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Die Fortschritte der letzten Jahre in Medizin und Biotechnologie Aus dem Inhalt

haben die Entwicklung von Transportsystemen im Nanomafistab

dringlich gemacht, die eine Vielzahl an neuartigen Therapeutika wie ™ Einleitung 7109
Proteine, Chemotherapeutika und Nucleinsduren einschlief3en kon- 2. Herstellung polymerer

nen. Zudem sollten diese Transportsysteme ,,intelligent” sein, d. h., sie Mehrschichtkapseln 7109
sollten ihre Ladung zu einer festgelegten Zeit, an einem bestimmten

Ort oder nach einer spezifischen Stimulierung abladen konnen. Seit 3 Einschluss und Freisetzung 7112
polym.ere Me}.zrschzchtkapseln verfiighar smc.l, die durch m.«.ehrstuﬁges 4. Wechselwirkungen mit lebenden
Beschichten eines Opfertemplats und anschlieffendes Auflosen dieses Zellen und

Templats hergestellt werden, ist es moglich, Mikrokapseln unter rein Geweben 7116
widssrigen Bedingungen mithilfe einfacher Baustein- und Assoziati-

onsverfahren gezielt herzustellen, was eine bislang unerreichte Steue- 5 Wirkstoffverabreichung 7119
rung der M ikrokapselfunktionalitiit erlaubt. Inzw.lschen su?d pplymere 6. Schiussbemerkungen 7123
Mehrschichtkapseln auf zunehmendes Interesse in den Biowissen-

schaften gestofien, und viele interessante Systeme mit bioabbaubaren 7. Abkiirzungen 7124

Bestandteilen und biospezifischen Funktionen wurden beschrieben. In
dieser Ubersicht werden die neuesten Durchbriiche beim Einsatz fiir

die Wirkstoffverabreichung vorgestellt.

1. Einleitung

Damit Wirkstoffe ihren therapeutischen Zweck erfiillen,
miissen sie zuverldssig zum Zielort oder Zielgewebe gelangen
und dort in definierter Menge mit der beabsichtigten Ge-
schwindigkeit und/oder auf ein bestimmtes Signal hin frei-
gesetzt werden. Dem Erreichen dieses wichtigen Ziels
widmet sich die Forschung zur Wirkstoffverabreichung
(,Drug Delivery“)."? Die Anforderungen haben zu einem
Trend zur Miniaturisierung gefiihrt, und in multidisziplindrer
Arbeit werden gegenwirtig neuartige Systeme zur Verabrei-
chung von Wirkstoffen entwickelt. Ferner konnen einige
Wirkstoffe nicht mit herkommlichen Verfahren formuliert
oder appliziert werden, weil sie entweder schlecht wasser-
l16slich sind oder in komplexen Umgebungen wie dem
menschlichen Koérper nur eine geringe Stabilitidt aufweisen.

Ein beeindruckendes Beispiel fiir ein neues Wirkstoff-
system, das kiirzlich durch interdisziplindre Forschungen zu-
ginglich wurde, sind polymere Mehrschichtkapseln
(PMLCs).P! Diese Kapseln werden durch die sequenzielle
Abscheidung polymerer Schichten auf einem Opfertemplat
hergestellt (Abbildung 1). Als treibende Kraft fiir den
Aufbau der Mehrfachschichten kann nahezu jede Art von
Wechselwirkung (z.B. elektrostatisch, Wasserstoffbriicken-
bindungen, kovalente Bindung, molekulare Erkennung) ein-
gesetzt werden. Die Auflosung des Opfertemplats liefert dann
die hohlen Kapseln. Seit der Einfithrung der PMLCs Ende
der 1990er Jahre sind ihre physikochemischen Eigenschaften
intensiv untersucht worden.!® In neuerer Zeit wurde auch die
Verabreichung von Wirkstoffen mit diesen PMLCs er-
forscht.”'? Inzwischen stehen PMLCs zur Verfiigung, die
unterschiedliche Wirkstoffklassen einschlieBen kénnen und
aus Polymeren bestehen, die entweder biologisch abbaubar
sind oder durch Stimulantien zur Freisetzung ihres Inhalts
angeregt werden konnen.
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Der grofite Vorteil der Mehrschichtkapseln ist zweifels-
ohne ihre Vielseitigkeit. Sie konnen mit Templaten herge-
stellt werden, deren Grof3e von wenigen Nanometern bis zu
Hunderten von Mikrometern reicht, und ihre chemischen und
mechanischen Eigenschaften konnen durch die Dicke und die
Zusammensetzung der Schale gesteuert werden. Dariiber
hinaus konnen diese Mikrokapseln durch eine fast unbe-
grenzte Zahl an Komponenten, von Polymeren iiber Nano-
partikel™ bis zu spezifischen biologischen Einheiten, modi-
fiziert werden. Wir geben hier einen Uberblick iiber die
wichtigsten Entwicklungen zur Wirkstoffverabreichung mit
PMLCs und gehen auch auf die Gebiete ein, in denen
Mehrschichtkapseln einen Vorteil gegeniiber herkommlichen
Systemen haben konnten.
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Abbildung 1. Aufbau von PMLCs (schematisch). a)-d) Zunéchst
werden dem Kolloid abwechselnd zwei Polymere mit unterschiedlichen
Wechselwirkungen zugesetzt, die auf der Oberfliche einen zunehmend
dickeren Film bilden. Nach jedem Abscheidevorgang wird iiberschiissi-
ges Polymer durch Spiilen und Abzentrifugieren entfernt. e) Nachdem
die gewiinschte Zahl an Schichten abgelagert wurde, wird der Templat-
kern aufgeldst. f) Nach weiteren Spiilschritten liegt eine Suspension
hohler PLMCs vor."!

2. Herstellung polymerer Mehrschichtkapseln
2.1. Opfertemplatkerne

Als Templat fiir polymere Mehrschichtkapseln dienten
zunichst organische Mikropartikel aus Polystyrol oder Mel-
aminformaldehyd (MF), deren GroSe meist 1-10 pm
betrug.! In diesen Fillen waren organische Losungsmittel
oder saure Medien erforderlich, um den Templatkern aufzu-
16sen, was einen Einsatz der Kapseln in der Medizin verhin-
derte. Daher war der Ubergang zu anorganischen Templaten,
die sich unter relativ milden Bedingungen zersetzen lassen,
ein grofer Fortschritt.'*'77 Am intensivsten untersucht
wurden hier poroses Calciumcarbonat (GroBe 3-5 um, zer-
setzlich in wissriger EDTA) und (mesoporoses) Kieselgel
(GroBe 0.5-5 um, zersetzlich in gepufferter, verdiinnter
Flusssdure).'"™>"! Wegen ihrer Porositit absorbieren diese
Template relativ groe Mengen an Biomolekiilen, die auch
nach schichtweiser (Layer-by-Layer(LbL)) Beschichtung und
Auflosung des Kerns in der Kapsel verbleiben.
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2.2. Elektrostatische Wechselwirkungen

Nach Pionierarbeiten von Iler 1966P! entwickelten
Decher etal. in den 1990er Jahren ein LbL-Verfahren zur
schichtweisen Belegung geladener Oberflichen.”>?! Dabei
nutzten sie die elektrostatische Anziehung zwischen Schich-
ten aus entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten. Zu-
nichst wurde vorwiegend das Polyelektrolytpaar Natrium-
poly(styrolsulfonat)/Poly(allylaminhydrochlorid) (PSS/PAH;
Schema 1) genutzt, mit dem sich auf zahlreichen Templat-

n*

Schema 1. Struktur der Polymere PSS und PAH, deren Komplexbildung
elektrostatische Wechselwirkungen nutzt.

kernen stabile Kapseln aufbauen lieBen. PSS/PAH-Kapseln
sind allerdings nicht biologisch abbaubar und reagieren nicht
auf physiologische Stimulierung, was ihr Potenzial fiir die
Wirkstoffverabreichung verringert. Picart et al.™>?l und Lynn
et al.??! erforschten ebene Mehrfachschichten, die durch
elektrostatische Wechselwirkungen entstehen und enzyma-
tisch bzw. hydrolytisch abbaubar sind. Dadurch angeregt
entwickelten De Geest et al. PMLCs mit Polypeptiden oder
Polysacchariden als enzymatisch abbaubarem Bestandteil
oder mit Polymeren als Hiille, deren Nettoladung sich bei der
Hydrolyse des Polymergeriists dndert.*!

2.3. Wasserstoffbriickenbindungen

Nach ersten Arbeiten der Arbeitsgruppe von Sukhishvi-
1i®V wurde der Einsatz von Wasserstoffbriickenbindungen
genauer untersucht, weil so ohne potenziell giftige Polyka-
tionen Mehrschichtkapseln hergestellt werden kénnen. Am
intensivsten wurde das System Poly(N-vinylpyrrolidon)/Po-
lymethacrylsaure (PVPON/PMA) untersucht, in dem
PVPON der Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor und PMA
der Wasserstoffbriickenbindungsdonor ist (Schema 2), sofern
die PMLCs bei niedrigen pH-Werten hergestellt werden, bei
denen beide Polymere nahezu neutral vorliegen. Bei pH-
Werten, die eher physiologischen Bedingungen entsprechen
(pH=17.4), werden die PMA-Carboxygruppen deprotoniert
und damit geladen, und die Kapseln werden wegen der
elektrostatischen AbstoBung instabil. Um eine irreversible
Zersetzung zu umgehen, ist eine kovalente Stabilisierung der
Kapselmembran erforderlich. Die Sukhishvili-Gruppe kup-
pelte Carbodiimide mit den PMA-Carboxygruppen und
setzte Ethylendiamin als Vernetzer ein.®” Die so erhaltenen
Kapseln waren iiber den gesamten pH-Bereich stabil. In al-
kalischer Losung setzten sie PVPON frei, da dieses nicht
mehr durch das nun deprotonierte PMA gebunden wurde.
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Schema 2. Struktur der Polymere PMA und PVPON, deren Komplex-
bildung Wasserstoffbriickenbindungen nutzt.

Die resultierenden, nur noch aus einer Komponente beste-
henden Kapseln quellen oder schrumpfen in Abhéngigkeit
vom pH-Wert; ein rascher, reversibler Ubergang vom einen
in den anderen Zustand findet bei einem Ansteigen des pH-
Werts iiber 6 statt. Da der pH-Wert in endo- oder lysosomalen
Vesikeln, in die PMLCs nach einer Phagozytose gewohnlich
gelangen, bei 5.4 liegt, ist dieser Schwellenwert fiir eine in-
trazelluldre Verabreichung von Wirkstoffen interessant.

Der zweite gro3e Unterschied zwischen intra- und extra-
zelluldaren Medien neben dem pH-Wert ist die reduktive
Umgebung in den Zellen, die auf die Gegenwart von Gluta-
thion zuriickzufiihren ist. Disulfidbindungen lassen sich re-
duktiv in Thioleinheiten spalten und sind haufig als biologisch
abbaubare Linker eingesetzt worden. Die Arbeitsgruppe von
Caruso nutzte dies bei Mehrschichtkapseln, indem sie Cy-
steamingruppen (Cysteamin =2-Aminoethanthiol) in das
PMA-Geriist einfiihrte und es so mit Thiolgruppen versah
(PMASH) B3361 Danach wurden PMAS! und PVPON auf
Kieselgel-Mikropartikeln abgelagert und so Mehrschicht-
kapseln erhalten; anschlieBend wurden die Thiolgruppen
oxidativ mit Wasserstoffperoxid oder Chloramin T vernetzt
und das Templat mit Flusssdure entfernt.

2.4. Kovalente Reaktionen

Durch kovalente Bindungen lésst sich der unerwiinschte
Zerfall von PMLCs vermeiden (siehe Abschnitt 2.3). AuBer
zur bloBen Stabilisierung konnen kovalente Bindungen auch
als treibende Kraft beim Aufbau von Mehrfachschichten
eingesetzt werden. In mehreren Arbeiten wurde der Einsatz
von niedermolekularem Glutaraldehyd als Vernetzer zur
kovalenten Verkniipfung von Polymeren beschrieben, deren
primdre  Aminogruppen dabei in Imine iberfiihrt
wurden.F"! In dhnlicher Weise wurden auch reaktive Poly-
mere eingesetzt. So wurde Poly(dichlorphosphazen), das
leicht mit Aminen reagiert,™! mit Hexamethylendiamin zu
Mehrschichtkapseln umgesetzt, und Poly(glycidylmethacry-
lat) wurde mit PAH kombiniert.!*!!

Ein aktueller Schwerpunkt in der Polymerforschung ist
die Klickchemie *>*! die inzwischen auch zur Herstellung
von Mehrschichtkapseln eingesetzt wurde. Nach der These
von Sharpless et al.*! sind fiir Klickreaktionen eine hohe
Selektivitdt und Reaktivitit unter milden Bedingungen cha-
rakteristisch. Dies eroffnet vielfdltige Moglichkeiten zur
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Synthese von PMLCs ohne Storungen durch funktionelle
Gruppen der eingeschlossenen Wirkstoffe, wie sie z.B. bei
Verwendung der Aminchemie auftreten. Die am héufigsten
eingesetzte Klickreaktion ist die Huisgen-Reaktion, die Cu'-
katalysierte 1,3-Dipolare Cycloaddition von Aziden und
Alkinen zu einem stabilen Triazol (siehe Schema 3).*l Die
Arbeitsgruppe von Caruso fiithrte Azid- und Alkinylgruppen
in Polyacrylsdure (PAA) ein und fiigte die Produkte an-
schlieBend zu Mehrfachschichten zusammen.[*>*! Dazu be-
schichtete sie Kieselgelpartikel in Gegenwart von CuSO, und
Natriumascorbat (zur Reduktion der Cu"-Ionen in CuSO, zu
Cu") abwechselnd mit PAA*“? und PAA*¥", Deren funktio-
nellen Gruppen reagierten dann miteinander zu Triazolringen
und verkniipften die Schichten. Die Zersetzung des Kiesel-
geltemplats lieferte schlieBlich stabile, hohle Kapseln, deren
Verhalten vom pH-Wert abhing, weil die Carboxyreste bei
pH-Wert-Anderungen (de)protoniert werden. In #hnlicher
Weise wurden aus azid/alkinylfunktionalisiertem Poly(N-iso-
propylacrylamid) temperaturempfindliche PMLCs erhal-
ten 7!

Die mit den bisher beschriebenen Verfahren zugénglichen
Kapseln weisen keine Funktionalitidt zur Freisetzung ihres
Inhalts auf. Eine Wirkstoffverabreichung wird sich jedoch nur
mit abbaubaren Kapseln realisieren lassen. Zwei Arbeits-
gruppen haben tiber (biologisch) abbaubare, durch Klickre-
aktionen erhaltene Kapseln berichtet. Ochs et al. funktiona-
lisierten abbaubare Polypeptide wie Poly-L-glutaminsidure
und Poly-L-lysin mit Azid- und Alkinylresten.*¥ Klickreak-
tionen zwischen den gleichartig geladenen modifizierten
PGAs oder PLLs lieferten nicht nur Mehrschichtkapseln,
sondern ermdoglichten auch die Funktionalisierung der Kap-
seln mit Biomolekiilen wie Biotin. Die so erhaltenen Kapseln
konnen durch die Bindung von Streptavidin oder Polyethy-
lenglycol (PEG) weiter modifiziert werden, wobei PEG die
Adsorption von Albumin auf der Kapseloberfliche deutlich
verringert. De Geest etal. erhielten mit einem anderen
Ansatz abbaubare Klickverkniipfungen (Schema 3).% Sie
modifizierten Dextran mit Azid- oder Alkinylresten, indem
sie Azidopropanol bzw. Propargylalkohol mit 1,1’-Carbonyl-
diimidazol aktivierten. Dabei bildeten sich abbaubare Car-
bonatester-Bindungen zwischen dem Dextrangeriist und den
Azid- bzw. Alkinylgruppen. Die Cu'-gestiitzte Verkniipfung
von Dextran®*" und Dextran*“? lieferte dann sowohl feste
Mikrogele (mit einem Emulsionsverfahren) als auch hohle
PMLCs, wobei im zweiten Fall CaCOs;-Mikropartikel als
Opfertemplat fiir die verkniipften Dextrane -eingesetzt
wurden. Carbonatester konnen unter physiologischen Be-
dingungen (d.h. pH 74 und 37°C) abgebaut werden. Die
Freisetzung von Wirkstoffen im Verlauf von Tagen oder
Wochen konnte dabei iiber den Grad der Substitution des
Dextrangeriists mit Azid- und Alkinylgruppen gesteuert
werden.

Die Caruso-Gruppe nutzte ihre Kenntnisse iiber biolo-
gisch abbaubare, durch Wasserstoffbriicken verkniipfte Kap-
seln und kombinierte die Klickchemie mit Disulfidbriicken,
die in biologischen Systemen leicht reduziert werden.’ Dazu
wurden in PVPON Alkinylgruppen eingefiihrt und das Pro-
dukt mit einem Bisazid umgesetzt, um die durch Wasser-
stoffbriicken verkniipften PMA/PVPON-Kapseln zu stabili-
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Schema 3. Klickchemische Verkniipfung von alkinyl- und azidsubstituiertem Dextran: In Gegenwart von Cu'-lonen entstehen Triazolbriicken und dadurch
Mehrfachschichten. Die Hydrolyse der Estergruppen, die das Dextrangeriist mit den Triazolringen verbinden, fithrt zum Abbau der Mehrfachschichten.

7112

sieren. Da der Bisazidlinker in der Mitte eine Disulfidgruppe
aufwies, wurden so biologisch reduzierbare polymere Mehr-
schichtkapseln erhalten, die — da PMA bei hohen pH-Werten
freigesetzt wird — nur aus PVPON bestehen. Diese Kapseln
adsorbieren Proteine kaum und konnten daher gut im Blut-
kreislauf zirkulieren; zudem ist ihre Cytotoxizitit niedrig. Die
gleiche Forschungsgruppe untersuchte auch die Anwendung
ihres Systems zur Wirkstoffverabreichung und trédnkte dazu
mesopordse Kieselgelmikropartikel mit PEGA™" und ver-
netzte sie anschlieBend mit einem Bisazid, das eine Disul-
fidgruppe enthielt.’ Vor der Zersetzung des Templats wurde
der azidfunktionalisierte Antitumorwirkstoff Doxorubicin
iber verbliebene Alkinylreste angekuppelt. Unter reduktiven
intrazelluldren Bedingungen zersetzten sich die wirkstoff-
haltigen Kapseln und setzten das Doxorubicin frei.

2.5. Spezifische Erkennung

Wihrend die spezifische Erkennung intensiv zur Her-
stellung von LbL-Filmen auf planaren Oberflichen genutzt
wurde, gibt es nur wenige Berichte iiber ihre Anwendung
beim Aufbau von Mehrschichtkapseln. Wang et al. erhielten
PMLCs, indem sie abwechselnd mit 3-Cyclodextrin und Fer-
rocen funktionalisiertes PAH abschieden.™™ Die Wirt-Gast-
Wechselwirkungen zwischen p-Cyclodextrin und Ferrocen
filhrten zur Entstehung eines Einschlusskomplexes
(Schema 4) und stabilisierten die Mehrfachschichten. GroBe
und Permeabilitét der gebildeten Kapseln verdnderten sich in
interessanter Weise in Abhéngigkeit von pH-Wert, Ionen-
stairke und B-Cyclodextrin-Konzentration. Akashi und Mit-
arbeiter schlugen einen anderen Ansatz zur Herstellung von
PMLCs durch spezifische Erkennung vor, bei dem abwech-
selnd Schichten aus isotaktischem und syndiotaktischem Po-
ly(methylmethacrylat) abgelagert werden, zwischen denen
sich Stereokomplexe bilden.*Y Beide Verfahren sind inter-
essant, und Weiterentwicklungen hin zu biologisch abbauba-
ren oder biologisch stimulierbaren Systemen wéren fiir An-
wendungen zur Wirkstoffverabreichung niitzlich.
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Schema 4. Einschlusskomplex aus einem Ferrocen- und einem Cyclo-
dextrin-haltigen Polymer.

3. Einschluss und Freisetzung
3.1. Prd- und Post-Beladung

Es gibt zwei Strategien zum Einschluss nieder- und
hochmolekularer Stoffe in Mehrschichtkapseln: die Pri- und
die Post-Beladung. Bei der Post-Beladung werden fertige
Kapseln mit den gewiinschten Stoffen beladen, indem die
Permeabilitit der Kapselhiille verindert wird.”~"1 In Abbil-
dung 2 sind die unterschiedlichen Moglichkeiten zur Post-
Beladung zusammengestellt. Unter Standardbedingungen in
wassriger Phase ist die Kapselhiille durchléssig fiir nieder-
molekulare Stoffe wie Ionen und kleine Wirkstoffmolekiile
(z.B. Ibuprofen), aber undurchlissig fiir Makromolekiile
(M,,> 5 kDa)."™ Die Beladung mit héhermolekularen Stof-
fen ist entweder durch die Anderung von deren Loslichkeit
oder durch eine Modifikation der Hiille moglich. Ersteres
wurde zur selektiven Kristallisation von Farbstoffen durch
eine reversible, wiederholte Anderung von deren Loslichkeit
genutzt.

Angew. Chem. 2010, 122, 7108 — 7127


http://www.angewandte.de

Polymere Mehrschichtkapseln

- durch Erwarmen

) o %, . ausgelostes

niedermolekulare. ¥ € Schrumpfen waschen
Verbindung - & S ———
zusetzen 4

hochmolekulare &
Verbindung <G
zusetzen

Losungs-
mittel

B Raumtemperatur nach dem Erhitzen Einschluss durch Erhitzen|

C " reines Wasser Salzwasser Einschluss

Wasser/Ethanol Einschluss

E Wasser

Abbildung 2. A) Strategien zur Post-Beladung von Mehrschichtkapseln
durch Anderung physikochemischer Parameter. B)—E) Konfokalmikro-
skopische Aufnahmen: B) (PDADMAC/PSS),-Kapseln, deren Permeabi-
litat fiir FITC-Dextran (10 kDa) sich durch Erwdrmen verindert.*2

C) Beladung von (PSS/PAH),-Kapseln mit FITC-PAH (70 kDa) durch
reversible Anderung der lonenstirke des Mediums.* D) (TA/PAH),-
Kapseln nach Inkubieren in Lésungen von FITC-Dextran (2000 kDa)
bei unterschiedlichen pH-Werten.®" E) Einschluss von FITC-Urease in
(PSS/PAH)-Kapseln durch Anderung der Lésungsmittelpolaritat.*

Eine reversible Anderung der Durchlissigkeit der Kap-
selhiille fiir Makromolekiile gelingt durch Anderungen von
pH-Wert, Ionenstédrke oder Polaritit des Losungsmittels, die
zu einer Lockerung des Polyelektrolytnetzwerks und zu De-
fekten in der Hiille fithren.*"-%-1] Nachdem die Makromo-
lekiile die Hiille passiert haben, werden die Mehrschicht-
kapseln wieder in das urspriingliche Medium {iberfiihrt und
die aufgenommenen Stoffe so in ihrem Hohlraum einge-
schlossen. Nachdem Ibarz etal. das temperaturabhidngige
Schrumpfen von PMLCs entdeckt hatten,*® untersuchten
Kohler und Sukhorukov genauer, ob sich nieder- (10 kDa)
und hohermolekulare Stoffe (70 kDa) einschlieBen lassen,
wenn die Kapseln bei einer Erwdrmung iiber die Glasiiber-
gangstemperatur 7, schrumpfen, ihre Membran dichter wird
und die Permeabilitit dadurch abnimmt.®? Die treibende
Kraft fiir die Diffusion von Stoffen in die Kapseln ist der
Konzentrationsgradient zwischen dem Medium und dem
Innern der Kapseln. Gibt es elektrostatische Wechselwir-
kungen zwischen dem aufzunehmenden Stoff und einer
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Matrix mit entgegengesetzter Ladung im Kapselinnern, er-
leichtern diese die Diffusion wasserloslicher Verbindungen
gegen den Konzentrationsgradienten in die Kapsel und ihre
Ansammlung dort. Solche geladenen Matrices konnen durch
unvollstindige Auflosung des organischen Templatkerns
(z.B. MF) oder durch Einsatz geladener Geltemplate wie
Calciumalginat-Kiigelchen erhalten werden.®>*! Mit dieser
Methode sind Polymere, Farbstoffe, Proteine, Enzyme und
niedermolekulare Wirkstoffe eingekapselt worden. Ein Spe-
zialfall der Post-Beladung ist die Synthese der einzuschlie-
Benden Verbindung im Innern der Kapsel oder in ihrer Hiille
durch Polymerisation oder enzymatische Reaktion.*>%!

Diese Methode ist zwar fiir zahlreiche Stoffe einsetzbar,
die Einschlusseffizienz (=Menge an in der Kapsel einge-
schlossenem Protein relativ zur urspriinglich zugegebenen
Proteinmenge) ist aber sehr gering. AuBerdem konnen sich
die aufzunehmenden makromolekularen Wirkstoffe unter
den drastischen Bedingungen bei der Permeabilisierung der
Membran verdndern, und ihre Bioaktivitit kann abnehmen.
Seit wenigen Jahren ist bekannt, dass CaCO;-Mikropartikel
fiir den Einschluss von Proteinen, Enzymen und Nanoparti-
keln geeigneter sind."” Sie haben wegen ihrer Porositiit eine
groBle Oberfliche und konnen Makromolekiile gut aufneh-
men. In diesem Fall handelt es sich um eine Prid-Beladung,
entweder durch physikalische Adsorption/Porendiffusion
oder durch Mitfillen bei der Herstellung der Mikropartikel.
Nach dem Aufbringen der Polyelektrolytschichten wird das
CaCO;-Templat mit EDTA entfernt; zahlreiche Stoffe bio-
logischen Ursprungs werden dabei nicht angegriffen. Kreft
et al. verfeinerten dieses Verfahren und stellten PMLCs mit
zwei Hohlrdumen her, in denen unterschiedliche Makromo-
lekiile eingeschlossen sein konnen (Schale-Schale-Mikro-
kapseln; Abbildung 3 A,B),"%] indem auf polyelektrolytbe-
schichtete, substrathaltige CaCOj;-Mikropartikel erneut
CaCOs; co-gefillt und anschliefend eine zweite Polyelektro-
lytschicht aufgebracht wurde. Das Auflésen des CaCO;-
Templats lieferte dann Kapseln in Kapseln (Abbil-
dung 3C,D), was — nach Auflosen der inneren Kapselhiille —
Reaktionen in abgegrenzten Rdumen ermoglicht.

CaCOs; ist als Templat fiir Mehrschichtkapseln allerdings
nicht fiir Verbindungen geeignet, die empfindlich auf Ande-
rungen des pH-Werts reagieren oder die zwei- oder dreiwer-
tige Metallkationen enthalten und sich deshalb bei der
Zugabe von EDTA zersetzen konnen. Auch mesopordses
Kieselgel weist eine grole Oberfldche auf und ist als Tem-
platkern zum Einschluss von Makromolekiilen in PMLCs
eingesetzt worden.'”®! Da dieses Templat aber mit Fluss-
sdure aufgelost werden muss, ist die Handhabung viel auf-
wendiger. Balabushevitch et al. berichteten iiber eine Pra-
Beladung von PMLCs mit Enzymen ohne Verwendung eines
Templats, indem ausgesalzene Aggregate von a-Chymotryp-
sin mit Polyelektrolyten beschichtet wurden.” Mit einem
Pri-Beladungskonzept wurden ferner Liposomen, die Ma-
kromolekiile enthielten, in die Mehrfachschichten der Kap-
selhiille eingebettet.”!! Auf diesem Weg sind Kapseln zu-
géinglich, die eine grofle Zahl von Vesikeln enthalten, die
durch Detergentien aufgelost werden koénnen.>7
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Abbildung 3. A) Synthese von Schale-Schale-Mikrokapseln (schema-
tisch). A: Kern; B: Kern-Schale-Partikel; C: Ball-Ball-Partikel (Typ I); D
Ball-Ball-Partikel (Typ I1); E: Schale-Schale-Mikrokapsel.*! B) D-Partikel
wihrend der Extraktion des Templatmaterials (CaCO;), aufgenommen
mit einem Laser-Konfokalrastermikroskop (CLSM). Der Niederschlag
aus CaCO; enthielt TRITC-HSA (orange, innen) und Alexa Fluor 488-
HSA (griin, auRen). Nach dem Herauslésen von CaCO; unter Bildung
der Schale-Schale-Kapseln bleiben beide Verbindungen durch die
innere Polyelektrolythiille getrennt. Der gestrichelte Kreis markiert die
Ausgangsposition der inneren Kapsel, die sich wihrend der Extraktion
zur Auenwand verschiebt.®”! C) Laserinduziertes Mischen der Be-
standteile beider Kompartimente der PMLCs. Die inneren und duferen
Hiillen sind schematisch durch schwarze Kreise wiedergegeben. ™

D) CLSM-Aufnahmen vor (D1) und nach der Laserbestrahlung (D2)
der mit Goldpartikeln dotierten inneren Hiille. Bei einigen Kapseln
fiihrte die Bestrahlung zur Zerstérung der dufleren Hiille und zur Frei-
setzung der inneren Kapsel (D3).1®

3.2. Emulsionstemplate

Ol-in-Wasser-Emulsionen werden in der Medizin ver-
breitet als Trager fiir lipophile, biologisch wirksame Verbin-
dungen eingesetzt, die so gezielt und kontrolliert freigesetzt
werden.[>7 So ist MF59 eine Ol-in-Wasser-Emulsion, die als
Tragermedium fiir Grippeimpfstoffe zugelassen ist. Auch in
der Lebensmittelindustrie gibt es einen grofen Bedarf an
definierten Emulsionen.”! Als Plattform zur Herstellung in-
telligenter Systeme zur Verabreichung von Wirkstoffen in
oligen Medien wurde der Einschluss von Tropfchen in Poly-
elektrolyt-Mehrfachschichten entwickelt. Ein moglicher
Vorteil von LbL-Beschichtungen ist die Beeinflussbarkeit der
physikochemischen Eigenschaften der Tropfchenoberfléche,
durch die die Wirkstoffverabreichungssysteme vielseitiger
werden.

Auch unpolare Verbindungen konnen auf zwei Wegen
eingekapselt werden: durch Post-Beladung fertiger Mehr-
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schichtkapseln und durch die LbL-Beschichtung von Ol-
tropfchen, die in einem wissrigen Medium dispergiert sind.[™
Moya et al. wendeten als erste den Post-Beladungs-Ansatz an
und berichteten iiber den Einschluss von Decan in fertige
PSS/PAH-Kapseln, indem sie fiinfmal ein polareres gegen ein
weniger polares Losungsmittel austauschten. Sivakumar et al.
stellten PSS/PAH- und PMA/PVPON-PMLCs her, die mit
Olen einschlieBlich Silikondl, Paraffinsl und thermotropen
Flissigkristallen beladen waren. Dabei wurden mit einem
Opfertemplat hohle Mehrschichtkapseln hergestellt, mit
einem geeigneten Losungsmittel gefiillt und dann in Kontakt
mit dem Ol gebracht. Nachdem das Ol in die Kapseln ein-
gedrungen war, wurde das Losungsmittel wieder gegen
Wasser ausgetauscht, was stabile Ol-in-Wasser-Mikroemul-
sionen lieferte.[”!

Der grofite Vorteil des Post-Beladungsverfahrens bei der
Herstellung o©lbeladener Tréger ist, dass monodisperse
Emulsionen erhalten werden konnen, da dieser Parameter
durch die GroBe und Form des Templats vorgegeben ist. Die
Beladung der fertigen Kapseln mit dem Ol kann aber mate-
rial- und zeitaufwendig sein, und die Einschlusseffizienz er-
reicht nie 100 %. Ferner sind damit Einschrankungen bei der
Zusammensetzung der Kapselhiille verbunden, da letztere
stabil genug sein muss, den Austausch des Losungsmittels und
mehrfaches Zentrifugieren auszuhalten.

Die LbL-Beschichtung zuvor stabilisierter Oltropfchen in
einem wissrigen Medium scheint daher ein vielseitigerer
Ansatz zu sein. Am einfachsten ldsst sich ein Stoff, der mit
einer kontinuierlichen Phase nicht mischbar ist, durch hohe
Scherkrifte oder Ultraschalleinwirkung darin dispergieren.
Die Tropfchen in den erhaltenen Emulsionen weisen eine
ziemlich breite GroBenverteilung auf,®"! die Emulsion kann
aber weiter homogenisiert werden.®>*! In neuerer Zeit hat
sich das Mikrofluid-Emulgieren als das einfachste Verfahren
zur Herstellung monodisperser Emulsionen herausgestellt.®
Zunichst werden dabei die Oltropfchen stabilisiert, indem
der Ol/Wasser-Emulsion ein amphiphiler Stoff zugesetzt wird.
Um die mehrfache Beschichtung der Tropfchen zu erleich-
tern, ist ein ionisches Detergens zu bevorzugen, das den
Tropfchen eine hinreichende Oberfldchenladung verleiht. Es
wurde iiber Proteine,® kationische®®! und anionische
Lipide®® sowie amphiphile Polymere!®! als Bestandteil
mehrfach beschichteter Tropfchen in Emulsionen berichtet.
Bei der Wahl des Emulgators sollten die Eignung fiir Le-
bensmittel und die Cytotoxizitét beriicksichtigt werden.

Nach dem Aufbringen einer Schicht des Detergens
werden die emulgierten Tropfchen dhnlich wie die festen
Template mit mehreren Schichten iiberzogen. Priest et al.
stellten ein kontinuierliches Stromungsverfahren vor, mit
dem mehrere Schichten auf die Tropfchen aufgebracht
wurden. Dabei wurden Flissigkristalltropfchen einer Mikro-
fluid-Emulgierung unterworfen und im gleichen Gerét be-
schichtet (Abbildung 4).®"! Anders als bei der herkémmlichen
Mehrfachbeschichtung sind hier nicht zahlreiche Einzel-
schritte erforderlich. Bislang wurden emulgierte Tropfchen
vor allem beschichtet, um ihre Koaleszenz bei Verédnderungen
von Bedingungen wie pH-Wert, Ionenstirke oder Temperatur
zu verhindern.’ Polyelektrolyt-Mehrfachschichten dienten
auch als Barriere gegen die Diffusion von Fe?'-Ionen, die die
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Abbildung 4. Kapselaufbau in einem Mikrofluidreaktor: a) Emulgieren
von Flussigkristallen in einem T-Stiick; b) hexagonal dichteste Packung
der monodispersen, polymerbeschichten Partikel vor dem Herauslésen
des Flussigkristallkerns mit Ethanol; c) selektives Abziehen der konti-
nuierlichen Phase durch die kammartig angeordneten Kanile und an-
schlieRend Infusion der Spiillésung oder des Polymers. Wegen des ver-
ringerten Volumenanteils der kontinuierlichen Phase zwischen der Ab-
saugung und der Infusion liegen die Partikel hier dichtest gepackt
vor.Bd

Oxidation von Lipiden beschleunigen, in die Oltropfchen.®!
Kiirzlich berichteten Caruso und Mitarbeiter iiber Emulsio-
nen mit mehrfach mit Polymeren beschichteten Tropfchen zur
Verabreichung von Wirkstoffen. Mikroemulsionen mit ab-
baubaren, mehrfach beschichteten Tropfchen, die mit lipo-
philen Tumortherapeutika beladen waren (Doxorubicin oder
5-Fluoruracil), verringerten die Lebensfihigkeit menschli-
cher Darmkrebszellen (LIM1215) in vitro deutlich.®

3.3. Stimulierbare Freisetzung

Eines der Hauptziele bei der Forschung zu Wirkstoff-
Transport und -freisetzung ist die Entwicklung eines Tragers,
der seine Ladung selektiv auf ein Signal hin freisetzen kann
(wobei dieses Signal von auflen einwirken oder vom Zielge-
webe selbst ausgehen kann). Uber die Fihigkeit von PMLCs,
auf Stimulantien zu reagieren, wurde bereits ausfiihrlich be-
richtet.!"'>% In diesem Abschnitt konzentrieren wir uns auf
Ansitze, die so weit fortgeschritten sind, dass biomedizini-
sche Anwendungen realisierbar werden.

Im Grunde koénnen die meisten polymeren Mehrschicht-
kapseln als stimulierbar angesehen werden, denn wenn
elektrostatische Wechselwirkungen die Schichten zusam-
menhalten, kénnen Anderungen des pH-Werts oder der Io-
nenstirke diese Wechselwirkungen natiirlich beeinflussen
und so die Freisetzung der eingekapselten Stoffe induzie-
ren.”!! Diese Befunde sind auf durch Wasserstoffbriicken
verbundene Kapseln ausgedehnt worden, die eine polyioni-
sche Komponente enthalten.®" Neben dem pH-Wert und der
TIonenstirkel™ beeinflussen auch die Losungsmittelpolari-
t4t,®” Glucose,”* die Temperatur® und Oxidationsreak-
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tionen™! die Permeabilitit der PMLC-Schichten. Alle diese
Parameter sind jedoch nichtphysiologisch, was den Einsatz
dieser Systeme in vivo weitgehend ausschlie3t. Daher kon-
zentrieren sich die derzeitigen Forschungen auf die Ent-
wicklung von Kapseln, die auf Stimulantien reagieren, die in
biologischen Systemen auftreten konnen. Dazu zédhlen der
enzymatische Verdau®*! und die reduktive intrazellulire
Umgebung 33619101 Enzymatisch abbaubare PMLCs sind
von mehreren Gruppen aus entgegengesetzt geladenen Po-
lypeptiden und/oder Polysacchariden hergestellt worden.
De Geest et al. bewiesen, dass PMLCs aus Dextransulfat und
Poly-L-arginin nach der Phagozytose durch In-vitro-Zellkul-
turen intrazelluldr von Proteasen abgebaut werden.”® Ahn-
liche Befunde wurden spiter von mehreren Arbeitsgruppen
erhalten, die Hyaluronidase und Chitinase einsetzten, um
Kapseln zu zersetzen, deren Hiillen Hyaluronsdure bzw.
Chitosan enthielten.”-1%?

Auch der Wechsel von einer oxidativen in eine reduktive
Umgebung wurde genutzt, um die Auflésung von Mehr-
schichtkapseln nach ihrer Aufnahme in Zellen auszulosen.
Wie in Abschnitt 2.3 erwédhnt konnen Disulfidgruppen als
Vernetzer in biologischen Systemen reduktiv leicht zu Thio-
len gespalten werden. Haynie und Mitarbeiter waren die
ersten, die Mehrschichtkapseln durch Disulfidgruppen stabi-
lisierten und entgegengesetzt geladene 32-mere Peptide syn-
thetisierten, die Cysteinreste enthielten.'1°l Bei niedrigen
pH-Werten konnen sich diese geladenen Peptide durch
elektrostatische Wechselwirkungen zu PMLCs zusammenla-
gern, die sich bei einem physiologischen pH-Wert von 7.4
normalerweise zersetzen, wenn die Cystein- nicht zu Cystin-
resten oxidiert wurden. Die Caruso-Gruppe wendete diesen
Ansatz auf wasserstoffverbriickte PMLCs an, indem sie Cy-
steaminreste in Polymethacrylsdure einfiihrte. Auf Kieselgel-
Opfertemplaten wurden dazu abwechselnd Schichten aus
PVPON und PMAS" aufgebracht und die Thiolgruppen an-
schlieBend oxidativ vernetzt. Die Auflosung des Templats mit
HF lieferte dann die Kapseln,**>*1%! die sich in vitro reduktiv
unter Bedingungen, die denen in Zellen dhnelten, zersetzen
lieBen. Die Autoren nutzten das gleiche Verfahren zum Ein-
schluss von Oligonucleotiden, Peptiden und niedermoleku-
laren Tumortherapeutika.l*

AuBer durch physiologische Signale kann die Freisetzung
aus PMLCs auch durch externe Stimulantien ausgelost
werden. Dies gelang vor allem durch das Einbetten von Me-
tallnanopartikeln oder lichtempfindlichen Farbstoffen in die
Kapselhiille."" Mehrere Arbeitsgruppen berichteten iiber
gesteuerte Freisetzungen a) aus Farbstoff-funktionalisierten
Kapseln durch Bestrahlung mit Licht,"® b) aus Kapseln,
deren Hiille Metallnanopartikel enthélt, durch magnetische
Felder,'”! Mikrowellen' oder Ultraschall™®''!l und c) aus
Kapseln, deren Hiille Edelmetalle (Silber, Gold) enthilt,
durch fokussierte Laserstrahlung.!'®!>""l Besonders der
letzte Ansatz wurde intensiv erforscht. Goldnanopartikel
(Au™) weisen im sichtbaren Spektralbereich bei einer Wel-
lenldnge von etwa 530 nm ein Oberflichenplasmonenreso-
nanzsignal auf."¥ Daher wird Au™ lokal stark erhitzt, wenn
Laserstrahlung dieser Wellenlénge auf die Nanopartikel trifft
(Umwandlung von Photonen in thermische Energie). Bei in
die Kapselhiille eingebetteten Goldnanopartikeln fiihrt
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dieses Erhitzen zum Aufreilen der Kapsel und zur Freiset-
zung des Inhalts. Interessanterweise kann das Oberfldchen-
plasmonenresonanzsignal durch eine Verdnderung der Form
(d.h. des Seitenverhiltnisses) und des Aggregationsgrads der
Nanopartikel auf der Kapseloberfldche in den fiir biologische
Systeme vertraglicheren infraroten Spektralbereich mit Wel-
lenlsingen oberhalb von 800 nm verschoben werden.!"® Bei
einer prizisen Einstellung der Zusammensetzung der Kap-
selhiille kann diese sogar reversibel durch IR-Strahlung per-
meabel gemacht werden, sodass die Kapsel nicht zerstort und
nur ein Teil des Inhalts freigesetzt wird.!"® Die prinzipielle
Eignung des Verfahrens mit Au™ fiir die Verabreichung von
Wirkstoffen in lebenden Zellen bewiesen Skirtach et al.,
indem sie zeigten, dass die Laserstrahlung die Lebensfahig-
keit der Zellen nicht beeintrichtigte.""”) Spitere Arbeiten
ergaben, dass bei einem Aufbrechen der Kapselhiille auch die
phagosomale Membran um die Kapseln riss und der Kap-
selinhalt ins Cytoplasma gelangte."”!

Auf eine dritte Gruppe von Kapseln, bei denen die Frei-
setzung ebenfalls initiiert werden kann, die selbstabbauenden
Kapseln, werden wir nur kurz eingehen. Sie tragen den Si-
gnalgeber in sich, der die Freisetzung des Inhalts bewirken
kann. Dies kann z.B. ein Verdauenzym sein, das zusétzlich in
den Kapselhohlraum eingebracht wird® und das entweder
die Kapselhiille verdaut oder den Inhalt in kleinere Frag-
mente spaltet, die die Hiille durchdringen konnen. Eine
andere Moglichkeit sind ,,selbstexplodierende Kapseln, die
einen abbaubaren Mikrogelkern enthalten, dessen Volumen
bei der Hydrolyse bei physiologischen pH-Werten zunimmt.
Ubersteigt der dadurch entstehende Druck die ReiBfestigkeit
der Kapselhiille, reiflit diese auf, und der Inhalt wird freige-
setzt.?1271 In Abbildung 5 sind Aufnahmen durch ein Kon-
fokalmikroskop wiedergegeben, auf denen das Bersten einer
Kapsel zu sehen ist, die fluoreszierende Latexkiigelchen

Abbildung 5. Aufnahmen des Abbaus des Kerns von (PSS/DAR),-be-
schichteten Mikrogelkapseln mit Natriumhydroxid mit einem Konfokal-
mikroskop zu den angegebenen Zeiten. Das Mikrogel enthielt fluores-
zierende Latexkiigelchen (Durchmesser 50 nm), und bei den Aufnah-
men wurden der Fluoreszenz- und der Transmissionskanal tiberlagert.
Die Mikrokapseln barsten 10 s nach dem Zusatz von Natriumhydroxid.
Die Front der sich ausbreitenden Nanopartikel ist mit dem senkrech-

ten weifen Strich markiert. Der MaRstabsbalken ist 400 um lang.'!
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enthielt. Die freigesetzten Latexkiigelchen konnen innerhalb
kurzer Zeit relativ grofle Strecken zuriicklegen, wenn man als
Vergleich die reine Brownsche Molekularbewegung heran-
zieht.'"”! Diese PMLCs sind komplexer als konventionelle
Mehrschichtkapseln. Obwohl ihr Einsatz aussichtsreich ist,
miissen die prizise Steuerung der Freisetzung und ihr Po-
tenzial bei der Wirkstoffverabreichung noch genauer er-
forscht werden.

4. Wechselwirkungen mit lebenden Zellen und
Geweben

4.1. In-vitro-Wechselwirkungen
4.1.1. Wechselwirkungen zwischen polymeren Mehrfachschichten
und lebenden Zellen

Wechselwirkungen zwischen lebenden Zellen und plana-
ren Mehrfachschichten werden derzeit im Hinblick auf zahl-
reiche biomedizinische Anwendungen untersucht. Da wir uns
in diesem Aufsatz auf kolloidale Systeme beschrénken, gehen
wir auf sie nicht ein und verweisen interessierte Leser auf die
exzellenten Ubersichten in Lit. [26,128].

Auch menschliche Erythrozyten sowie Pilz- und Bakteri-
enzellen sind als Opfertemplate fiir PMLCs eingesetzt
worden. Nach der LbL-Beschichtung wurden diese Template
oxidativ entfernt.!*"3! Fiir lebende Zellen, die in polymeren
Mehrfachschichten eingekapselt sind, sind zahlreiche An-
wendungen denkbar, z.B. zur Isolierung nichtautologer
Zellen vom Immunsystem in der Transplantationsmedizin,
bei der gezielten Verabreichung von Wirkstoffen und beim
Ziichten von Zellgewebe (Gewebe-Engineering). Fiir diese
Applikationen ist eine prézise Steuerung der Porengrof3e der
Kapseln, ihrer chemischen und mechanischen Stabilitdt und
ihrer Biokompatibilitit mit Wirtgewebe und Transplantat
hochst wichtig.'*>1%] Diaspro et al. entdeckten die Fihigkeit
von PSS/PAH-Mehrfachschichten, den Stoffwechsel von
Zellen der Bierhefe . cerevisiae aufrechtzuerhalten.!
Spiter beschichteten sie Langerhans-Inseln und schiitzten sie
so vor der Erkennung durch Antikorper. Dies ist ein wichtiger
Fortschritt bei der Abschirmung implantierter Zellen vor dem
Immunsystem des Wirts.'*) Wilson et al. gelang die Trans-
plantation LbL-beschichteter Langerhans-Inseln, wobei sie
als Beschichtungen PLL/PEG und Streptavidin einsetzten.['*

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben bereits iiber die Be-
schichtung lebender Zellen mit polymeren Mehrfachschich-
ten berichtet. Kiirzlich wurden auch unkonventionellere Va-
rianten beschrieben. So wiesen Swiston et al. nach, dass man
nicht nur die gesamten Zelloberfldche, sondern auch nur Teile
davon beschichten kann, was zu ,Mehrschichtplattchen®
fiihrt (Abbildung 6 A). Die Zellfunktionen und die Mobilitét
(an T-Zellen untersucht) wurden durch diese Plittchen nicht
beeintrédchtigt. Dieser Ansatz weist daher ein grofles Poten-
zial fiir die Wirkstoffverabreichung oder fiir Sensoranwen-
dungen auf, weil das normale Verhalten der Zellen genutzt
werden kann.®”! Auch Zellen selbst konnen Bestandteil von
Mehrfachschichten sein. Fakhrullin und Paunov erhielten
diese ,,Zellosomen®, indem sie anorganische Mikrokristalle
mit Polyelektrolyten, magnetischen Nanopartikeln und Po-
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Abbildung 6. A) Rot fluoreszierende B-Zellen mit einem Mehrschicht-
plittchen (griin fluoreszierend)."* B), C) Aufnahme eines mit Fluo-
resceindiacetat gefirbten stibchenférmigen Zellosoms mit einem opti-
schen und mit einem Fluoreszenzmikroskop. Da diese Verbindung nur
lebende Zellen anfirbt, belegt dies die Lebensfihigkeit der beschichte-
ten Zellosomen.®

lyelektrolyt-beschichteten Hefezellen beschichteten und an-
schlieBend das anorganische Templat auflosten.! Mikro-
skopische Aufnahmen dieser Zellosome sind in Abbil-
dung 6B und C wiedergegeben. Durch Weiterentwicklung
konnten sie als Wirkstofftrager, biologische Mikroreaktoren
oder Bausteine fiir das Gewebe-Engineering interessant
werden.

4.1.2. Wechselwirkung zwischen polymeren Mehrschichtkapseln
und lebenden Zellen

FEinige Wirkstoffe sollen im Zellinnern wirken und
werden schlecht aufgenommen, wenn sie in 16slicher Form
verabreicht werden, oder sie sind schlecht 16slich. Generell ist
es oft wiinschenswert, dass Arzneimittel gezielt an bestimm-
ten Stellen wirken, um den therapeutischen Nutzen zu ver-
groBern oder Nebenwirkungen zu vermeiden. Um das Po-
tenzial von PMLCs als Wirkstofftrager einschitzen zu
konnen, miissen ihre Wechselwirkungen mit lebenden Zellen
bekannt sein. Einer der wichtigsten Parameter ist dabei die
Toxizitat. Mehrere Arbeitsgruppen haben diese Frage mit In-
vitro-Tests auf Zellvitalitit wie dem MTT-Test unter-
sucht.®1%1 Bei miBigen Kapselkonzentrationen wurde im
Allgemeinen keine akute Toxizitdt nachgewiesen, und durch
eine polyanionische Auf3enhiille scheint die Toxizitdt weiter
verringert zu werden (PMLCs mit kationischer AuBenhiille
heften sich leicht an Zelloberflichen).'"*!] Bei hoheren Kon-
zentrationen wirken die Kapseln leicht giftig, was ihrer Se-
dimentation auf der Zelloberseite wegen der Konkurrenz
zwischen Kapseln und Zellen um den verfiigbaren Raum
zugeschrieben wurde. Dies beeintréchtigt den Metabolismus
der Zellen und damit ihre Lebensfihigkeit,[!3142143]

Phagocytierende Zellen wie die meisten Krebszellen und
Zellen des Immunsystems wie Makrophagen und dendriti-
sche Zellen konnen Mehrschichtkapseln aufnehmen. Dies
wurde zuerst von Sukhorukov et al. fiir eine Brustkrebszell-
linie nachgewiesen,”® und derzeit untersuchen mehrere
Gruppen den Mechanismus der Kapselaufnahme.®%-144.14
In vitro an Krebszelllinien erhaltene Befunde von De Geest
etal. und der Parak-Gruppe deuten darauf hin, dass die
PMLGCs in saure intrazelluldre Vesikel gelangen. Dies wurde
nach Einfiarbung der Lysosomen mit einem rot fluoreszie-
renden Farbstoff an der gelb-orangen Emission deutlich, die
sich aus der Uberlagerung mit der griinen Fluoreszenz der

Angew. Chem. 2010, 122, 7108 — 7127

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Kapseln ergibt (Abbildung 7B)."*!¥! Kreft et al. lieferten
eine weitere Bestitigung fiir diese Annahme, indem sie
SNARF-Dextran, einen pH-empfindlichen Farbstoff, in

Abbildung 7. A) Aufnahmen von Brustkrebszellen (MDA-MB435S), die
mit SNARF-Dextran-beladenen PMLCs inkubiert wurden, mit einem
Konfokalmikroskop. Freie Kapseln fluoreszieren rot, aufgenommene
griin (siehe Pfeile)."*® B) Konfokalmikroskopische Aufnahmen dendriti-
scher Zellen aus dem Knochenmark, die mit rot fluoreszierenden
Mehrschichtkapseln inkubiert wurden. Dabei war entweder das Cyto-
plasma (B1) oder die Endo/Lysosomen (B2) griin fluoreszierend mar-
kiert. Die gleichzeitige Anwesenheit beider Fluoreszenzquellen lieferte
eine gelb-orange Emission. C) Aufnahmen der Phagozytose von
PMLCs durch Actin-reiche Ausstiilpungen (griin fluoreszierend) mit
einem Transmissionselektronen- (C1) und einem Konfokalmikroskop
(CZ)'[MS]

PMLCs einkapselten (Abbildung 7 A)."*) Durch eine theo-
retische Analyse des Intensitdtsverhéltnisses der roten und
griinen Emission wurde der pH-Wert in der Umgebung der
Kapseln zu 5.2 bestimmt; dies entspricht dem Wert in Endo-
oder Lysosomen. De Koker et al. inhibierten Endozytose-
pfade und die Polymerisation von Actin und untersuchten
Ausstiilpungen der Zellmembranen dann mit Konfokal- und
Transmissionselektronenmikroskopie (Abbildung 7C). Aus
den Resultaten schlossen sie auf eine Makropinozytose als
Aufnahmemechanismus bei dendritischen Zellen des Kno-
chenmarks.*!

Mehrere Arbeitsgruppen erforschten den weiteren Ver-
lauf nach Aufnahme der Kapseln und stellten deutliche Ver-
formungen fest, vermutlich wegen des Drucks des umgeben-
den Cytoplasmas."** Durch den Einbau von Metallnano-
partikeln, die bekanntlich die mechanische Belastbarkeit von
LbL-Filmen erhohen, wurden die Kapseln robuster gegen
Deformationen.! De Geest et al. setzten abbaubare Poly-
kationen wie Poly-L-arginin und hydrolytisch leicht abbau-
bares Poly(HPMA-DMAE) ein, und diese Kapseln wurden in
den Zellen zerstort und vollstindig abgebaut.” Bei der Co-
inkubation von VERO-1-Krebszellen mit diesen PMLCs
wurden die Kapseln von den Zellen aufgenommen und
binnen 60 h nach und nach zersetzt; danach waren keine in-
takten Kapseln mehr nachweisbar.”® Ahnliche Befunde er-
hielten diese Autoren auch mit dendritischen Zellen des
Knochenmarks, die mit PMLCs aus Dextransulfat/Poly-L-ar-
ginin inkubiert wurden.['**14]

Biotechnologisch hergestellte Wirkstoffe wie Proteine
und Nucleinsduren oder Tumortherapeutika sind héaufig
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gegen ein spezifisches Zielgewebe gerichtet, wirken in ande-
ren Teilen des Korpers aber nur schwach oder sind, z.B.
Chemotherapeutika, sogar gesundheitsschédlich. Eine Funk-
tionalisierung der Kapseln mit biologischen Komponenten
verbessert die Lenkung der Kapseln hin zum und ihre Auf-
nahme durch das Zielgewebe und schiitzt sie vor einer uner-
wiinschten Resorption durch andere Gewebe.

An in den Korper eingedrungene Mikropartikel lagern
sich rasch opsonisierende Proteine (Anlagerungsproteine) an,
durch die die Partikel von Phagozyten erkannt und beseitigt
werden. Um die Umlaufzeiten im Korper zu verldngern und
eine Aufnahme durch das Zielgewebe zu erreichen, wiirde es
daher helfen, die Proteinadsorption auf der Kapseloberfldache
zu minimieren.™ Dies kann durch die Beschichtung von
PMLCs mit einem die Adsorption erschwerenden ,,Stealth-
Polymer wie PEG erreicht werden. So fithrte die Beschich-
tung von PAH/PSS-Kapseln mit PLL-graft-PEG (graft:
Pfropfen) zu einer drastisch verringerten Proteinadsorption.
Dies wurde der Hydrophilie von PEG zugeschrieben, das in
Wasser vollstiandig hydratisiert vorliegt, was eine Adsorption
von Proteinen durch hydrophobe Wechselwirkungen wahr-
scheinlich verhindert. Ferner schirmt die dichte PEG-Biirs-
tenschicht elektrostatische Ladungen ab und minimiert so
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Kapsel und
Protein. Eine noch bessere Lenkungswirkung ldsst sich durch
den FEinsatz von biotinyliertem PLL-graft-PEG erzielen.
Diese biotinylierten Stealth-Kapseln adsorbierten 40 Mal so
viel Streptavidin wie PMLCs ohne Biotin in der PLL-graft-
PEG-Beschichtung.'™ Wattendorf et al. untersuchten den
Einfluss der PEGylierung der Kapseln auf deren Aufnahme
in die Zellen. Kapseln aus (PAH/PSS), und (PAH/PSS),PAH
(4=7Zahl der Schichten) wurden mit PLL-graft-PEG oder
PGA-graft-PEG beschichtet und anschlieBend mit Kulturen
von Makrophagen oder dendritischen Zellen inkubiert. Die
PGA-graft-PEG-Schicht beeinflusste die Aufnahme in die
Zellen nicht, wahrscheinlich weil die PEG-Dichte nicht aus-
reichte. Dagegen fiihrte die Beschichtung mit PLL-graft-PEG
zu einer drastisch verringerten Aufnahme.!

Eine Steuerung der Kapseln hin zu spezifischen Zielge-
weben ist moglich, wenn die Kapseln mit monokonalen An-
tikorpern,!2131 Kohlenhydraten!*%% oder magnetischen
PartikeIn!">" funktionalisiert werden. Cortez et al. berichteten
iiber die Biofunktionalisierung von Kapseln aus PSS/PAH mit
humanisierten monoklonalen Antikorpern A33
(huA33 mAb), die sich an das menschliche A33-Antigen
binden, das von 95% der menschlichen Darmkrebszellen
exprimiert wird. Diese funktionalisierten Kapseln werden
von Krebszellen, die das Antigen A33 enthalten, viel besser
aufgenommen als die nichtfunktionalisierten Kapseln.['*>1%]
Kohlenhydrate werden héufig nur von spezifischen Geweben
erkannt, daher werden sie oft als Liganden eingesetzt. So wird
Galactose spezifisch von Asiaglycoprotein-Rezeptoren er-
kannt, die nur von Leberepithelzellen exprimiert werden.
PMLCs, die auf der Oberfliche Galactosereste aufweisen,
konnten daher besser an Hepatozyten binden. Zhang et al.
berichteten tiber die Synthese eines galactosehaltigen Poly-
kations, das mit PSS oder Hdmoglobin als Polyanion zu einer
PMLC kombiniert wurde.>* > Diese Kapsel bindet stirker
an das Lektin Erdnuss-Agglutinin als an das Lektin Conca-
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navalin A, was ihre Spezifitit verdeutlicht. Uber die In-vitro-
oder In-vivo-Aufnahme von Mehrschichtkapseln durch He-
patozyten wurde bislang aber noch nicht berichtet.

Zebli et al. erforschten die magnetische Lenkung, indem
sie PSS/PAH-Kapseln mit magnetischen Metallnanopartikeln
funktionalisierten. Mit einem Stromungskanal, an dem lokal
ein magnetisches Feld herrschte, wiesen die Autoren nach,
dass diese Kapseln bevorzugt von Brustkrebszellen aufge-
nommen wurden, die in der Néhe des Magnetfelds wuch-
sen.'”! Neben Antikérpern sind auch Viren zur Oberfli-
chenmodifikation von PMLCs und damit zur Beeinflussung
der Aufnahme in Zellen eingesetzt worden. Fischlechner
et al. erhielten durch Lipidfusion virenhaltige Kapseln, indem
sie lipidbeschichtete PMLCs mit Partikeln, die Rotelnviren
dhnelten, oder mit Influenza-A/PR8-Viren funktionalisierten.
Hauptziele der Vireneinfithrung sind eine bessere Bindung
der Kapseln an die Zelloberfliache sowie die Induktion einer
Endozytose und der anschlieBenden Fusion mit der Endoso-
menmembran. VERO-Zellen nahmen virusbeschichtete
Kapseln besser auf als analoge virusfreie PMLCs.%1¢!
Mogliche Anwendungen fiir virusfunktionalisierte Partikel
sind die Diagnostik, Impfungen und die Gentherapie. Bei-
spielsweise berichteten Toellner et al. tiber ein Assay aus
kleinen Kiigelchen, die aus virushaltigen Kapseln bestehen
und sich zum gleichzeitigen Nachweis mehrerer viraler An-
tikorper in Seren eignen.!'*”

4.2. In-vivo-Wechselwirkungen

Wegen ihrer hohen Ladung konnen Mikrokapseln aus
Polyelektrolyten bei der Applikation in vivo erhebliche Ge-
webereaktionen hervorrufen. De Koker et al. untersuchten
die Gewebereaktionen nach der subkutanen Injektion von
Mikrokapseln aus Dextransulfat/Poly-L-arginin-Doppel-
schichten an Maéusen. Die Injektionen fithrten zu einer
schnellen entziindungsféordernden Reaktion, die durch die
Aktivierung von polymorphonukledren Zellen und Monozy-
ten charakterisiert war.'*¥ Die Mikrokapseln verhielten sich
dabei wie ein poroses Implantat, dessen Infiltration am Rand
des Injektionsgebiets begann und zum Zentrum hin fort-
schritt (siehe die konfokalmikroskopischen Aufnahmen von
Gewebeschnitten in Abbildung 8). Dabei ersetzten mononu-
kledre Phagozyten nach und nach die polymorphonukleéren
Zellen. Die Entziindung blieb auf die Injektionsstelle be-
schriankt, um die sich schnell mehrere Lagen Fibroblasten
bildeten. Das Gewebe wurde aber nicht zerstort, und es bil-
dete sich auch kein Geschwiir. Polyelektrolyt-Mikrokapseln
scheinen &dhnlich starke Entziindungen hervorzurufen wie
andere Mikropartikel mit der gleichen Grofle, z.B. das gut
untersuchte und von der amerikanischen Food and Drug
Administration zugelassene Milchsidure/Glycolsdure-Copo-
lymerisat. Die Autoren untersuchten auch den In-vivo-Ver-
bleib von Mikrokapseln, die mit RITC-Poly-L-arginin mar-
kiert waren und subkutan injiziert wurden. Die Kapseln
wurden von Phagozyten aufgenommen, verformt und an-
schlieend abgebaut, wobei Kapseln mit einer dickeren Hiille
(und einer groBeren Zahl an Schichten) widerstandsfahiger
waren. Insgesamt lassen diese Befunde erkennen, dass Poly-
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Abbildung 8. Bilder von Gewebeschnitten, die zu unterschiedlichen

Zeiten nach der subkutanen Injektion von (Dextransulfat/Poly-L-argi-
nin),-Kapseln mit einem Konfokalmikroskop aufgenommen wurden.
Die Kapselhiille wurde mit Rhodamin eingefirbt (rote Fluoreszenz),

die Zellkerne mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI; blaue Fluores-
zenz). Die Ausschnitte oben rechts geben Aufnahme und Abbau der
Kapseln vergréRert wieder.™)

elektrolyt-Mikrokapseln in vivo einsetzbar sind. Wegen des
engen Zusammenhangs zwischen Entziindungen und der In-
duktion einer Immunantwort und der Fahigkeit der Kapseln,
Phagozyten anzugreifen, konnten sich Polyelektrolyt-Mikro-
kapseln zur Verabreichung von Antigenen eignen (siche
Abschnitt 5.3).

5. Wirkstoffverabreichung
5.1. Niedermolekulare Wirkstoffe

Unter den Wirkstoffen sind die meisten niedermolekular,
und diese zdhlen zu den ersten Substraten, die in PMLCs
eingeschlossen wurden. Da LbL-Beschichtungen gewohnlich
in wissriger Losung aufgebracht werden, miissen wasserlos-
liche Wirkstoffe zuvor in eine nichtlosliche Form gebracht
werden. Dies gelingt z. B. durch Anderung des pH-Werts. Auf
diese Weise wurden mikrokristalline Wirkstoffe wie Aciclo-
vir, Ibuprofen, Dexamethason, Ketoprofen, Biotin, Indome-
thacin, Furosemid und Vitamin K; eingekapselt. Dabei wurde
festgestellt, dass sich die Auflosung der eingekapselten Mi-
krokristalle durch adsorbierte Polyelektrolyte verzogern
kann, sodass die Wirkstoffe langsamer freigesetzt
werden.[019-188] Ungeladene, in Wasser unlosliche Wirk-
stoffe wurden ebenfalls eingekapselt, und zwar indem auf die
Wirkstoffkristalle mit einem ionischen Detergens zunéchst
Oberflichenladungen und anschlieBend Polyelektrolyt-
schichten aufgebracht wurden."®! Ferner wurden Wirkstoffe
auch in organischen Losungsmitteln ausgeféllt und anschlie-
Bend mit Polyelektrolyten LbL-beschichtet, die in organi-
schen Losungsmitteln 16slich sind. Beyer et al. nutzten dieses
Umkehrphasen-LbL-Verfahren zur Einkapselung von Glu-
cose und Vitamin C. Mit einem optischen Mikroskop aufge-
nommene Bilder des Einschlusses in und der Freisetzung aus
diesen Mikrokapseln sind in Abbildung 9 wiedergegeben.!'””]
Die gleiche Forschungsgruppe setzte auch Hydrogelkiigel-
chen ein, die mit wasserloslichen Stoffen beladen waren, und
stabilisierte die Kiigelchen dann durch die Adsorption von
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A) Glucose

il -

Abbildung 9. Mikroskopische Aufnahmen des Umkehrphasen-LbL-Ein-
schlusses von A) Glucose, B) Natriumchlorid und C) Ascorbinséure.
Die Aufnahmen zeigen mit dem Umkehrphasen-LbL-Verfahren einge-
kapselte Kristalle in Ethanol 1) vor und 2) nach der Zugabe von
Wasser sowie 3) die leeren Kapseln nach vollstindiger Freisetzung des
Inhalts.'”

Kolloiden und eine Umkehrphasen-LbL-Beschichtung. Mit
diesem Ansatz wird die vorzeitige Freisetzung der einge-
kapselten Stoffe vermieden, und die Einschlusseffizienz be-
triagt nahezu 100%."""1 Auch iiber den passiven Einschluss
von Wirkstoffen durch elektrostatische Wechselwirkungen
und den Einsatz von Micellen, die hydrophobe Stoffe ent-
hielten, als Hiillbestandteil wurde berichtet.'’>!7!

Radtchenko et al. schlugen einen Ansatz zur aktiven Post-
Beladung vor, der die unterschiedliche Loslichkeit schlecht
wasserloslicher Wirkstoffe im Kapselinnern und in der
Losung nutzt, d. h. die Tatsache, dass Wirkstoffe in der Kapsel
ausgefillt werden konnen."™ Dazu wurde ein sehr hydro-
philes Polymer in den Kapseln eingeschlossen, was zur Bil-
dung eines Polarititsgradienten zwischen dem Kapselinnern
und einer Wasser/Aceton-Losung fithrte. Wirkstoffe, die in
diesem Gemisch 16slich sind, gelangen in den Kapseln in eine
wasserreichere Umgebung und fallen aus. Dieser Vorgang
setzt sich fort, bis der Kapselhohlraum mit dem Niederschlag
ausgefiillt ist. Molekiildynamiksimulationen und Kristall-
strukturuntersuchungen ergaben einen amorphen Zustand
des Wirkstoffs in der Kapsel, wihrend er suspendiert in
Wasser meist kristallin vorliegt. Der amorphe Zustand kénnte
eine Freisetzung des Wirkstoffs unter physiologischen Be-
dingungen begiinstigen.['”!

Die Befunde mehrerer Arbeitsgruppen lassen vermuten,
dass sich wasserlosliche Stoffe nur schwer in PMLCs mit
Hiillen aus gut wasserloslichen Polyelektrolyten einschlieen
lassen werden. Kapselhiillen aus Polyelektrolyten weisen
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immer kleine Poren auf, die fiir kleine Molekiile durchlissig
sind. Diese Einschrankung konnte sich durch den Einsatz
hydrophoberer Kapselbestandteile oder durch eine Erh6hung
der Hydrophobie der Hiille nach Herstellung der Kapseln
umgehen lassen. In der Tat gelang dies durch Verwendung
eines Fluorpolymers als Hiillbestandteil. Die erhaltenen
Kapseln waren nach einer Verdichtung der Hiille durch
thermisches Schrumpfen undurchlissig fiir niedermolekulare
hydrophile Verbindungen.®” Ein #hnlicher Effekt stellt sich
bei der Beschichtung der Kapseloberfliche mit einer Lipid-
doppelschicht ein.'! Andreeva et al. modifizierten die Hiille
chemisch durch die Kniipfung von Imidbindungen zwischen
den Polyelektrolytschichten.'””! In all diesen Fillen ist eine
Wirkstofffreisetzung nur durch mechanische Zerstorung der
Kapseln moglich.

Tumortherapeutika sind eine wichtige Klasse niedermo-
lekularer Wirkstoffe. Chemotherapeutika wie Doxorubicin,
Daunorubicin, 5-Fluoruracil oder Polyphenole wurden in
PMLCs eingekapselt.!*7%181 Wie sich bei In-vitro-Unter-
suchungen an den Krebszelllinien H460, A549 und HepG2
herausstellte, ist die Aktivitdt von Doxorubicin und Dauno-
rubicin sogar erhoht, wenn sie eingekapselt sind. In einem
Heterotransplantat-Experiment mit Miusen verringerte ein-
gekapseltes Doxorubicin ~ wirksam die GroBe des
Tumors.!®"1% Zur Einkapselung dieser Wirkstoffe werden
haufig elektrostatische Wechselwirkungen genutzt, es wurde
aber auch tiber andere Einschlussverfahren wie das Emulsi-
onsverfahren oder die hydrophobe Assoziation berich-
tet.® 8! Sivakumar et al. setzten das Emulsionsverfahren
zum FEinschluss ein und wiesen die Giftigkeit von eingekap-
seltem Doxorubicin und 5-Fluoruracil fiir menschliche LIM-
1215-Darmkrebszellen nach.® Hypocrellin B wurde von
Wang et al. iiber einen Austausch von Ethanol, in dem der
Wirkstoff 1loslich ist, in PMLCs eingekapselt. Wurden
menschliche Brustkrebszellen (MCF-7) mit Hypocrellin B
inkubiert und gleichzeitig eine Lichttherapie durchgefiihrt,
verringerte sich die Lebensfihigkeit der Zellen.'* In all
diesen Verfahren wird der Wirkstoff selbst eingekapselt, al-
ternativ ist aber auch der Einschluss von Chemotherapeuti-
kavorstufen moglich. So berichteten Wang et al. und Schnei-
der et al. iiber die Einkapselung einer Doxorubicin-Vorstufe
in Mehrschichtkapseln, aus denen der aktive Wirkstoff nach
enzymatischer Spaltung und Endozytose freigesetzt
wurde, 1041831

5.2. Proteine

Der Einsatz von Proteinen als Therapeutika ist aus-
sichtsreich, und sie werden daher zunehmend hiufiger im
Hinblick auf die Behandlung von und die Vorbeugung vor
entziindlichen und Stoffwechselerkrankungen untersucht.
Meist werden sie injiziert, da ihre Bioverfiigbarkeit bei einer
Verabreichung auf anderen Wegen héufig gering ist. Aller-
dings ist die Stabilitdt der meisten Proteine begrenzt, wenn sie
in vivo appliziert werden, und héufig sind mehrere Injektio-
nen erforderlich. In vielen Fillen kann eine Mikroverkapse-
lung hilfreich sein, wenn dadurch eine hohere Stabilitit oder
bessere Steuerung der Proteine erzielt wird. Zudem koénnten
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proteinhaltige Mikrokapseln auch als Depot eingesetzt
werden, aus dem der Inhalt erst nach einer bestimmten Zeit
oder auf ein spezifisches Signal hin freigesetzt wird.

Bei der Einkapselung von Proteinen in PMLCs miissen
mehrere Randbedingungen erfiillt sein. So sollte der Ein-
schlussvorgang die biologische Aktivitdt des Proteins nicht
beeinflussen.'™ Zahlreiche Enzyme wie Katalasen, Per-
oxidasen, a-Chymotrypsin, Ureasen und Glucose-Oxidasen
sind in Mehrschichtkapseln eingeschlossen worden. Dieser
Einschluss gelang entweder spontan bei PMLCs mit einem
MF-Templat oder durch Diffusion in porose Kieselgel- oder
Calciumcarbonat-Templatkerne. Die biologische Aktivitit all
dieser Wirkstoffe blieb weitgehend erhalten, und da die
Enzyme den Hohlraum nicht verlassen konnen, konnten sich
die Kapseln somit auch als  Mikroreaktoren
eignen 131660185181 7heno et al. untersuchten die biologische
Aktivitdt von in PMLCs eingeschlossenem Insulin an Ratten.
Dazu wurden Insulin-Mikropartikel mit Fe’*, Dextransulfat
und Protamin belegt; die Glucosetoleranz nahm dabei von 2
auf 12 h zu, und das Glucosesenkungsprofil war verbreitert
und stabil.'*"

Cytokine sind als Mediatoren bei Entziindungen wichtig,
und bei der Gewebebildung steuern sie zahlreiche zellulédre
Prozesse wie die Angiogenese, die Vermehrung und die Dif-
ferenzierung. Wegen der schnellen Diffusion und kurzen
Halbwertszeit von Cytokinen ist eine gesteuerte Freisetzung
fiir sie besonders vorteilhaft, denn sie erreichen ihr Zielge-
webe dann eher intakt und in hinreichender Konzentration.
Akashi und Mitarbeiter setzten als Erste Mehrschichtkapseln
als Trager fiir Cytokine ein. Biologisch abbaubare PMLCs aus
Dextransulfat und Chitosan wurden durch die pH-gesteuerte
Anderung der Kapselpermeabilitit mit dem Fibroblasten-
wachstumsfaktor FGF-2 beladen. In physiologischer Umge-
bung bewirken Salze eine kontrollierte Freisetzung des
Wachstumsfaktors. FGF-2-haltige Mehrschichtkapseln ver-
langerten den Vermehrungszeitraum von L929-Fibroblasten
von 4 Tagen (bei 16slichem FGF-2) auf 15 Tage.”®

5.3. Verabreichung von Impfstoffen

Impfungen haben die Hiufigkeit von Infektionskrank-
heiten enorm reduziert, gegen viele gefdhrliche Pathogene
wie HIV, Malaria und Mycobacterium tuberculosis gibt es
aber noch keine wirksamen Impfseren. Um diese Krank-
heitserreger erfolgreich bekdmpfen zu konnen, werden
Impfstoffe benotigt, die das gesamte Abwehrarsenal des Im-
munsystems aktivieren. Dazu gehort neben der Antwort von
CD4-T-Helferzellen auch die Bildung cytotoxischer T-Lym-
phozyten (CTLs), die infizierte Zellen erkennen und abtoten
konnen.” Die CTLs konnen nur auf Infektionen reagieren,
wenn die entsprechenden Antigene zuvor von dendritischen
Zellen verarbeitet und in der Spalte des Haupthistokompati-
bilitdtskomplexes (MHC) der Klasse I prisentiert werden.'?
Dies ist mit rekombinanten 16slichen Antigenen kaum mog-
lich," denn im Allgemeinen erfordert diese Prisentation
eine proteasomale Verarbeitung cytosolischer Antigene,
wihrend exogene Antigene typischerweise von lysosomalen
Proteasen verarbeitet und anschlieBend auf MHC-Klasse-1I-
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Molekiile transferiert werden, was eine Aktivierung der CD4-
T-Helferzellen ermoglicht. Dagegen konnen Antigene aus
ganzen Bakterien und Viren den CD4- und CDS8-T-Helfer-
zellen durch dendritische Zellen gut prasentiert werden, was
eine viel umfangreichere Immunantwort hervorruft. Durch
den Einschluss von Antigenen in synthetische Polymerteil-
chen mit einer GréBe von 0.1-10 um kann die groBere Aus-
dehnung der Pathogene nachgeahmt werden. Diese Partikel
werden durch dendritische Zellen besser erfasst, und damit
werden die Antigene den CD4- und CDS8-T-Helferzellen
wirksamer prisentiert. Gegenwartig wird die Einschleusung
von Antigenen mit Poly(lactid-co-glycolid)-Kiigelchen und
Gelpartikeln erforscht; eine klinische Anwendung ist aber
wegen mehrerer Probleme, wie einer niedrigen Antigenbe-
ladung, einer Zerstorung der Antigene durch das verwendete
organische Losungsmittel und drastischer Reaktionsbedin-
gungen, nahezu unmoglich. %1%

LbL-Mikrokapseln schlieBen Proteine unter nichtdena-
turierenden Bedingungen effizient ein und konnten sich
deswegen als Vehikel fiir Antigene eignen. Mehrschichtkap-
seln aus den Polyelektrolyten Dextransulfat und Poly-L-argi-
nin werden glatt von dendritischen Zellen aus dem Kno-
chenmark von Miusen aufgenommen und sind dabei nicht
stark toxisch.® Dieser Ansatz wurde von
De Rose et al. auf andere PMLCs ausgedehnt,
die von menschlichen Antigen présentierenden
Zellen (APCs) aufgenommen wurden. In vitro
wurden Peptide und Proteinantigene mit PMLCs
in dendritische Zellen eingeschleust. De Rose
et al. stellten aus thiolsubstituierter Polymeth-
acrylsdure (PMASHY) Mehrschichtkapseln her, die
in biologischen Systemen gespalten werden.
Diese wurden mit einem MHC-Klasse-I-restrin-
gierten Peptidepitop des SIV-gag-Proteins (SIV:

Immundefizienzvirus von Affen) verkniipft, das C 500000
von Makaken-APCs prisentiert werden § 175000
sollte.'”*2%! Die PMASH-Mikrokapseln werden -‘S e
bei physiologischen pH-Werten durch Disulfid- -é

briicken stabilisiert, die nach der Aufnahme ::::J 50000

durch die reduktiv wirkende Umgebung gespal-

oK
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Die Autoren kapselten Ovalbumin (OVA) als Modellantigen
in Dextransulfat/Poly-L-arginin-Mikrokapseln ein. Nach der
Aufnahme durch dendritische Zellen wurden die Kapseln
glatt proteolytisch abgebaut (Abbildung 10 A,B)**™ und die
Antigene den CD4- und CD8-T-Helferzellen viel deutlicher
prisentiert als Iosliches OVA (Abbildung 10 C).['*)

Ihr wahres Potenzial als Vehikel fiir Antigene sollten
Mehrschichtkapseln aber in In-vivo-Untersuchungen zeigen.
Bekanntlich werden nach subkutaner Injektion Dextransul-
fat/Poly-L-arginin-Mikrokapseln von Phagozyten aufgenom-
men und abgebaut und sollten sich daher als Vehikel fiir
Antigene eignen.'”) Ob diese Mikrokapseln auch in vivo
dendritische Zellen ansteuern und eine T-Zellen-Antwort
auslosen konnen, wird zur Zeit noch untersucht. Selina et al.
immunisierten kiirzlich Mduse mit einer Reihe von PMLCs,
die Plasmid-DNA enthielten, die fiir das Epitop E2 des Er-
regers der klassischen Schweinepest kodiert. Die T-Zellen-
Antwort wurde zwar nicht untersucht, die Antikorpertiter
schienen aber im Vergleich zur Immunisierung mit bloBer
Plasmid-DNA erhoht. Dies deutet auf Vorteile von Mehr-
schichtkapseln auch bei der Immunisierung mit DNA hin.!
Ein weiterer Vorteil der Kapseln als Antigenvehikel ist
schlieBlich die enorme Vielseitigkeit des LbL-Verfahrens:

50 um

50 um

ysiiches OVA 100000
-e— eingekapseltes OVA

—e— eingekapseites OVA
F—,,i\
' !

75000

50000

foe o
*H-Einbau / cpm

25000

ten werden, was zum Zerfall der Kapseln fiihrt.
Die Autoren funktionalisierten das Peptid N-
terminal mit Cystein und konnten es dann iiber

125000 }\
100000
75000 ;
25000 ¢ i
0 10

OVA-Konzentration / mg mL™"

20 30 40 50 Df) 10 20 30 40 50
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eine Disulfidbindung mit der Kapsel verkniipfen.
Nach der Aufnahme der Kapseln durch APCs im
Blut wurde das Peptid effizient freigesetzt und
peptidspezifischen CD8-T-Helferzellen prisen-
tiert, die dadurch aktiviert wurden.

Kiirzlich ist auch der Einschluss von Protein-
antigenen in LbL-Kapseln im Hinblick auf die
Prasentation von Antigenen durch dendritische
Zellen untersucht worden.”®! Proteinantigene
weisen gegeniiber Peptiden einige Vorteile auf.
Zum einen induzieren Proteinantigene viel ef-
fektiver eine Antikorperreaktion. Zum anderen
enthalten sie hidufig Epitope sowohl fiir eine
MHC-Klasse-I- also auch fiir eine MHC-Klasse-
II-Prasentation von Antigenen; damit kann eine
umfassendere Immunantwort induziert werden.
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Abbildung 10. A) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von dendriti-
schen Zellen des Knochenmarks, die Dextransulfat/Poly-L-arginin-Mikrokapseln aufge-
nommen haben, nach den angegebenen Zeiten. Punktierte Pfeile markieren die Hiille
von Mikrokapseln, nicht ausgefiillte Pfeilspitzen die Membranen um die Mikrokap-
seln. Im eingezeichneten Kreis (nach 24 h) lassen sich die geborstene Mikrokapsel
und die Ausstiilpung des Cytoplasmas in den Kapselhohlraum erkennen. Lysosomen,
endoplasmatisches Reticulum (ER) und ein Mitochondrium sind durch durchgezoge-
ne Pfeile gekennzeichnet. B) Verfolgung des Abbaus von Dextransulfat/Poly-L-arginin-
Mikrokapseln, die DQ-OVA enthalten (DQ-OVA ist ein Ovalbumin, das mit BODIPY-
Farbstoffen ubersittigt ist; BODIPY steht fiir Borat-Dipyrromethin), in dendritischen
Zellen des Knochenmarks mit einem Konfokalmikroskop unter Uberlagerung von
griiner Fluoreszenz und Differentialinterferenzkontrast. Die Fluoreszenz des Farbstoffs
wird geloscht, solange DQ-OVA eingekapselt ist. Erst nach Proteolyse der Kapselhiille
wird sie nicht mehr unterdriickt und somit in den Aufnahmen sichtbar. C) Vergleich
der Antigenprisentation durch dendritische Zellen des Knochenmarks nach Aufnahme
von loslichem und von eingekapseltem OVA. Die Vermehrung der Zellen von OT-I-
Méusen wurde als MaR fiir die MHC-Klasse-I-vermittelte Kreuzprisentation von OVA
genommen (links), die Vermehrung der Zellen von OT-1I-Mé&usen als Maf fiir die
MHC-Klasse-ll-vermittelte Prisentation (rechts).'*!
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Die Oberflache der Kapseln kann in nahezu beliebiger Weise
funktionalisiert werden. So konnten die Kapseln mit Anti-
korpern verkniipft werden, die spezifische Ziele ansteuern,
oder sie konnten dendritische Zellen besser aktivieren, indem
sie mit Immunverstdrkern wie synthetischen Agonisten der
Signaltransduktions-vermittelnden Mustererkennungsrezep-
toren (Toll-artigen Rezeptoren) beschichtet werden.

5.4. Nucleinsduren

Nucleinsduren gelten als aussichtsreiche Wirkstoffe fiir
Therapien, mit denen Erbkrankheiten und Krebs geheilt
werden konnten.”™ Der Einsatz von Plasmid-DNA und
siRNA (small interfering RNA) in der Gentherapie wurde
zuerst untersucht. Um defekte Gene ersetzen oder unter-
driicken zu konnen, miissen die Nucleinsduren intakt in die
Zielzellen (die DNA in den Kern und die siRNA in das Cy-
toplasma) gelangen. Werden Nucleinsduren ungeschiitzt ver-
abreicht, werden sie aber enzymatisch abgebaut und kaum
von den Zellen aufgenommen. Die Einbettung der Nuclein-
siuren in Partikel ist daher der Schliissel zur Gentherapie.*”!

DNA ist polyanionisch und daher in LbL-Verfahren von
Anfang an als Bestandteil von Mehrfachschichten eingesetzt
worden, die elektrostatisch zusammengehalten werden."’]
Schiiler und Caruso stellten PMLCs her, deren Hiillen teil-
weise aus Komplexen aus DNA und Spermidin bestanden.?*!
Salzlosungen mit physiologischen Konzentrationen destabi-
lisierten diese Kapseln. Dies ermoglicht die Freisetzung des
Inhalts, begrenzt aber auch die praktische Anwendbarkeit.
Shchukin et al. stabilisierten DNA/Spermidin-beschichtete
Kolloide mit weiteren Polyelektrolytschichten und erhielten
nach Auflosung des Kerns und Destabilisierung des DNA/
Spermidin-Komplexes Kapseln mit freier DNA im Hohl-
raum.”®! Die Mohwald-Gruppe setzte menschliche Erythro-
zyten als Templat ein und berichtete iiber ein einfaches Ver-
fahren zur Beladung der Kapseln mit DNA. Dabei wurde als
Zwischenschritt eine Trocknung vorgenommen, durch die
sich eine grolere Menge DNA in den Kapseln zu akkumu-
lieren scheint.'®!l Die gleiche Arbeitsgruppe beschrieb die
Freisetzung der DNA durch den Coeinschluss von Enzymen,
die die Kapselhiille abbauen.” Donath und Mitarbeiter
bauten Plasmid-DNA, die fiir das verstirkt griin fluoreszie-
rende Protein (eGFP) oder das rot fluoreszierende Protein
aus einer Discosoma-Spezies (dsRED) kodiert, in Mehr-
fachschichten aus Dextransulfat und Protamin ein.*'¥) Die
PMLC:s transfizierten Zellen, die die Kapseln aufgenommen
hatten; damit gelang hier erstmals der Transport funktionaler
DNA mit Mehrschichtkapseln in Zellen. Ferner konnen auch
DNA-Nanopartikel mit Polyelektrolyten beschichtet werden,
um ihre Transfektion zu erleichtern.'!! Diese Systeme
scheinen nach derzeitigem Kenntnisstand fiir die parenterale
Verabreichung konzipiert zu sein. Doch kiirzlich berichteten
Aouadi et al. iber die erfolgreiche orale Verabreichung von
siRNA-beladenen modifizierten Hefezellen an Méuse. Dies
konnte ein Durchbruch bei der oralen Applikation von
PMLCs sein.?

Die Caruso-Gruppe hat intensiv an der Herstellung von
Mehrschichtkapseln aus kurzen DNA-Stiicken und Oligonu-
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cleotiden gearbeitet;*®! dabei wurden zwei Strategien ver-
folgt: Zum einen wurden mesoporose Kieselgelmikropartikel
mit Aminogruppen funktionalisiert, um die Diffusion von
Oligonucleotiden in die Kieselgelporen und ihren Verbleib
dort durch elektrostatische Wechselwirkungen zu begiinsti-
gen.P*1%! Nach dem Aufbringen mehrerer PMASH/PVPON-
Schichten, dem Kniipfen von Disulfidbindungen und dem
Auflosen des Kieselgeltemplats wurden hohle Kapseln er-
halten, in denen Oligonucleotide eingelagert werden konnen
(Abbildung 11 A-D). Dieser Ansatz eroffnet vielfiltige
Moglichkeiten, denn die Kapseln zersetzen sich in reduktiver
Umgebung unter Spaltung der Disulfidbindung, und die
Nucleotide konnten durch eine getriggerte enzymatische
Reaktion freigesetzt werden, wenn DNAse I mit in den
Kapseln eingeschlossen und durch Ca®'- oder Mg**-Ionen
aktiviert wird.”"® In der gleichen Gruppe wurden auch DNA-
beladene PMLCs als Biosensoren getestet, wobei die ver-
wendete einstriangige DNA (ssDNA) nur in Gegenwart spe-
zifischer DNA-Sequenzen fluoreszierend wurde, also als
,molekulares Leuchtfeuer fungierte.”"!! Dieses Verfahren
konnte z.B. zum Hochdurchsatz-Screening genutzt werden,
bei dem Mehrschichtkapseln mit unterschiedlicher ssDNA
durchflusscytometrisch analysiert werden.

Ein zweites von der Caruso-Gruppe eingefiihrtes Ver-
fahren ist die Verwendung von DNA als ,,programmierbarem
Baustein“.”"”) Durch Nutzen der gezielten Basenpaarbildung
wurden Diblock-Oligonucleotide zu Filmen aus Mehrfach-

Abbildung 11. Aufnahmen von 16-Schicht-PMA®"/PVPON-Kapseln, die
Poly(T,5Cy5) enthielten, mit einem Laser-Konfokalrastermikroskop (T:
Thymin, C: Cytosin). A) Fluoreszenz der Kapselhiillen, deren PMA®".
Komponente mit dem Farbstoff AF488 markiert war, und B) Fluores-
zenz des Kapselinhalts TAMRA-Poly(T,5Cys). C, D) Dreidimensionale
Ansicht aufgeschnittener Kapseln (rekonstruiert aus den CLSM-Daten).
Die Bilder in (A)—(C) sind 30 um breit, die Kapsel in (D) ist 1.5 um
grof3. E) Schematische Darstellung einer idealisierten Orientierung von
Oligonucleotiden, die aus hompolymeren Blécken sich wiederholender
Nucleotide (Poly(TC) und Poly(AG)) in DNA-Kapseln entstanden sind.
Zusitzlich ist eine Primer-Schicht aus PolyT gezeigt.** !
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schichten hybridisiert (schematische Darstellung in Abbil-
dung 11 E). Dafiir miissen die Oligonucleotide einen Block
(z.B. aus PolyA) enthalten, der komplementér zur darunter-
liegenden Schicht ist (das wire bei PolyA der Block PolyT).
Beide Blocke hybridisieren dann durch Wasserstoffbriicken-
bindungen und n-n-Stapelung ihrer Basen-Arenringe. Der
zweite Block (z.B. PolyG) sollte dann mit einem Block (das
wire PolyC) des nidchsten Diblock-Oligonucleotids (z.B.
Poly(CT)) hybridisieren konnen. Durch diese Hybridisierung
von Basenpaaren lésst sich der Aufbau der Mehrfachschich-
ten und durch eine geeignete Wahl der Oligonucleotid-
Blocke die Struktur der Kapselhiille steuern.”' So wurde das
Schrumpfen der Kapseln beim Auflosen des Templatkerns
durch die Zusammensetzung der Oligonucleotid-Diblocke
gezielt beeinflusst. Dabei wurde genutzt, dass DNA gerichtet
ist und beim Aufbau eine Doppelhelix bildet.”'”! Durch
kontrolliertes Schrumpfen konnten die Kapseleigenschaften
verdndert und die Konzentration der eingeschlossenen Ver-
bindungen erhoht werden. Wegen der Abstoung zwischen
den anionischen Basenpaaren destabilisieren niedrige Salz-
konzentrationen die Kapseln, da die negativen Ladungen der
Nucleotide dann nicht mehr abgeschirmt werden. Dies lief3
sich durch die Verwendung von Triblock-Oligonucleotiden
verhindern, die die Schichten stidrker vernetzen und die
Kapseln unter physiologischen Bedingungen einsetzbar
machen.”™ SchlieBlich lieBen sich durch den Einbau von
Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme in die Schichten die
Kapseln gezielt destabilisieren und damit auch die Freiset-
zung des Inhalts steuern.’') EcoRI ist ein solches Restrikti-
onsenzym, und es spaltet spezifisch 5'-G | ATTC-3'-Sequen-
zen. Mit obigem Verfahren wurden aus Triblock-Oligonu-
cleotiden PMLCs hergestellt, die im mittleren Block die Se-
quenz 5-G |3-ATTC aufweisen. Bei Zusatz von EcoRI be-
gannen die Kapseln zu schrumpfen, und der eingekapselte
Wirkstoff Rinderserumalbumin wurde freigesetzt. Dieses
Konzept ist sehr elegant und das erhaltene System gut steu-
erbar. Da die Produktionskosten fiir diese Kapseln relativ
hoch sind, wird allerdings eine Kosteneffizienz nicht leicht zu
erreichen sein. Fiir bestimmte Nischenanwendungen konnte
dieses System aber in Frage kommen.

6. Schlussbemerkungen

Wir haben hier versucht, einen Uberblick iiber aktuelle
Entwicklungen beim Einsatz polymerer Mehrschichtkapseln
(PMLCs) zur Verabreichung medizinischer Wirkstoffe zu
geben. Im ersten Abschnitt sind wir auf unterschiedliche
Ansitze zur Synthese von PMLCs eingegangen. Zunéchst
wurden Mehrschichtkapseln aus synthetischen, nicht abbau-
baren Polyelektrolyten hergestellt, bei denen sich aber be-
sonders bei den Polykationen ernste Toxizitidtsprobleme er-
gaben. Spiter wurden Polykationen auf der Basis von Poly-
peptiden oder Polysacchariden eingesetzt, die enzymatisch
abbaubar sind. PMLCs aus diesen Polykationen sind nur
wenig oder gar nicht giftig. Anfangs wurden elektrostatische
Wechselwirkungen als treibende Kraft zum Aufbau der
Mehrfachschichten eingesetzt, dann erschienen immer mehr
Berichte iiber Kapseln, die durch andere Wechselwirkungen

Angew. Chem. 2010, 122, 7108 — 7127

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

wie Wasserstoffbriickenbindungen oder kovalente Bindungen
zusammengehalten werden. Der Einsatz von Polykationen,
deren Giftigkeit klinische Anwendungen behindern konnte,
kann auf diese Weise ganz vermieden werden. Doch chemi-
sche Umsetzungen zur Funktionalisierung oder Vernetzung
von Polymeren konnen ebenfalls Schwierigkeiten mit sich
bringen, weil es sich bei den eingesetzten Verbindungen in
den allermeisten Fillen nicht um Stoffe mit GRAS-Status
handelt, d.h. um Stoffe, die allgemein als unbedenklich an-
gesehen werden. Ferner sind diese Ansétze komplexer als die
bloBe Nutzung elektrostatischer Wechselwirkungen. Die
grofite Schwierigkeit hierbei ist, die spezifischen Anwen-
dungen herauszufinden, bei denen das aufwendige Nano-
Engineering bei der Herstellung der PMLCs Vorteile im
Vergleich zum Einsatz herkommlicher weniger komplexer
Wirkstofftrager zur Folge hat.

Im zweiten Abschnitt haben wir die unterschiedlichen
Ansitze zur Einkapselung von Stoffen in Mehrschichtkapseln
und zu ihrer Freisetzung daraus zusammengefasst. Der Post-
Beladungsansatz, mit einer reversiblen Anderung der Per-
meabilitidt der Kapselhiille, wurde anfénglich hédufig genutzt,
die Einschlusseffizienz ist aber niedrig. Daher werden immer
hiufiger Pra-Beladungsverfahren angewendet, bei denen
porose, mit Wirkstoffen beladene Template oder Emulsions-
methoden eingesetzt werden. Forschung zum Thema Frei-
setzung der eingekapselten Wirkstoffe hat bisher ergeben,
dass eine genaue Steuerung der Freisetzung niedermoleku-
larer hydrophiler Stoffe aus PMLCs schwierig ist. Dagegen
wurden bereits mehrere Verfahren zur Verabreichung ma-
kromolekularer Wirkstoffe und hydrophober Verbindungen
entwickelt. Dazu wurden die Mehrschichtkapseln so funk-
tionalisiert, dass sie sich auf ein Signal hin 6ffnen. Die bislang
aussichtsreichsten Systeme nutzen den enzymatischen Abbau
der Kapselhiille oder die reduktive Spaltung von Disulfid-
briicken, die die Hiille stabilisieren. Auch die aktuellen Be-
funde von Skirtach et al.' zu Laserstrahl-aktivierten Kap-
seln konnten fiir das Erreichen einer kontrollierten intrazel-
luldren Verabreichung von Wirkstoffen hilfreich sein. Da
PMLCs und andere Partikel dhnlicher GroB3e gewohnlich in
endo- oder lysosomale Vesikel gelangen, konnten die Kapseln
mit dieser Methode aus den Vesikeln herausgelost und die
Wirkstoffe in das Cytosol iiberfithrt werden. Dies ist fiir die
Einschleusung von Nucleinsduren und Peptiden wichtig.

Die Synthese von PMLCs ist recht zeit- und kostenauf-
wendig. Erstens sind zahlreiche Syntheseschritte erforderlich,
und zweitens miissen die LbL-Beschichtung und die Reini-
gungsschritte (Zentrifugieren/Filtrieren) tiberwacht werden,
um eine Agglomeration der Teilchen zu verhindern. Es ist
daher wohl ausgeschlossen, dass Mehrschichtkapseln eta-
blierten Verfahren zur oralen Verabreichung von Wirkstoffen
Konkurrenz machen werden. Wir sind aber iiberzeugt, dass
PMLCs fiir bestimmte Anwendungen Vorteile aufweisen.
Dies ist von mehreren Arbeitsgruppen fiir die Verabreichung
von Impfstoffen belegt: Zellen des Immunsystems lassen sich
gezielt und sehr effizient mit PMLCs ansteuern. Auch die
Verabreichung von Tumortherapeutika weist zweifellos Po-
tenzial auf. Mehrere Methoden haben sich fiir den Einschluss
solcher Wirkstoffe als geeignet erwiesen, und es stehen Ver-
fahren zur Funktionalisierung von PMLCs mit Antikoérpern,

www.angewandte.de

Chemie

7123


http://www.angewandte.de

Aufsitze

7124

die gezielt Zellen ansteuern, und Stealth-Beschichtungen aus
PEG zur Verfiigung. Ferner sollten die Kapseln wegen der
Flexibilitat ihrer Hiillen Kapillarvenen leichter passieren
konnen als massive Mikropartikel. Die grofite Herausforde-
rung bei der Verabreichung von Tumortherapeutika und
Nucleinsduren und beim Gentransport bleibt allerdings die
In-vivo-Lenkung der Kapseln zum Krebsgewebe. Die Kap-
seln sollten im Blutkreislauf zirkulieren konnen, ohne zu
aggregieren oder ihre Ladung vorzeitig freizusetzen. Auch die
GroBe der Kapseln ist wichtig: Wegen des EPR-Effekts (der
verstarkten Durchléssigkeits- und Riickhaltewirkung) der
Blutgefdale in Krebsgeweben konnen Partikel mit einer
GroBe bis zu 200 nm die BlutgefidB3e verlassen, die meisten
Kapseln sind aber weitaus grofer. Kiinftige Forschungsar-
beiten werden sich daher ohne Zweifel auf das Design von
Kapseln mit einer Grofle von weniger als 500 nm konzen-

B. G. De Geest et al.

trieren.

7. Abkiirzungen

CLSM

Laser-Konfokalrastermikroskop

DAR Diazoharz

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

FITC Fluoresceinisothiocyanat

HSA humanes Serumalbumin

LbL schichtweise

MF Melaminformaldehyd

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid

PAH Poly(allylaminhydrochlorid)

PDADMAC Poly(diallyldimethylammoniumchlorid)

PEG Polyethylenglycol

PGA Poly-L-glutaminsiure

PLL Poly-L-lysin

PMA Polymethacrylsidure

PMASH thiolsubstituierte Polymethacrylsiure

PMLC polymere Mehrschichtkapsel

Poly(HPMA - Poly(hydroxypropylmethacrylamiddime-

DMAE) thylaminoethyl)

PSS Poly(styrolsulfonat)

PVPON Poly(N-vinylpyrrolidon)

RITC Rhodamin-B-isothiocyanat

RP-LbL Umkehrphasen-LbL-Verfahren

siRNA small interfering RNA

SNARF ein Seminaphtharhodafluorescein

TA Gerbséure

TAMRA Carboxytetramethylrhodamin

TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat

L.J.D.C. dankt dem IWT fiir ein Doktorandenstipendium,
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