department of Defense
(USAMRMC 06108004 fiir A.V.K.) und die National Science
Foundation (DMR 0513699 fiir A.V.K.). Unser herzlicher
Dank gilt auch Daria Alakhova und Zagit Gaymalov, Dok-
toranden im UNMC Pharmaceutical Sciences Graduate Pro-
gram, fiir ihre Hilfe beim Erstellen der Abbildungen in diesem
Aufsatz.
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