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Dual-Responsive Boronat-vernetzte Micellen fiir den

Wirkstofftransport™**

Weixuan Chen, Yunfeng Cheng und Binghe Wang*

In den letzten Jahren wurden groBle Anstrengungen zur
Entwicklung stimuliresponsiver Wirkstofftransportsysteme
unternommen, die ihren Wirkstoff auf spezifische zelluldre
Signale hin kontrolliert freisetzen."! Hintergrund ist die
Notwendigkeit zur Verbesserung der Spezifititen und Bio-
verfiigbarkeiten therapeutischer Wirkstoffe, der Verringe-
rung der Zytotoxizitit von Wirkstoffen und der Uberwindung
von Wirkstoffresistenzen. Polymere Micellen haben eine be-
sonders grof3e Aufmerksambkeit erfahren, da sie iiber viele der
gewiinschten Eigenschaften von Wirkstofftransportern ver-
fiigen.””! Micellen konnen eine breite Vielfalt von Wirkstoff-
molekiilen mit hoher Beladungskapazitit aufnehmen. Der
Effekt der verstirkten Permeation und Retention (EPR)
kann fiir ihre bevorzugte Anreicherung am Zielort sorgen,”!
wo sie ihre Fracht als Reaktion auf biologische Stimuli wie
pH,™ Temperatur,” Redoxreaktionen® und Enzyme!” frei-
setzen. Bei allen Fortschritten auf dem Gebiet gibt es noch
immer groBe praktische Probleme, z.B. vorzeitige Wirk-
stofffreisetzung und Wirkstoffverluste bei der Speicherung
durch Dissoziation der Micellen. Die starke Schubspannung
im Blutkreislauf verursacht ebenfalls Probleme fiir die Sta-
bilitidt der Micellen.® Aus diesen Griinden ist die Entwick-
lung von vernetzten Micellen mit verbesserter Stabilitdt und
Zirkulationszeit von grofSem Interesse. Andererseits jedoch
konnten vernetzte Micellen mit ihrer erhohten Stabilitét
Schwierigkeiten bei der Freisetzung verursachen. Eine mog-
liche Losung ist die Verwendung von reversiblen vernetzten
Micellen, deren Verkniipfungen auf geeignete Stimuli hin
aufbrechen. Bemerkenswerte Fortschritte wurden bei der
Entwicklung von stimuliresponsiven vernetzten Micellen
(SCMs) erzielt, darunter pH-spaltbare,”! Disulfidbriicken
enthaltende™ und hydrolysierbare Esterbindungen enthal-
tende®! SCMs. Noch vielversprechender sind auf multiple
Stimuli reagierende SCMs, wie sie kiirzlich fiir die préizise
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raumlich-zeitlich kontrollierte Freisetzung in vivo beschrie-
ben wurden.!"”

Auf der Grundlage frither beschriebener Telodendrimer-
systeme fiir den effizienten Transport von Tumortherapeutika
entwickelten Lam und Mitarbeiter eine andere Klasse von
SCM-Nanotrigern, die als dual-responsive Boronat-vernetzte
Micellen (BCM) bezeichnet werden.!"! Die zentrale Hypo-
these ist, dass die Micellen die Stabilitdt vernetzter Systeme
beibehalten, sodass die vorzeitige Freisetzung unter physio-
logischen Bedingungen minimiert wird, indem sie die rever-
sible Boronsiure/Catechol-Komplexierung zum Aufbau des
als Kern-Schale-Polymer vorliegenden SCM nutzen. Der
verkapselte Wirkstoff kann bei niedrigen pH-Werten oder
durch Zufiihrung exogener konkurrierender Diole selektiv an
den Zielorten freigesetzt werden (Abbildung 1). Diese Studie
demonstriert klar, welches Potenzial die Verwendung von
Boronséure-Diol-Wechselwirkungen zum Aufbau von SCMs
hat und wird sicher zusétzliche Forschungen in diesem Gebiet
anstofen.

Im speziellen Fall wurde ein Paar von vernetzbaren
Telodendrimeren, PEG**-NBA,/BA,-CA; und PEG®*-Cate-
chol,-CAg, gezielt entworfen und synthetisiert (PEG=
Polyethylenglycol, CA = Cholinsdure, NBA = Nitroboron-
sidure, BA =Boronsiure; n=2 oder 4). PEG*-CA; wurde
ebenfalls synthetisiert, um nicht vernetzte Micellen (NCMs)
als Kontrolle herzustellen. Die Bildung von BCMs gelang
durch Losungsmittelverdampfung und wurde mithilfe der von
Wang und Mitarbeitern entwickelten Alizarinrot-Methode
zum Nachweis von Boronsiurevernetzungen verifiziert.

Als nichstes wurden die physikalischen Eigenschaften
einer Serie von BCMs aus Boronsdure- und Catechol-Telo-
dendrimeren ermittelt. Die BCMs hatten dhnliche Grofien
(rund 20 nm mit enger GroBenverteilung) und sehr viel
niedrigere  kritische = Micellkonzentrationen (CMC=
50 ugmL™") als die NCM-Kontrolle (4-10 uygmL™")."" Des
Weiteren wurden die Stabilititen der BCMs gegeniiber
Plasmaproteinen und micellspaltenden Bedingungen unter-
sucht. BCM4, das aus dem Telodendrimerpaar PEG’*-Cate-
chol,-CAg (1) und PEG**-NBA,-CA; (2; Abbildung2) her-
gestellt wurde, erwies sich als der beste Kandidat fiir weiter-
fiilhrende Wirkstofftransportstudien. BCM4 zeigte keine
nennenswerte Anderung der TeilchengroBe, wenn es fiir 24 h
50-proz. (v/v) menschlichem Blutplasma ausgesetzt wurde.
Selbst nach 2-tigiger Einwirkung von 2.5 mgmL ™" Natrium-
dodecylsulfat(SDS)-Losung wies BCM4 nur geringe Ande-
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Abbildung 1. Aufbau der Boronat-vernetzten Micellen und deren Zersetzung in Gegenwart von Mannitol oder bei niedrigen pH-Werten.
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Abbildung 2. Struktur des Telodendrimerpaares [PEG®*-(Nitroboron-
siure/Catechol),-CAq].

rungen der TeilchengroBe auf. Erwartungsgeméll sank die
Stabilitit aber stark, wenn der pH-Wert von 7.4 auf 5.0 ge-
senkt wurde oder wenn 100 mm Mannitol zugegeben wurden
(Mannitol ist ein zugelassener Diurese-Wirkstoff, der bei
empfohlener Dosis hohe Blutspiegel von > 50 mm erreicht).
Ermutigt durch die vorldufigen Ergebnisse wurde das Frei-
setzungsprofil fiir Paclitaxel (PTX) als Modellwirkstoff er-
mittelt. BCM4 setzte PTX deutlich langsamer frei als das
Kontrollsystem (NCM), was die Stabilitdt des BCM belegte.
Dagegen war die Freisetzung aus BCM4 stark beschleunigt,
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wenn 100 mm Mannitol zugegeben oder der pH-Wert auf 5.0
gesenkt wurde. Ahnliche Ergebnisse wurden im MTT-Test
gegen SKOV-3-Eierstockkrebszellen in vitro erhalten. Es
wurde gefunden, dass PTX-BCM4 bei gleichen Dosierungen
nahezu zweimal weniger zytotoxisch war als Taxol (der freie
Wirkstoff von PTX) und PTX-NCM, und dass die Zytotoxi-
zitdt bei pH 5.0 in der Gegenwart von Mannitol (100 mm)
gesteigert war.

Unter Verwendung eines FRET-Systems aus dem griinen
Farbstoff DiO als Donor und dem roten Rhodamin B als
Akzeptor wurden Stabilitdtstest invivo durchgefiihrt
(FRET =resonanter Fluoreszenzenergietransfer). DiO wur-
de im Inneren der Micellen eingesperrt, sodass es den Wirk-
stoff nachahmt, und Rhodamin B wurde kovalent an die
Telodendrimere gebunden. Bei intakten Micellen fiihrt die
Anregung von DiO zur Fluoreszenzemission des Rhod-
amin B. Die Fluoreszenzintensitit von Rhodamin B ist somit
ein Indikator fiir die Stabilitdt der Micellen. Die FRET-
BCM4- und FRECT-NCM-Micellen wurden jeweils intra-
venos Nacktmiusen injiziert. Dann wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten Blutproben genommen, und das FRET-Ver-
haltnis (Igpodaming’(Irnodaming + Inio)) wWurde als MaB fiir die
Integritidt der Micellen verwendet. Die Ergebnisse zeigten
klar, dass das FRET-Verhiltnis von FRET-BCM4 sehr viel
langsamer sank als das von FRET-NCM, was beweist, dass
FRET-BCM4 stabiler ist als FRET-NCM.

Des Weiteren wurden kinetische Studien der Blutaus-
waschung der Micellen mit Rhodamin-B-NCM und Rhoda-
min-B-BCM4 durchgefiihrt. Die Fluoreszenzintensitdt von
Rhodamin-B-BCM4 war 10 h nach der Injektion sechsmal
hoher als die von Rhodamin-NCM. Die lange nachweisbare
(24 h) Fluoreszenz des BCM4 belegt dessen lange Blutzir-
kulationszeit.

Fluoreszenzbilder von Mausmodellen entnommenen Or-
ganen lieBen schlieBlich die bevorzugte Aufnahme von mit
DiO und PTX beladenem BCM4 im SKOV-3-Eierstocktumor
erkennen. Allerdings kommt es auch zu einer sichtbaren
Freisetzung in der Leber.

Zusammengefasst hat die von Lam und Mitarbeitern be-
schriebene Strategie klar aufgezeigt, welches Potenzial die
Nutzung der Boronsdure-Diol-Wechselwirkung zum Aufbau
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von dual-responsiven, vernetzten Micellen mit verbesserter
Stabilitdt und schneller Freisetzung als Antwort auf pH-Ab-
senkung und Diol-Zusatz hat. Bevor dieses vielversprechende
System in den klinischen Gebrauch iibertragen werden kann,
bleibt aber noch viel zu tun. Beispielsweise muss die Anti-
tumorwirkung im Tiermodell nachgewiesen werden. Die Ar-
beit von Lam und Mitarbeitern er6ffnet neue Moglichkeiten
fiir den Entwurf von stimuliresponsiven Wirkstofftransport-
systemen. So weifl man, dass Boronsidure-Catechol-Komplexe
empfindlich auf oxidierende Reagentien wir H,O, reagieren,
was eine Moglichkeit fiir die Verwendung von BCMs als
Nanotrédger zur oxidationsinitiierten Wirkstofffreisetzung in
oxidativen Mikroumgebungen aufzeigt. Allerdings ist die
Empfindlichkeit des Boronatsystems gegeniiber oxidativen
Bedingungen ein zweischneidiges Schwert und konnte uner-
wiinschte Effekte auf die Stabilitdt der Micellen und den Ort
oder die Geschwindigkeit der Freisetzung in vivo haben.!”
Eine Kombination anderer redoxempfindlicher Gruppen, wie
z.B. Disulfidgruppen, an Telodendrimeren konnte zu ver-
besserten Sperzifititen im gezielten Wirkstofftransport fiih-
ren, da feste Tumoren tendenziell niedrige pH-Werte und
eine reduzierende Mikroumgebung haben.
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