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Nanopartikuldrer Wirkstofftransport

Das Interesse der Medizin an der Nanotechnologie hat in kurzer Zeit
stark zugenommen. Die Nanotechnologie kénnte Losungen fiir viele
Probleme bieten, die mit herkommlichen Therapeutika einhergehen,
wie etwa eine schlechte Wasserloslichkeit (zumindest was die meisten
Antitumormittel angeht), fehlende Tumorspezifitiit, nichtspezifische
Verteilung, systemische Toxizitidt und ein geringer therapeutischer In-
dex. In den letzten Jahrzehnten wurden beachtliche Fortschritte bei der
Entwicklung und Anwendung von technischen Nanopartikeln ge-
macht, um Krebs wirksamer zu behandeln. Zum Beispiel gelang der
Einbau von Therapeutika in Nanopartikel, die hinsichtlich Grofe,
Form und Oberflicheneigenschaften optimiert wurden, um deren
Loslichkeit zu verbessern, die Halbwertszeit im Blutkreislauf zu ver-
ldngern, ihre Bioverteilung zu verbessern und ihre Immunogenitit zu
verringern. Aufierdem wurden auch die pathophysiologischen Be-
dingungen, wie etwa die bessere Permeabilitit und der Retentions-
effekt sowie die rdumlichen Schwankungen des pH-Werts genutzt, um
einen Transport von Nanopartikeln und ihrer Beladung zu Tumoren
zu fordern. Ferner wurden tumordirigierende Liganden (7. B. kleine
organische Molekiile, Peptide, Antikorper und Nucleinsduren) an die
Oberfliche von Nanopartikeln addiert, um Krebszellen spezifisch
durch selektive Bindung an oberflichenexprimierten Rezeptoren an-
zusteuern. Es wurde gezeigt, dass viele Arten von therapeutischen und/
oder diagnostischen Substanzen (z. B. Kontrastmittel) mithilfe der
gleichen Triger transportiert werden konnen, was Kombinations-

Angewandte

Aus dem Inhalt

1. Einleitung 12521
2. Verschiedene Arten von
Antitumorwirkstoffen 12523
3. Verfahren zur kontrollierten
Freisetzung 12526
4. In-vitro- und In-vivo-Transport 12532
5. Perspektiven beim Design von
Nanopartikeltrigern 12544
6. Fallstudien 12548

7. Zusammenfassung und Ausblick 12558

rapeutika zu entwickeln — sogenannte
»Zauberkugeln“ -, die biologische
Schranken iiberwinden, zwischen bos-
artigen und gutartigen Zellen unter-
scheiden, selektiv die karzinogenen
Gewebe ansteuern und ,intelligent*

therapien und ein Auslesen der Behandlungseffizienz in Echtzeit er-
moglicht. Es ist davon auszugehen, dass sich passgenau hergestellte
Nanopartikel als nichste Generation von Mitteln zur Krebstherapie
und vielen anderen biomedizinischen Anwendungen entwickeln wer-

den.

1. Einleitung

2012 starben weltweit 8.2 Millionen Menschen an Krebs,
der damit eine der Haupttodesursachen darstellt.!! In den
letzten Jahrzehnten wurden beachtliche Durchbriiche erzielt,
die unser Versténdnis iiber den Ursprung und die Entwick-
lung von Krebs vorangebracht haben, was wiederum zu bes-
seren Methoden sowohl in der Diagnose als auch bei der
Therapie fiihrte.”> Obwohl die Gesamtmortalitit von Krebs
zum ersten Mal seit fiinf Jahrzehnten eine abnehmende
Tendenz zeigt, ist die Rate mit 20.2% noch immer sehr
hoch.P! Allein in den Vereinigten Staaten verursachte Krebs
2013 rund 580350 Todesfille bei 1660290 diagnostizierten
Erkrankungen.”! Ein Hauptgrund fiir diese hohe Mortali-
tétsrate liegt darin, dass wir nicht vermogen, die Therapeutika
einzig an die Tumorstellen zu transportieren, ohne dabei
schwere Nebenwirkungen an gesunden Geweben und Orga-
nen zu induzieren.”! Zusitzlich zu chirurgischen Eingriffen
beruhen aktuelle Krebsbehandlungen im Wesentlichen auf
Bestrahlung und Chemotherapeutika, die auch ,,normale®
Zellen abtoten und beim Patienten Toxizitdt verursachen.
Daher wire es duflerst wiinschenswert, hochwirksame The-
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auf die heterogene und komplexe Mi-
kroumgebung innerhalb eines Tumors
reagieren konnen, um das Therapeu-
tikum bedarfsgerecht im optimalen
Dosierungsbereich freizusetzen.
Von der Nanomedizin — also der
Anwendung der Nanotechnologie auf
die Medizin — wird nun erwartet, dass
sie uns beim Erreichen dieser Ziele
behilflich sein wird. Nach mehreren Jahrzehnten der tech-
nologischen Entwicklungen riicken nun vielversprechende
Wirkstofftransportsysteme ins Rampenlicht, die auf maf3ge-
schneiderten Nanopartikeln basieren.”? Wie in Abbildung 1
gezeigt, konnen fiir den Wirkstofftransport verwendete Na-
nopartikel ohne Weiteres entweder aus weichen (organischen
und polymeren) oder harten (anorganischen) Materialien
hergestellt werden, wobei die GroBen typischerweise im Be-
reich von 1-100 nm eingestellt werden und die Zusammen-
setzungen/Strukturen so aufgebaut werden, dass sie Antitu-
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Abbildung 1. Zusammenstellung von Nanopartikeln, die als Wirkstofftransporter in der Krebstherapie untersucht wurden, sowie Darstellungen der

biophysikochemischen Eigenschaften.

mormittel in einer Vielzahl von verschiedenen Konfigura-
tionen aufnehmen.® Die physikochemischen Eigenschaften
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Groflen, Formen, Strukturen, Morphologien und Oberfla-
cheneigenschaften maBgeschneidert werden.>’*¢°! Fiir die
Klinik wurden etliche solcher Transportsysteme fiir die
Krebstherapie zugelassen, und viele weitere befinden sich
derzeit in klinischen Studien oder vorklinischer Priifung
(siche Tabelle 1). Es ist zu erwarten, dass nanopartikel-
basierte Therapeutika die Behandlungsergebnisse bei onko-
logischen Erkrankungen signifikant verbessern werden, was
zu deutlichen Umgestaltungen in der Pharmaindustrie fithren
diirfte.”!

Verglichen mit herkommlichen Chemotherapeutika
bietet der Transport von Antitumormitteln iiber eine nano-
partikelbasierte Plattform viele attraktive Eigenschaften.
Dazu gehoren: 1) ein verbesserter Transport von schlecht
wasserloslichen Wirkstoffen und der Transport eines hoch-
dosierten Therapeutikums in die Krebszellen, 2) ein besserer
Schutz des Wirkstoffs vor harschen Umgebungsbedingungen
(z.B. dem stark sauren pH-Wert im Magen oder den Lyso-
somen einer Zelle und den hohen Spiegeln von Proteasen
oder anderen Enzymen im Blutstrom), bevor er sein Ziel
erreicht hat, was zu einer verldngerten Plasmahalbwertszeit
des Wirkstoffs im Blutkreislauf fiihrt, 3) ein zielgerichteter
Transport von Wirkstoffen auf eine zell- oder gewebespezi-
fische Weise, sodass die Behandlungseffizienz maximiert
wird, wihrend systemische Nebenwirkungen gemildert
werden, 4) eine kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen
iiber einen kontrollierbaren Zeitraum mit genauen Dosen
und sogar die Realisierung einer bedarfsgerechten Freiset-
zung unter Verwendung von aufwendigeren, stimulirespon-
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siven Systemen und 5) ein gemeinsamer Transport von meh-
reren Arten von Wirkstoffen und/oder Diagnostika (z.B.
Kontrastmitteln) fiir eine Kombinationstherapie (mit der
moglicherweise =~ Multiwirkstoffresistenzen  iiberwunden
werden konnen) sowie das Auslesen einer Behandlungseffi-
zienz in Echtzeit.™7)

In diesem Aufsatz diskutieren wir zunéchst die dringende
Notwendigkeit von Nanopartikeltrédger fiir den Transport von
verschiedenen Arten (hydrophil, hydrophob und hoch gela-
den) von Antitumormitteln. Dann stellen wir eine Reihe von
Strategien vor, die auf Diffusion, Erosion und stimuli-
responsiver Auslosung zur Steuerung der Freisetzung der
Wirkstoffe aus den Nanopartikeltrdgern basieren. Anschlie-
Bend betrachten wir einige allgemeine Herausforderungen
beim gezielten Transport von Nanopartikeltrdgern unter In-
vitro- und In-vivo-Bedingungen, einschlie8lich Endozytose,
intrazellularem Transport, Bioverteilung, biologischer Ver-
traglichkeit und Abbaubarkeit sowie systemischer Clearance.
Es folgen einige Ausfithrungen zum Design, der Synthese/
Herstellung und Funktionalisierung von Nanopartikeltra-
gern, basierend auf den Anforderungen durch die verschie-
denen Anwendungen. SchlieBlich erldutern wir anhand aus-
gewihlter Beispiele von Nanopartikeltrédgern, darunter Pro-
teinkonjugate, Liposome, Dendrimere sowie aus organischen
Polymeren, Hydrogelen, Phasenwechselmaterialien und aus
anorganischen Materialien bestehende Triager, wie das Kon-
zept der Nanomedizin in materialtechnischer Hinsicht um-
gesetzt wurde.

2. Verschiedene Arten von Antitumorwirkstoffen

Tumortherapeutika konnen nach ihrer Loslichkeit in
Wasser grob in zwei Hauptgruppen unterteilt werden, ndm-
lich hydrophob und hydrophil. Alternativ konnen sie basie-
rend auf ihren elektrostatischen Eigenschaften als hochgela-
dene oder neutrale Wirkstoffe klassifiziert werden (Tabel-
le 2). Bei der Auswahl oder dem Design von Nanopartikeln,
die als Trager fiir eine spezifische Art von Wirkstoff ver-
wendet werden sollen, ist entscheidend, die Eigenschaften
und das Verhalten des Wirkstoffs zu kennen, um eine opti-
male Verkapselungseffizienz sowie das gewiinschte Freiset-
zungsprofil zu erhalten. In diesem Abschnitt beleuchten wir
anhand einer Reihe von Beispielen, welche Herausforde-
rungen sich bei der Verwendung verschiedener Tumorthera-
peutika stellen, und diskutieren dann Strategien, die diese
Hindernisse durch die Verwendung von mafgeschneiderten
Nanopartikeln als Triager potenziell tiberwinden konnen.

2.1. Hydrophobe Wirkstoffe

Die meisten der derzeit klinisch eingesetzten Tumorthe-
rapeutika sind hydrophob, wie beispielsweise Paclitaxel, das
weitverbreitet zur Behandlung von Eierstock-, Brust- und
nichtkleinzelligem Lungenkrebs verwendet wird. Die Frage,
wie ein hydrophober Wirkstoff effizient zu seinem Ziel
transportiert werden kann, war stets eine Herausforderung
und Gegenstand der Forschung. Der Grund hierfiir liegt in

www.angewandte.de
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Tabelle 1: Nanopartikelbasierte Therapeutika in der klinischen Anwendung und in klinischen Studien.

Y. Xia et al.

Handelsname Formulierung Wirkstoff Firma Anwendung Entwicklungs-
stadium
Abraxane Albumin-gebundene Na- Paclitaxel Abraxis Bioscience,  Metastatischer Brustkrebs!"® Zugelassen
nopartikel Inc.
Caelyx PEGyliertes Liposom Doxorubicin Schering-Plough Metastatischer Brust- und Eierstock- Zugelassen
krebs, Kaposi-Sarkom!'"

DaunoXome Liposom Daunorubicin Galen Ltd Kaposi-Sarkom!'2 Zugelassen
DepoCyt Liposom Cytarabin Pacira Pharmaceuti- Lymphom!' Zugelassen
cals, Inc.

Doxil Liposom Doxorubicin Sequus Pharmaceuti- Kaposi-Sarkom!"l Zugelassen
cals, Inc.

Genexol-PM mizellare Polymernanopar- Paclitaxel Samyang Biophar- Brustkrebs!"! Zugelassen

tikel maceuticals
Margibo Liposom Vincristinsulfat Talon Therapeutics,  Lymphoblastische Leukamie ['®l Zugelassen
Inc.

Myocet Liposom Doxorubicin Zeneus Pharma Ltd ~ Metastatischer Brustkrebs!"” Zugelassen
Oncaspar PECylierte Asparaginase Asparaginase Enzon Pharmaceuti-  Akute lymphoblastische Leukamie™ Zugelassen
cals, Inc.

Zinostatin Sti- Poly(styrol-co-maleinsidu- ~ Neocarzinostatin  Astellas Pharma, Inc. Hepatozellulires Karzinom!"! Zugelassen

malamer re)-konjugiertes Neocarzi-
nostatin
NK105 Mizellare Nanopartikel Paclitaxel Nippon Kayaku Co.,  Brustkrebs®™ Phase Il
Ltd
BIND-014 Polymermatrix Docetaxel BIND Therapeutics,  Prostatakrebs!®" Phase Il
Inc.
Genexol-PM Methoxy-PEG-PLA Paclitaxel Samyang Biophar- Eierstock- und Lungenkrebs® Phase Il
maceuticals
CRLX101 Cylodextrin-PEG-Mizelle Camptothecin Cerulean Pharma, Eierstock-/Eileiter-/Peritonealkrebs, Phase /Il
Inc. Mastdarmkarzinom®!
CYT-6091 Goldnanopartikel Tumornekrose- Cytimmune Sciences, Bauchspeicheldriisenkrebs, Melanom,  Phase I/l
faktor-a Inc. Weichteilsarkom, Eierstock- und Brust-
krebs?*l
L-Annamycin Liposom Annamycin Callisto Pharmace-  Akute lymphozytische Leukidmie, akute Phase I/II
uticals, Inc. myeloische Leukdmie!
NL CPT-11 Liposom Irinotecan University of Califor-  Solider Tumor Phase /11
nia, San Francisco
Rexin-G Pathotrope Nanopartikel Dominant-negati-  Epeius Biotechnolo-  Brustkrebs, Osteosarkom ! Phase I/II
ves Cyclin-G1-Kon-  gies
strukt
Anti-EGFR-Im-  Liposom Doxorubicin Universititshospital, ~ Solider Tumor? Phase |
munoliposom Schweiz
Aurolase Goldnanopartikel Nanospectra Biosci- Lungenkrebs, Kopf- und Nackenkrebs® Phase |
ences, Inc.
BikDD-Nanopar- Liposom Pro-apoptotisches  National Cancer In-  Bauchspeicheldriisenkrebs® Phase |
tikel Bik-Gen (BikDD)  stitute
CALAA-01 Cyclodextrin-haltiges Poly-  siRNA Calando Pharmace-  Solider Tumor®" Phase |
mer uticals, Inc.
CRLX301 Cyclodextrin-basiertes Po-  Docetaxel Cerulean Pharma, Solider TumorP4 Phase |
lymer Inc.
DEP-Docetaxel ~ Dendrimer Docetaxel Starpharma Hol- Brust-, Prostata-, Lungen- und Eier- Phase |
dings, Ltd stockkrebs?’!
Docetaxel-PNP  Polymernanopartikel Docetaxel Samyang Biophar- Fortgeschrittene solide Malignititen®  Phase |
maceuticals
TKM-080301 Lipidnanopartikel siRNA National Institutes of Leberkrebs P! Phase |
Health Clinical
Center
C-Dots PEG-beschichtetes SiO, C-dots Development Melanom!®® IND-Zulas-
sung

der Tatsache, dass hydrophobe Wirkstoffmolekiile mogli-
cherweise nicht loslich genug sind, um die wéssrige, eine Zelle
umschlieBende Umgebung zu passieren (z.B. die Korper- und
Gewebefliissigkeiten in vivo) und dann durch die Zellmem-
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bran zu dringen, um schlieBlich intrazelluldre Ziele zu errei-
chen. Auflerdem kann ihre starke Neigung, bei intravendser
Verabreichung zu aggregieren, zu Komplikationen wie Em-
bolien und lokaler Toxizitit fithren."
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Tabelle 2: Derzeit im klinischen Einsatz befindliche Tumortherapeutika.?!

Angewandte

Wirkstoff Klinische Anwendung

Hydrophob

Adriamycin ALL, AML, Wilms-Tumor, Neuroblastom, Weichteil- und Knochensarkome, Brust, Eierstock, Harnblase, Schilddriisen, Magen und
Morbus Hodgkin®*®!

Cisplatin Metastatische Hodentumore, metastatischer Brustkrebs, Glioblastom, Lungen, Lymphom, Analkanal®®

Docetaxel Brust, NSCLC, HRPC, gastrisches Adenokarzinom, SCCHNE®

Etoposid SCLC, GCT, Lymphom, Ewing-Sarkom, Eierstock

Methotrexat Schwangerschaftschoriokarzinom, ALL, Brust, Epidermoidkarzinom des Kopfes und Halses, fortgeschrittene Mykose®®

Paclitaxel Fortgeschrittene Karzinome von Eierstock, Brust, Lunge, Magen, Kopf und Hals, GCT, Harnblase, Urothell*

Hydrophil

Bevacizumab Metastatisches CRC, NSCLC, metastatischer Brustkrebs, Glioblastom, Eierstock-, Nierenzellkarzinomt"

Cetuximab Metastatische kolorektale und nichtkleinzellige Lungenkarzinomel*2

Cyclophosphamid Maligne Lymphome, Morbus Hodgkin, lymphozytisches Lymphom, CLL, CML, ALL, AML, Osteosarkom, GCT*’!

Gemcitabin Brust, NSCLC, Bauchspeicheldriise, Eierstock, Gallenblase, Lymphom, Harnblase!*!

Ibritumomab B-Zellen-Non-Hodgkin-Lymphom!**!

ALLHE
Metastatisches Kolorektalkarzinom!

L-Asparaginase

Panitumumab 47]

Rituximab CD20-positives B-Zellen-Non-Hodgkin-Lymphom!*!
Tositumomab CD20-positives B-Zellen-Non-Hodgkin-Lymphom!*’!
Transtuzumab Metastatischer Brustkrebs®®

Hoch geladen
DNA
siRNA/miRNA

keine klinische Anwendung
keine klinische Anwendung

[a] ALL (akute lymphoblastische Leukamie), AML (akute myeloische Leukdmie), CLL (chronische lymphozytische Leukdamie), CML (chronische
myeloische Leukidmie), CRC (kolorektales Karzinom), GCT (Granulosazelltumor), HRPC (hormonrefraktires Prostatakarzinom), NHL (Non-Hodgkin-
Lymphom), NSCLC (nichtkleinzelliges Lungenkarzinom), SCCHN (squamous cell carcinoma of the head and neck, Plattenepithelkarzinom), SCLC

(kleinzelliges Lungenkarzinom).

Ein effektiver Ansatz zur Uberwindung der schlechten
Wasserloslichkeit eines hydrophoben Wirkstoffs ist dessen
Verkapselung in einem nanopartikelbasierten Tréiger. Die
Hauptanforderung an den Tréger ist eine gute Beladungska-
pazitdt fiir den hydrophoben Wirkstoff, was sich einfach
durch die Verwendung eines hydrophoben oder amphiphilen
Materials erfiillen ldsst.”’"! So wurden eine Vielzahl ver-
schiedener Trdager zum Transport von hydrophoben Wirk-
stoffen entwickelt, einschlieBlich solcher, die auf Polymer-
mizellen oder Polymernanopartikeln basieren.>* Zum Bei-
spiel zeigten Allen und Mitarbeiter, dass die Konzentration
von ML220 (einem hoch hydrophoben Arylimidazol-Wirk-
stoff) in einem wéssrigen Medium um das mehr als 50000-
fache erhoht werden konnte, wenn es in einem Liposom-ba-
sierten Triger verkapselt wurde.’® Park und Mitarbeiter
fanden, dass nanoskopische Mizellen auf der Basis von am-
phiphilen Blockcopolymeren als Trager zum Transport von
schlecht wasserloslichen Wirkstoffen (wie etwa Paclitaxel)
dienen konnen, was die Wirkstoffkonzentration in einem
wissrigen Medium signifikant um das mehr als 1000-fache
erhoht.* Eine dhnliche Verbesserung wurde auch mit festen
Nanopartikeln beobachtet, die aus biologisch vertriglichen
und abbaubaren Polymeren hergestellt wurden."!

2.2. Hydrophile Wirkstoffe

Hydrophile Wirkstoffe, einschlieBlich Biomakromolekii-
len (z.B. Proteine, Peptide und Nucleinsiuren)®® sowie
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kleinen Molekiilen,” spielen ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Behandlung von verschiedenen Krebsarten. Zum
Beispiel wird Trastuzumab, ein monoklonaler Antikorper,
der mit dem humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Re-
zeptor 2 (HER?2) interferiert, bereits seit vielen Jahren rou-
tinemiBig zur Behandlung von Brustkrebs im frithen und
metastasierenden Stadium eingesetzt. Ein anderes Beispiel ist
Gemcitabin, ein Nucleosid-Analogon, das zur Behandlung
von Blasen-, Bauchspeicheldriisen-, Eierstock-, Brust- und
nichtkleinzelligem Lungenkrebs eingesetzt wird. Der Einsatz
von hydrophilen Wirkstoffen wird durch zahlreiche Hinder-
nisse beeintréachtigt, wie etwa eine schlechte Aufnahme durch
die Zellen aufgrund der Unfihigkeit, die lipidreichen, hy-
drophoben Zellmembranen zu passieren, eine geringe Bio-
verfiigbarkeit als Folge ihrer geringen Stabilitit gegen pro-
teolytischen und hydrolytischen Abbau sowie eine kurze
Halbwertszeit im Kreislaufsystem.*>"

Um diese Hiirden zu umgehen, wurden Nanopartikel als
Trager untersucht, um hydrophile Wirkstoffe zu verkapseln
und zu transportieren. Ahnlich wie bei hydrophoben Wirk-
stoffen stellt auch hier die Beladungseffizienz einen der
Hauptaspekte dar, den es zu beriicksichtigen gilt, da die
Gesamtdosierung erhoht werden muss, wenn Nanopartikel
mit geringen Wirkstoffgehalten verabreicht werden.” Be-
riicksichtigt man die hydrophobe Natur der meisten Mate-
rialien, die zur Herstellung der Triager verwendet werden, ist
die Beladung solch eines Transportsystems mit hydrophilem
Wirkstoff gelegentlich recht kompliziert, und zwar aufgrund
der schlechten Mischbarkeit der beiden Phasen. Daher
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wurden zahlreiche Ansétze entwickelt, um die Beladungs-
effizienz von hydrophilen Wirkstoffen zu verbessern. Zum
Beispiel ersetzten Hall und Mitarbeiter 5-Fluoruracil (5-FU,
ein hydrophiles Pyrimidin-Analogon zur Krebsbehandlung)
durch 1-Alkylcarbonyloxymethyl (ein amphiphiles Prodrug
von 5-FU) und erhohten so die Wirkstoffbeladung von 3.68 %
auf 47.23%.1! Fattal und Mitarbeiter entdeckten, dass die
Einstellung des pH-Werts der duBeren wissrigen Phase auf
den isoelektrischen Punkt eines Proteinwirkstoffs die Wirk-
stoffbeladung erhohen konnte.*'! Xu und Mitarbeiter zeigten,
dass die elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkun-
gen zwischen Lipidoiden und einem Proteinwirkstoff ver-
starkt werden konnten, um die Bildung von Protein-Lipidoid-
Komplexen und so die intrazelluldre Freisetzung zu erleich-
tern.’” Des Weiteren fanden McGinity und Mitarbeiter, dass
ein weniger hydrophiles, organisches Losungsmittel in der
Olphase die Freisetzung der eingekapselten hydrophilen
Wirkstoffe in die duBere Wasserphase verhindern konnte.*”
Einige dieser Modifizierungen tragen zudem dazu bei, die
schlechte Verteilung einiger hydrophiler Wirkstoffe in Na-
nopartikeln zu umgehen, die hédufig zu einer raschen Frei-
setzung des Wirkstoffs fiihrt.[*)

2.3. Hoch geladene Wirkstoffe

Auf DNA, siRNA und microRNA basierende Gen-The-
rapeutika stellen eine besondere Klasse von hydrophilen
Wirkstoffen mit hohen Ladungsdichten dar. Von ihnen wird
erwartet, dass sie als leistungsstarke Molekulartherapie zur
Behandlung verschiedenster Krankheiten dienen werden.*"
Diese Wirkstoffe weisen alle Eigenschaften eines hydrophilen
Wirkstoffs auf, wie etwa geringe zelluldre Aufnahme und
schneller Abbau im physiologischen Medium. Zusitzlich wird
die systemische Verabreichung dieser Therapeutika durch
Hemmnisse wie etwa eine schnelle Clearance durch das mo-
nonukledre Phagozytensystem (MPS) und Nierenfiltration
erschwert. Es ist zu betonen, dass in der Gentherapie bisher
kein klinischer Erfolg erzielt wurde. In gewissem Sinne bleibt
der effiziente Transport dieser hoch geladenen Substanzen
durch geeignete Trager ein Haupthindernis, um einen thera-
peutischen Nutzen zu erzielen.®!

Derzeit basieren das Beladen und die Abgabe von Gen-
Wirkstoffen auf den elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den hoch geladenen Nucleinsduren und den Nano-
partikeltrdgern. Da die Nucleinsduren unter physiologischen
Bedingungen gewohnlich negativ geladen sind, sollten ver-
niinftigerweise positiv geladene Trager verwendet werden,
wie etwa Liposome oder aus kationischen Baueinheiten be-
stehende Polymerpartikel, um die Beladungseffizienz zu
verbessern.” Dazu haben Wang und Mitarbeiter ein positiv
geladenes Mizellensystem entwickelt, das aus amphiphilen
und kationischen Triblockcopolymeren besteht, die siRNA
fiir einen intrazelluldren Transport wirksam immobilisieren
konnten.”) Ungliicklicherweise verursachen einige dieser
Nanopartikel mit Toxizitdt und Immun- oder Entziindungs-
antworten einhergehende Probleme,® was beim Design der
nichsten Generation von Trégern beriicksichtigt werden
muss. Eine direkte Konjugation eines Gen-Wirkstoffs an die
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Oberfldche eines Nanopartikeltragers wurde als weiterer ef-
fektiver Ansatz vorgestellt.[®) Durch die Immobilisierung von
Nucleinsduren auf der Oberfliche kann die Komplexitit
eines Beladungsprozesses im Vergleich zu Verkapselungs-
methoden verringert werden. In einem Beispiel haben Mirkin
und Mitarbeiter Au-Nanopartikel zunéchst mit einer Schicht
von kurzen DNA-Ketten beschichtet, die spezifisch entwor-
fene Sequenzen enthielten. Unter Verwendung dieser DNA-
beschichteten Au-Nanopartikel konnten sie dann eine Ziel-
DNA oder eine interessierende siRNA fiir einen wirksamen
Transport der Therapeutika immobilisieren.®

3. Verfahren zur kontrollierten Freisetzung

Der Einbau von Wirkstoffmolekiilen in einen Nanopar-
tikeltrager oder auf dessen Oberflache ermoglicht eine kon-
trollierte Freisetzung, was im Vergleich zu herkommlichen,
auf freien Wirkstoffen basierenden Dosierungsformen viele
Vorteile bietet. Zum Beispiel kann dies die zeitliche oder
rdumliche Prisentation eines Wirkstoffs im Korper verbes-
sern, den Wirkstoff vor einem physiologischen Abbau oder
Eliminierung schiitzen, die Toxizitdt gegeniiber gesunden
Geweben und Organen verringern und die Therapietreue des
Patienten sowie die Nutzungsfreundlichkeit erhohen. Es
wurden grofle Anstrengungen beim Design und der Ent-
wicklung von nanopartikelbasierten Systemen zur kontrol-
lierten Freisetzung unternommen,”” und die Funktionsweise
kann in zwei Hauptkategorien eingeteilt werden: verzogerte
und stimuliresponsive (d.h. , intelligente*) Freisetzung. Hier
werden wir nur die allgemeinen Grundlagen der kontrollier-
ten Freisetzung diskutieren, die sich ohne Weiteres auf na-
nopartikelbasierte Trager iibertragen lassen.

3.1. Verzogerte Freisetzung

Die verzogerte Freisetzung zielt darauf ab, einen Wirk-
stoff mit einer festgelegten Geschwindigkeit iiber einen lin-
geren Zeitraum abzugeben. Diese Freisetzungsart ist kritisch
bei Wirkstoffen, die nach der Verabreichung rasch metabo-
lisiert und aus dem Korper ausgeschieden werden. Die ver-
zogerte Freisetzung kann den Wirkstoff im Plasma oder
Zielgewebe auf einem konstanten Spiegel halten, indem die
Geschwindigkeit der Wirkstofffreisetzung an die Geschwin-
digkeit der Wirkstoffausscheidung angepasst wird. Im Falle
einer Krebstherapie ist die Aufrechterhaltung einer Wirk-
stoffkonzentration innerhalb des therapeutischen Fensters fiir
den Patienten von klinischem Nutzen.

Sobald sie in der wissrigen Korperfliissigkeit gelost sind,
konnen die meisten Wirkstoffe mit der Fliissigkeit transpor-
tiert werden, um rasch zu den Zielrezeptoren zu gelangen.
Ein Ansatz zum Erreichen einer verzogerten Freisetzung ist,
die Wirkstoffmolekiile iiber einen kontrollierbaren Zeitraum
an einem Eintreten in die wéssrige Umgebung zu hindern.
Wie in Abbildung 2 gezeigt, kann diese Hinderung realisiert
werden, indem die Diffusion der Wirkstoffmolekiile durch
eine unlosliche Polymerschale oder Matrix gesteuert wird
oder indem einfach die Abbaugeschwindigkeit des Trigers
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Abbildung 2. Darstellung der drei Hauptmechanismen zum Erreichen
einer kontrollierten Wirkstofffreisetzung: a,b) Diffusion durch eine un-
|6sliche Polymerschale oder -matrix und c) Erosion einer Polymerma-
trix. Wiedergabe nach Lit. [71b] mit freundlicher Genehmigung, Copy-
right 2010 Springer.

gesteuert wird.""! Die Freisetzungsmechanismen und die
entsprechenden mathematischen Modelle wurden umfassend
untersucht, und es existieren zahlreiche Ubersichten dazu.[”

3.1.1. Diffusionskontrollierte Freisetzung

Bei der diffusionskontrollierten Freisetzung werden die in
ein Nanopartikel geladenen Wirkstoffmolekiile durch eine
Barriere, die von einem unldslichen Material gebildet wird
(typischerweise einem organischen Polymer), an einem Ein-
tritt in die wéssrige Umgebung gehindert. Im Allgemeinen
kann eine diffusionskontrollierte Freisetzung unter Verwen-
dung eines Reservoir- oder Matrix-basierten Systems reali-
siert werden.[™ Wie der Name schon sagt, besteht ein reser-
voirbasiertes System aus einem den Wirkstoff enthaltenden
Kern-Reservoir und einer das Reservoir umgebenden Mem-
bran (Abbildung2a). Das Konzept dieses Freisetzungssys-
tems kann ohne Weiteres auf nanoskopische Tréager erweitert
werden, indem man zu kolloidalen Hohlpartikeln iibergeht.”
Typischerweise konnen die anfangs in das Reservoir gelade-
nen Wirkstoffmolekiile nur durch die Membran nach auflen
diffundieren. Die Wirkstofffreisetzungsgeschwindigkeit wird
durch die physikochemischen Eigenschaften der Membran
und des geladenen Wirkstoffs sowie die Dicke der Membran
bestimmt. Trotz der Einfachheit des Freisetzungsmechanis-
mus und der Moglichkeit, einen stationidren Freisetzungs-
prozess zu erreichen, weisen die Systeme auf Polymermem-
branbasis einen entscheidenden Nachteil auf, und zwar den
eines unerwiinschten Austritts aus kleinen Lochern und
Rissen, die sich in der Membran bilden koénnen.™ Kiirzlich
wurden aus anorganischen Materialien bestehende, hohle
Nanopartikel fiir einen Wirkstofftransport bei der Krebsthe-
rapie entwickelt.™ Zum Beispiel konnten Fe;O,-Hohlnano-
partikel mit Poren einer Grof3e von rund 3 nm Cisplatin durch
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die Poren iiber einen diffusionskontrollierten, langsamen
Prozess freisetzen. Die portse Schale war mechanisch und
physiologisch stabil.””!

Bei einem matrixbasierten System (Abbildung 2b), das
am umfassendsten untersucht wurde, werden die Wirkstoff-
molekiile gleichméBig in dem Tréiger dispergiert, der aus
einem wasserunloslichen Polymer wie etwa Polyurethan
(PUA) und Poly(methylmethacrylat) (PMMA) hergestellt
wird. Dieses System zeigt typischerweise zu Beginn eine
merkliche Freisetzung (sogenannter ,Burst Release“, eine
schlagartige Freisetzung), eine Folge der Desorption von auf
der Oberfldche der Nanopartikel absorbierten Wirkstoffmo-
lekiilen.”® Im Anschluss daran ist die Freisetzung verzogert,
da es seine Zeit braucht, bis die Wirkstoffmolekiile innerhalb
der Polymermatrix an die Oberflidche diffundiert sind. Dieser
Verzogerungseffekt ist bei kugelformigen Trégern ausge-
prégter, da die Anzahl von verfiigbaren Wirkstoffmolekiilen
mit dem Abstand von der Oberfliche abnimmt."">7! In einer
Studie wurde gezeigt, dass PUA-Nanopartikel geladenes
Doxorubicin im Verlauf einer 6-tdgigen Inkubation nur zu
40% freisetzen.”! Ebenso wurden iiber einen Zeitraum von
28 Tagen nur 35% des verkapselten Docetaxel (Dtxl) aus
PCL-Tween-80-Nanopartikeln freigesetzt.["

3.1.2. Erosionskontrollierte Freisetzung

In den letzten Jahren haben aus erodierbaren oder ab-
baubaren Polymeren hergestellte Nanopartikeltrager (Ab-
bildung 2¢) viel Aufmerksamkeit auf sich gezogen, da sie
nach der vollstindigen Freisetzung des Wirkstoffs keine
Riickholung oder weitere Manipulation erfordern.’ Das
Muster der Wirkstofffreisetzung kann gesteuert werden,
indem die Erosionskinetik des Nanopartikels durch sorgfl-
tige Auswahl von Polymeren und Verkapselungstechniken
maBgeschneidert wird.""

Zur Formulierung der erodierbaren Polymernanopartikel
wurden zahlreiche biologisch abbaubare Polymere verwen-
det, und zwar sowohl synthetische als auch natiirliche. Syn-
thetische Polymere haben den Vorteil, dass sie vorher gela-
dene Wirkstoffe {iber Zeitrdume von Tagen bis hin zu meh-
reren Wochen verzogert freisetzen konnen. Représentative
Beispiele umfassen Polyester wie z.B. Poly(milchsdure)
(PLA), Poly(glycolsidure) (PGA) und Poly(lactid-co-glycolid)
(PLGA). Diese Polymere werden iiber die hydrolytische
Spaltung der Esterbindung zwischen Milch- und Glycolsdure
abgebaut, die ihrerseits ohne Weiteres vom Koérper metabo-
lisiert werden konnen und als Kohlendioxid und Wasser
ausgeschieden werden.™ Wihrend des Hydrolyseprozesses
wird die Erosionsgeschwindigkeit dadurch bestimmt, wie gut
die Wassermolekiile an die Polymermatrizes gelangen (d.h.
von der Hydrophilie der Polymere). Des Weiteren hingt die
Hydrolyse von den lokalen Konzentrationen von Protonen-
donoren und -akzeptoren ab. Da die abgebauten Monomere
bestimmter Polymere (z.B. PLA, PGA und PLGA) saure
Protonen liefern, kann ihre Abbaugeschwindigkeit bei Ak-
kumulation dieser sauren Produkte selbstbeschleunigend
sein.®! Die Geschwindigkeit der Polymererosion lisst sich
auch durch die Zugabe von externen sauren oder basischen
Hilfsstoffen regulieren.
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Die Polymererosion kann iiber einen Oberflichen- oder
Bulkmechanismus ablaufen.® Oberflichenerosion findet
statt, wenn die Erosion schneller ist als der Wasserdurchtritt
in das Volumen des Polymers. Dies gilt als bevorzugter Ero-
sionsmechanismus fiir den Wirkstofftransport, da unter Ver-
wendung eines sehr diinnen Polymers oder durch Konstant-
halten der Oberfliche des Trigers eine stabile Wirkstofffrei-
setzung reproduzierbar erreicht werden kann. Ein gutes
Beispiel von an der Oberfliche erodierenden Polymeren ist
Polyanhydrid,*! dessen auBergewshnliche Hydrophobie den
Wasserdurchtritt verzogert, wiahrend dessen hoch labile
Gruppen bei einer Begegnung mit Wassermolekiilen rasch
hydrolysieren.

Eine Bulkerosion findet statt, wenn Wassermolekiile
schneller vom Polymer aufgesogen werden, als die Erosion
verlauft."V! In diesem Fall treten in der ganzen Matrix Ket-
tenspaltungen auf, was zu einem sehr komplexen Abbau-/
Erosionsprozess beim Polymer fiihrt. Polyester, die am hiu-
figsten als biologisch abbaubare Polymere fiir eine kontrol-
lierte Freisetzung verwendet werden, zeigen eine Bulkerosi-
on. Die Freisetzung des Wirkstoffs aus solchen Bulkerosion
zeigenden Polymeren verlduft gewohnlich in drei Stufen. In
der ersten Stufe wird Wirkstoff aus der Oberfliche oder aus
Poren freigesetzt, die mit der Oberfliche verbunden sind.
Wihrend der zweiten Stufe wird der verbliebene Wirkstoff in
einer langsamen bis mittleren Geschwindigkeit freigesetzt,
wihrend sich das Polymer allméhlich abbaut. In der letzten
Stufe wird der gefangene Wirkstoff bei vollstandiger Zersto-
rung der Polymermatrix rasch freigesetzt.

In der Praxis ist die Freisetzung von Wirkstoffmolekiilen
aus Nanopartikeln, die aus einem erodierbaren Polymer
hergestellt wurden, sehr viel komplexer als eine auf Diffusion
basierende Freisetzung, da verschiedene Freisetzungsmecha-
nismen gleichzeitig beteiligt sein konnen. Bei Nanopartikel-
formulierungen mit groBen spezifischen Oberfldchen hat sich
gezeigt, dass Bulk- und Oberfldchenerosion gleichzeitig auf-
treten. Eine weitere Diskussion dieses Systems in der
Krebstherapie findet sich in Abschnitt 6.3.

3.2. Stimuliresponsive Freisetzung

Es gibt viele klinische Situationen, in denen Behandlun-
gen erforderlich sind, die {iber eine nachhaltige, kontinuier-
liche Freisetzung von Wirkstoffen hinausgeht.*”! Studien zur
Chronopharmakologie deuten darauf hin, dass die Entste-
hung bestimmter Krankheiten, wie etwa die Tumorgenese
oder das Fortschreiten von Krebs, eine starke zirkadiane
Abhingigkeit zeigt.® Die Behandlung solcher Krankheiten
erfordert intelligente Kontrollen von Wirkstofffreisetzungs-
mustern und -profilen als Antwort auf die physiologischen
Bedingungen in vivo oder auf externe Reize.® Im Hinblick
auf das biologische System konnen die zum Auslésen der
Freisetzung eines Wirkstoffs genutzten Reize grob in entwe-
der innere (z.B. Variation des pH-Werts oder der Konzen-
trationen von Tonen, kleinen Molekiilen oder Enzymen)%*!
oder duBere Reize (z.B. Licht, Ultraschall, elektrisches Feld,
Magnetfeld und Wérme, die iiblicherweise auch als physika-
lische Reize bezeichnet werden) unterteilt werden.0s¢-%1
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Im Prinzip kann die schnelle Reaktion eines Wirkstofftrans-
portsystems auf einen Reiz zur Echtzeit-Manipulation der
Wirkstoffdosierung und dariiber hinaus fiir eine bedarfsge-
rechte Wirkstoffabgabe genutzt werden. Ein breites Spek-
trum von stimuliresponsiven Materialien sowie deren genaue
Mechanismen bei der kontrollierten Freisetzung wurde an
anderer Stelle umfassend besprochen."?! In den folgenden
Abschnitten betrachten wie lediglich einige beispielhafte sti-
muliresponsive Freisetzungssysteme, die in der Krebstherapie
genutzt werden.

3.2.1. pH-Sensitive Freisetzung

Die Verinderung des pH-Werts im Zusammenhang mit
einer pathophysiologischen Situation wie etwa Krebs oder
einer Entziindung wurde bereits intensiv genutzt, um die
Freisetzung eines Wirkstoffs in einem spezifischen Organ
(z.B. dem gastrointestinalen Trakt oder der Vagina) oder im
intrazelluldren Kompartiment (z.B. Endosom oder Lysosom)
auszulosen.™ Viele Transportsysteme nutzen dabei die Un-
terschiede im pH-Wert, die zwischen gesunden Geweben
(etwa 7.4) und der extrazelluldren Umgebung fester Tumore
(6.5-6.8) existieren. Ein Ansatz ist, als Nanopartikeltrager
Polymere mit funktionellen Gruppen zu verwenden, die als
Reaktion auf eine pH-Veridnderung ihre Ladungsdichte ver-
andern konnen. Nambhafte Beispiele umfassen Poly(acryl-
amid) (PAAm), Poly(acrylsidure) (PAA), Poly(methacryl-
sidure) (PMAA), Poly(methylacrylat) (PMA), Poly(diethyl-
aminoethylmethacrylat) (PDEAEMA) und Poly(di-
methylaminoethylmethacrylat) (PDMAEMA). Bei Verwen-
dung dieser Polymere kann sich die Struktur und
Hydrophobie der Nanopartikeltrdger aufgrund von Proto-
nierung oder Deprotonierung dndern.””

Abbildung 3 zeigt schematisch, wie sich die Polymerket-
ten als Reaktion auf die Verdnderung des pH-Werts entweder
ausdehnen oder zusammenfallen, wodurch Verénderungen
der elektrostatischen Wechselwirkungen verursacht werden,
die wiederum eine pH-abhéngige Freisetzung der Wirkstoff-
molekiile ermoglichen.”® Zum Beispiel kénnen von
Blockcopolymeren abgeleitete Mizellen den vorher gelade-
nen Wirkstoff freisetzen, wenn der pH-Wert veridndert wird
(Abbildung 3a). Eine Moglichkeit, die Freisetzung auszulo-
sen, ist die Verringerung der elektrostatischen Wechselwir-
kungen zwischen einem positiv geladenen Wirkstoff (wie
etwa Doxorubicin) und einem gegensitzlich geladenen
Blockcopolymer durch Protonierung der Carboxylatgruppen
des Blockcopolymers.®! Gegeniiber pH-Werten sensitive
Polymerketten konnen auch in Liposome eingebaut werden,
um die Durchléssigkeit der Phospholipid-Doppelschichten
pH-abhingig zu machen (Abbildung 3b).*! Zum Beispiel
induziert die Protonierung von Poly-2-vinylpyridin(P2VP)-
Blocken bei pH 4.9 eine Ruptur der Membran von PEG-b-
P2VP-Polymersomen, was die Freisetzung des verkapselten
Wirkstoffs auslost.”” Hydrogel-Nanopartikel konnen eben-
falls fiir eine pH-sensitive Freisetzung verwendet werden,
wobei Verdnderungen des Protonierungs-/Deprotonierungs-
grads zu einem Aufquellen und/oder Schrumpfen fithren, was
die Freisetzung von Wirkstoffmolekiilen auslost (Abbil-
dung 3¢).”! Zum Beispiel haben Bae und Mitarbeiter die
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(HPMA) synthetisiert, ein mit Hy-
drazongruppen konjugiertes Poly-
mer zur Bindung von Doxorubicin.
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Abbildung 3. Durch pH-Anderung ausgeléste Wirkstofffreisetzung aus einer Polycarboxylat-haltigen
Polymermizelle, einem Liposom und einer Hydrogelnanokugel. a) Protonierung (links) oder Deproto-
nierung (rechts) fithrt zur Zerstérung der Polymermizelle. b) Protonierung induziert den Kollaps der
polyanionischen Ketten, wodurch die Liposomschale undicht wird und so den Ausstrom des Wirk-
stoffs aus dem Liposom begiinstigt. c) Deprotonierung fiihrt zu einem Aufquellen der Hydrogel-
matrix, was eine Wirkstofffreisetzung aus der Nanokugel bewirkt. Wiedergabe nach Lit. [98a] mit

freundlicher Genehmigung, Copyright 2012 Elsevier.

Synthese eines selbstorganisierten, pH-responsiven Hydro-
gels vorgestellt. Bei Beladung mit Doxorubicin zeigte dieses
System eine Erhohung der Toxizitit bei pH 6.8, was dhnlich
dem pH-Wert innerhalb des Tumorgewebes ist.’”’! Ein wei-
terer Ansatz ist der Einbau von spaltbaren Bindungen in den
Nanopartikeltridger. Die spaltbaren Bindungen koénnen ge-
spalten werden, um die Wirkstoffmolekiile, die an den Tréger
konjugiert oder darin verkapselt sind, direkt freizuset-
zen %1 Abbildung 4 zeigt eine unvollstindige Liste von
spaltbaren Bindungen, die in ein Polymer eingebaut werden
konnen. Im Falle von Polymer-Wirkstoff-Konjugaten wurden
pH-sensitive Verbindungen wie etwa Hydrazon, Hydrazid
und Acetal verwendet, um Wirkstoffmolekiile direkt an das
Polymer zu binden. Dazu haben Rihovéd und Mitarbeiter N-

(0]
N R R N R N R
R1/ \z\l/ 3 1\N/ ;\\( 3 R1)kN/ a\j/ 3
R, H R, H R,
Imin Hydrazon Hydrazid
(PH<5-7) (PH<5) (pH < 5)
0059
Rz Ra Ry H Ri< )K;i
R NG TR R G R N~
1\0/}_40/ 2 1\0%0/ 2 H
Ketal Acetal (Di)methylmaleat
(pH<4-5) (pH<4-5) (pH < 6.8)
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ISNERYT R 0”7 2 RENT z
H H
Carbamat Ester Amid
(Esterase) (Esterase) (Amidase)

Abbildung 4. Spaltbare Linker, die zu einer stimuliresponsiven Wirkstofffreisetzung verwen-
det wurden. Die gepunkteten Linien geben die jeweiligen Bindungen an, die in dem betref-
fenden Molekiil bei Aktivierung durch den entsprechenden, in der Klammer angegebenen

Stimulus gespalten werden. Wiedergabe nach Lit. [70d] mit freundlicher Genehmigung, Co-

pyright 2012 Elsevier.
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verkniipftes Dendrimer konjugier-
tes Doxorubicin auf eine pH-sensi-
tive Weise freigesetzt. Die Freiset-
zung war bei pH 5 rasch beendet
und erreichte innerhalb von 48 h
100%.1%1 Kratz und Mitarbeiter
entwickelten ein sauer spaltbares
Doxorubicin-Prodrug, das von
dendritischem Polyglycerin abge-
leitet wurde. Die Verwendung von
Hydrazon-Bindungen fiithrte zu
einer dramatischen Veridnderung
der Wirkstofffreisetzung zwischen
pHS und 6." Ein Polymer mit
einem sauer abbaubaren Grundge-
riist wurde iliber Terpolymerisation von PEG, Divinylether
und Serinol erhalten. Die anhidngenden Aminogruppen
konnten fiir die Konjugation von Doxorubicin an das Poly-
mergrundgeriist genutzt werden.'"”” In einem weiteren Bei-
spiel wurden sauer abbaubare Bindungen wie z.B. labile
Hydrazonbindungen genutzt, um die Freisetzung eines
Wirkstoffs auszulosen. Solch ein Linker erméglicht die Bin-
dung von Doxorubicin an den hydrophoben Block eines
amphiphilen Polymers.['*”!

3.2.2. Enzymsenisitive Freisetzung

Enzyme fiithren in unserem Korper viele verschiedene,
wichtige Funktionen aus. Zum Beispiel konnen sie Polymer-
ketten kovalent verkniipfen, um selbstorga-

nisierte Strukturen zu erzeugen. Sie konnen

R1\O/N§/R3 auch bestimmte Bindungen spalten, was
R, einen Abbau oder eine Zerstorung der

Oxim Strukturen verursacht."™ Letztere Enzym-

(pH < 5) reaktionen konnen genutzt werden, um die
Freisetzung eines Wirkstoffs auszulosen.

Noch geschickter ist, dass die verdnderte

R(S?‘:S/RZ Eig;fjizihjl?es s.pez.ifischen Enzyr.ns im
¢ mit einem pathologischen

Zustand genutzt werden kann, um eine en-
zymvermittelte Wirkstofffreisetzung nur am
gewiinschten biologischen Ziel zu errei-

Disulfid

o) chen.[*%!

Ein enzymsensitives Freisetzungssystem
enthilt entweder ein Geriist, dessen Struktur
gegen den Abbau durch ein spezifisches
Enzym anfillig ist, oder eine Bindung zwi-
schen dem Wirkstoff und dem Trédger als
Produkt einer enzymatischen Reaktion [
Am verbreitetsten werden fiir solche An-
wendungen Hydrolasen eingesetzt, die ko-
valente Bindungen spalten oder bestimmte

(UV-Licht)
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chemische Gruppen modifizieren konnen, indem das
Gleichgewicht zwischen elektrostatischen, hydrophoben und
Van-der-Waals-Kriften, m-m-Wechselwirkungen oder Was-
serstoffbriicken verindert wird.'"*1%! Zum Beispiel kénnen
Proteasen die Freisetzung eines iiber eine Peptidbindung an
einen Trdger gebundenen Wirkstoffs induzieren; Glycosid-
asen konnen die Freisetzung eines Polysaccharid-basierten
Trigers auslosen; Lipasen konnen die Wirkstofffreisetzung
erleichtern, indem sie die Phospholipid-Baueinheiten in
einem Liposom hydrolysieren, und Hydrolasen kénnen ver-
wendet werden, um den Aufbau und Abbau von anorgani-
schen Nanopartikeln sowie den Abbau eines ,,Gatekeeper*-
Materials zu steuern, das die Poren eines Trdgers blo-
ckiert.'®*1% AyBerdem wurden Kinasen und Phosphatasen
verwendet, um reversibel kovalente Bindungen zu spalten/zu
bilden, um so die Freisetzung eines Wirkstoffs wahlweise an-
und abzuschalten.!"”

Enzymresponsive Wirkstofftransportsysteme wurden in
Form von Vesikeln (Mizellen und Liposome), Hydrogel-Na-
nopartikeln und porosen Siliciumdioxid-Nanopartikeln mit
einer enzymsensitiven Polymerbeschichtung als Gatekeeper
entworfen und hergestellt.'%10%1%1 Sje a]le erwiesen sich als
vielversprechend, um eine spezifische Freisetzung am Ent-
ziindungsort und innerhalb einer Tumorzelle zu erreichen. In
kiirzlich verdffentlichten Studien wurden kurze Peptide mit
durch Matrix-Metalloproteinasen (MMP) spaltbaren Se-
quenzen als Linker zwischen Polyethylenglykol(PEG)-
Ketten und Liposomen,'”! Polymer-Nanopartikeln'”! oder
Eisenoxid-Nanopartikeln verwendet.''! Die Spaltung der
PEG-Schale in der Mikroumgebung des Tumors fiihrte zu
einer Exposition des bioaktiven Oberflichenliganden, was
das Eindringen der nanogrofen Trédger in die Zellen ver-
stiarkte. Dieser Ansatz erlaubte eine systemische Verabrei-
chung von mit siRNA beladenen Nanopartikeln mit einer
70%igen Genabschaltungseffizienz bei tumortragenden
Miusen.'™  Mesopordse  Siliciumdioxid-Nanopartikel
(MSN), die mit Polysaccharid-Derivaten gepfropft wurden,
zeigten eine spezifische Abgabe von Doxorubicin durch die
Lysosom-vermittelte Spaltung der Glycosidbindungen und
Verkiirzung der Polysaccharid-Kettenldngen.**!"¥! Gu und
Mitarbeiter stellten kiirzlich Nanopartikel aus Peptiddendri-
meren her, die iiber einen enzymresponsiven Tetrapeptid-
Linker, Gly-Phe-Leu-Gly (GFLG), mit Doxorubicin konju-
giert waren. Die Nanopartikel zeigten eine bessere Antitu-
morwirkung invivo als freies Doxorubicin in gleicher
Dosis."*

3.2.3. Thermoresponsive Freisetzung

Die Freisetzung mittels thermischer Reize zdhlt zu den am
umfassendsten untersuchten Strategien fiir einen intelligen-
ten Wirkstofftransport, da sie den lokalen Temperaturanstieg
aufgrund der pathologischen Bedingung (z.B. Tumor, Ent-
ziindung oder Infektion) ausnutzen konnen. Eine Freisetzung
durch thermische Reize beruht auf einer abrupten Veridnde-
rung der physikalischen Eigenschaften eines temperatur-
empfindlichen Materials. Solch eine abrupte Reaktion kann
die Freisetzung eines Wirkstoffs auslosen, wenn die Tempe-
raturverdnderung lokal um den Trdger herum erfolgt. Der

www.angewandte.de

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Y. Xia et al.

Temperaturbereich, innerhalb dessen das Wirkstofftrans-
portsystem aktiviert wird, sollte zwischen 37 und 42°C ge-
halten werden, da Temperaturen oberhalb dieses Bereichs zu
einer Proteindenaturierung oder Funktionsverlust fiih-
ren.[ﬁQd,llS]

Temperaturresponsive Wirkstofftransportsysteme basie-
ren iiblicherweise auf Liposomen oder Nanopartikeln, die aus
temperaturempfindlichen Polymeren bestehen. Bei Liposo-
men ist die thermische Empfindlichkeit gewohnlich eine
Folge von Konformations-/Strukturverdnderungen im Zu-
sammenhang mit den aufbauenden Lipiden, um Verdnde-
rungen der Durchldssigkeit der Lipiddoppelschichten zu in-
duzieren." Thermosensitive Liposome (TSL) stellen ein
zukunftsweisendes System fiir Wirkstofftransportanwendun-
gen im Hinblick auf die Krebstherapie dar. Mit Doxorubicin
beladene TSL (ThermoDox, Celsion Corporation) werden
derzeit in klinischen Studien der Phase II zur Behandlung von
Brustkrebs und kolorektalen Lebermetastasen untersucht
und haben fiir die Behandlung von hepatozelluldren Karzi-
nomen die Phase III erreicht.[?) Erst kiirzlich wurde gezeigt,
dass diese hochentwickelten Liposomformulierungen ihre
Ladung beim Einsetzen einer Hyperthermie (40-45°C) frei-
setzen.'"”! Ein auf Wirme reagierendes, Blasen erzeugendes
Liposomsystem ist ein vielversprechendes Beispiel."'"**
Dieses System nutzt die Erzeugung von CO,-Blaschen durch
eine rasche Zersetzung von Ammoniumbicarbonat
(NH,HCO;) bei Erwdarmen auf 40°C. Die erzeugten CO,-
Blaschen entwickeln eine zerstorende Kraft, um die Lipid-
doppelschichtmembranen zu durchdringen und die Freiset-
zung der verkapselten Ladung, wie etwa proteolytische En-
zymel'"¢) und Doxorubicin, auszuldsen.''’*! Andererseits
durchlaufen thermosensitive Polymere infolge der Verdnde-
rung der Wasserstoffbriickenstdrke zwischen den Polymer-
ketten und Wassermolekiilen einen Kniuel-Globuli-Uber-
gang entweder an der unteren kritischen Losungstemperatur
(LCST, lower critical solution temperature) oder oberen
kritischen Losungstemperatur (UCST, upper critical solution
temperature).'®! Die LCST und UCST bezeichnen jeweils
kritische Temperaturen, unterhalb und oberhalb derer das
Polymer vollstindig mit dem Lo&sungsmittel mischbar ist.
Liegt die Temperatur tiber der LCST, wird das Polymer hy-
drophob und verédndert seine Konformation vom expandier-
ten (16slichen) zum globuliren (unloslichen) Zustand.™ Bei
Verwendung des Polymers als chemisch vernetztes Netzwerk
fithrt ein thermisch reversibles Aufquellen/Schrumpfen des
Gertists zu einer bedarfsgerechten Freisetzung des verkap-
selten Wirkstoffs als Folge der kontrollierten Verdnderung
der Porositit.'""! Thermosensitive Polymere kénnen mit an-
deren nanoskopischen Tridgern zusammengebracht werden,
wie etwa Liposomen und anorganischen Nanopartikeln, um
eine Thermoresponsivitdt einzufithren oder zu verstdarken
(Abbildung 5). Beispiele fiir thermosensitive Polymere um-
fassen: Poly(N-isopropylacrylamid) (PNIPAAm), Poly(N,N-
diethylacrylamid) (PDEAAm), Poly(methylvinylether)
(PMVE), Poly(N-vinylcaprolactam) (PVCL) und Poly(ethy-
lenoxid)-poly(propylenoxid)-poly(ethylenoxid) (PEO-PPO-
PEO, auch bekannt unter der Bezeichnung Pluronics).['**12¢]

Angew. Chem. 2014, 126, 12520 —12568


http://www.angewandte.de

Nanopartikuldrer Wirkstofftransport

T<LCST

b
o:mo’;é//’;i% T

T>LCST
a)

&%@o
.

68 b\o

o Wirkstoffmolekiil

Abbildung 5. Wirkstofffreisetzung aus zwei verschiedenen Arten ther-
mosensitiver Trager: a) ein Liposom, das ein thermosensitives Polymer
enthilt, und b) ein mit einem thermosensitiven Blockcopolymer be-
schichtetes Nanopartikel. Beim Erwidrmen erfihrt die thermoresponsi-
ve Komponente eine Konformationsidnderung, wodurch die Wirkstoff-
freisetzung ausgeldst oder beschleunigt wird. Wiedergabe von (a) aus
Lit. [116] mit freundlicher Genehmigung, Copyright 2013 Elsevier. Wie-
dergabe von (b) aus Lit. [121d] mit freundlicher Genehmigung, Copy-
right 2013 Royal Society of Chemistry.

3.2.4. Photosensitive Freisetzung

Die Verwendung von Licht als Reiz zum Auslosen der
Wirkstofffreisetzung wurde intensiv untersucht, da sich diese
Methode gut fiir eine Fernsteuerung eignet und Potenzial fiir
eine hohe Raum/Zeit-Auflosung bietet (Abbildung 6).1%¢121]
Photosensitivitit ldsst sich hiufig tiber funktionelle Gruppen,
die bei Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge ihre
Konformation oder andere Eigenschaften verédndern konnen,
in Nanopartikel einfiihren.'””) Namhafte Beispiele umfassen
Azobenzol, Pyren, Nitrobenzol, Cinnamoyl und Spiroben-

82990, . %iig?? A
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&=y
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Abbildung 6. Photosensitive Liposome, die durch Einbau von photo-
responsiven Einheiten in die Lipiddoppelschichten erhalten werden,

um die Wirkstofffreisetzung durch optische Bestrahlung zu steuern.

Die Freisetzung kann iiber a) Photoisomerisierung, b) Photospaltung
und c) Photopolymerisation erreicht werden. Wiedergabe nach

Lit. [129d] mit freundlicher Genehmigung, Copyright 2012 Ivyspring.
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zopyran.'"'?! Das reversible molekulare Schalten der
Azobenzolgruppe (und ihrer Derivate) — von trans zu cis bei
Bestrahlung mit UV-Licht (300-380 nm) und von cis zu trans
durch sichtbares Licht — ermoglicht eine photoregulierte
Steuerung der Wirkstofffreisetzung.[®® Dies wurde realisiert,
indem die inneren Poren von MSN mit einer Azobenzol
enthaltenden Verbindung funktionalisiert wurden,'*” indem
ein auf Azobenzol basierendes Molekiilventil am Eingang
jeder Pore erzeugt wurde™! und indem eine lichtgesteuerte
Wirt-Gast-Erkennung zwischen dem Hohlraum im Cyclo-
dextrin und einem Azobenzolderivat eingefiihrt wurde."*!
Der hydrophob/hydrophil-Ubergang aufgrund des Schaltens
zwischen trans und cis wurde ebenfalls fiir diesen Zweck ge-
nutzt.”] Neben diesen Systemen, an denen Konformations-/
Strukturdnderungen beteiligt sind, wurde UV-Licht auch ge-
nutzt, um die Freisetzung von biologischen Effektoren in
einem allgemein als photoaktivierbaren (,,caged“) Verbin-
dungen bekannten System durch Spaltung chemischer Bin-
dungen auszulosen.'”! Trotz vieler Berichte hieriiber und
tiber verwandte Systeme ist die Nutzung von UV-getriggerten
Systemen aufgrund der geringen Eindringtiefe (<200 um),
die durch die starke Streuung von Weichteilen verursacht
wird, bei In-vivo-Anwendungen beschrinkt.[ Selbst bei In-
vitro-Anwendungen kann UV-Licht Schidden an den Zellen
verursachen.

Nabhinfrarotstrahlung (NIR, 700-900 nm) kann viel tiefer
in Weichteile eindringen als UV- und sichtbares Licht, ohne
dabei das Anwendungsgebiet signifikant zu schiddigen oder zu
erwidrmen. Plasmonische Nanopartikel konnen aber das ab-
sorbierte NIR-Licht in Wiarme umwandeln, was zum Auslo-
sen einer Freisetzung von Wirkstoffmolekiilen genutzt
wurde."” Zum Beispiel konnten mit Doxorubicin beladene
Au-Nanokifige fiir eine kontrollierte Freisetzung durch Be-
strahlung bei 808 nm verwendet werden, was die Antitu-
moraktivitdt verbesserte und dabei moglicherweise die sys-
temische Toxizitit verringerte.'” Eine kurze Diskussion
dieses Systems findet sich in Abschnitt 6.8. Der photother-
mische Effekt von Au-Nanostidbchen bei Exposition gegen-
iiber NIR-Strahlung kann auch einen raschen Anstieg der
lokalen Temperatur verursachen, was zur Induzierung einer
Dehybridisierung von an Oberflichen gebundenen DNA-
Helizes und dadurch zu einer Freisetzung von Doxorubicin-
Molekiilen genutzt wurde, die an konsekutiven Cytosin-
Guanin-Basenpaaren gebunden waren.'”®! Allerdings sind
anorganische Nanopartikel gewohnlich nicht biologisch ab-
baubar, und es wurden Bedenken hinsichtlich der potenziel-
len Langzeittoxizitit geduBert."*” Kiirzlich haben organische
Energieumwandler, die absorbiertes NIR-Licht in Warme
umwandeln konnen, beachtliche Aufmerksamkeit erregt.>!
Unter diesen ist Indocyaningriin (ICG), ein von der FDA
zugelassener Fluoreszenzfarbstoff, das am héufigsten einge-
setzte Molekiil in der Krebstherapie.['* Zum Beispiel zeigten
mit Doxorubicin und IGC beladene Nanopartikel auf PLGA-
Basis unter NIR-Bestrahlung eine starke Temperaturemp-
findlichkeit und eine schnellere Doxorubicin-Freisetzung,['**!
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4. In-vitro- und In-vivo-Transport

Nanopartikel konnen, wenn sie mit der Fiahigkeit einer
passiven und aktiven Tumorerkennung ausgestattet wurden,
die Konzentration von Wirkstoffen in einem Tumor erhdhen
und dabei die systemische Toxizitdt in gesunden Geweben
verringern. Obwohl die Verwendung von Nanopartikeln als
Wirkstofftransportsysteme viele Vorteile bietet, miissen doch
noch eine Reihe von Aspekten bearbeitet werden, darunter
etwa ihre Instabilitdt im Blutkreislauf, die geringe renale
Clearance, eine begrenzte Akkumulation in Krebsgeweben
sowie eine unzureichende Aufnahme durch Krebszellen. Um
fiir diese Probleme Losungen zu finden, ist es von immenser
Bedeutung, ein umfassendes Verstdandnis der Reaktionen von
biologischen Systemen auf Nanopartikel zu erarbeiten, und
zwar auf allen Ebenen von der Zelle iiber Gewebe und
Organe bis hin zum Koérper.

4.1. In-vitro-Transport

Das Verstiandnis des In-vitro-Transports von Nanoparti-
keln ist ein entscheidender Anfangsschritt in Richtung einer
erfolgreichen Anwendung. Einerseits miissen die als Wirk-
stofftrdger dienenden Nanopartikel zunichst in vitro auf
zellulirem Niveau beurteilt werden, bevor sie weiter in vivo
an Geweben, Organen und dem Korper getestet werden.
Andererseits kann man erst mit ausreichendem Wissen iiber
die Nanopartikel-Zell-Wechselwirkungen mit dem Anpassen
der Eigenschaften von Nanopartikeln fiir einen optimalen
Transport in vivo und eine wirksame Krebstherapie beginnen.

Wann immer ein Nanopartikel auf eine Zelle trifft, wird es
tiber Endozytose rasch in die Zelle internalisiert. Anschlie-
Bend wird es zu verschiedenen Organellen iiberfiihrt, ein-
schlieBlich der Endosome, Lysosome, dem Golgi-Apparat,
den Mitochondrien, dem endoplasmatischen Retikulum (ER)
und dem Zellkern. Wihrend dieses intrazelluldren Trans-
portprozesses muss das Nanopartikel zersetzt oder abgebaut
werden, um eine rasche Freisetzung seiner Ladung zu erlau-
ben. Hier wollen wir uns nur auf die wesentlichen Schritte
konzentrieren, die am In-vitro-Transport eines Nanopartikels
beteiligt sind. Am Ende dieses Abschnitts gehen wir auch
noch kurz auf den Aspekt der Multiwirkstoffresistenz ein.

4.1.1. Endozytose

Um den Wirkstoff fiir eine therapeutische Funktion vor
Ort zu einem subzelluldren Ziel zu transportieren, muss der
Nanopartikeltrager zunéchst die Plasmamembran einer Zelle
iiber Endozytose durchqueren. Dies ist ein energieabhéngiger
Prozess, der als Internalisierung einer Fracht in eine Zelle
durch Einverleibung definiert ist. Der Endozytose-Prozess
kann entweder durch eine hoch selektive Bindung zwischen
dem am Nanopartikel gebundenen Liganden und dem auf der
Zellmembran vorhandenen Rezeptor oder durch eine nicht
selektive Bindung initiiert werden, die auf hydrophoben oder
elektrostatischen Wechselwirkungen basiert. In Abhéngigkeit
von der GroBe und den Oberflicheneigenschaften der zu
internalisierenden Fracht, wurden vier Hauptwege identifi-
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ziert:'* 1) Die Clathrin-vermittelte Endozytose (auch be-
kannt als rezeptorvermittelte Endozytose oder RME): Hier-
bei wird die Plasmamembran nach Innen zu Vesikeln von
rund 100 nm GroBe eingestiilpt. Die Vesikel tragen spezifi-
sche Rezeptoren fiir die internalisierte Fracht und besitzen
eine kristalline Beschichtung bestehend aus einem Protein-
komplex zusammen mit dem zytosolischen Protein Clathrin,
das rekrutiert wird, um den Internalisierungsprozess zu un-
terstiitzen. 2) Caveolae-vermittelte Endozytose: Hierbei
werden extrazellulire Molekiile bei Bindung an spezifische
Rezeptoren in Caveosome internalisiert. Caveasome sind
flockenformige Gruben (sogenannte Pits) mit einer Grofe
von 50 nm in der Plasmamembran, die auf der Oberfliche
vieler, aber nicht aller Zelltypen vorkommen. 3) Pinozytose
(auch bekannt als Zelltrinken): Dieser Prozess beginnt mit
der Bildung einer Tasche durch Einstiilpung der Zellmem-
bran in hoch gekriuselten Bereichen. Die Tasche wird an-
schlieBend in die Zelle abgelost, um ein Vesikel zu bilden (mit
einer GroBe von 0.5-5 um), das unspezifisch mit einem
groBlen Volumen extrazelluldrer Fliissigkeit sowie den in der
Fliissigkeit vorhandenen Substanzen und kleinen Partikeln
gefiillt ist. 4) Phagozytose: Bei diesem Prozess binden Zellen
aktiv Partikel mit einem Durchmesser von mehr als etwa
250 nm, wie etwa kleine Staubpartikel, Zelltrimmer, Mikro-
organismen und sogar apoptotische Zellen, und internalisie-
ren diese. Die letzten beiden Prozesse umfassen viel grofere
Bereiche der Zellmembran als die Clathrin- und Caveolae-
vermittelten Wege. Wihrend die Pinozytose in allen Zellty-
pen vorkommen kann, erfolgt die Phagozytose nur bei einer
kleinen Gruppe von spezialisierten Sdugetierzellen, wie etwa
Makrophagen, Monozyten und Neutrophilen.[*!

Abbildung 7 zeigt eine Zusammenfassung der Endozyto-
se-Wege, die fiir verschiedenste Nanopartikeln berichtet
wurden. Fiir einen spezifischen Zelltyp wird der Internali-
sierungsweg von Nanopartikeln weitestgehend von deren
GroBe und Oberflacheneigenschaften bestimmt (Hydropho-
bie vs. Hydrophilie, Ladungsvorzeichen/-dichte sowie die Art/
Dichte eines Liganden). Wihrend groBe Partikel durch Pha-
gozytose und Pinozytose internalisiert werden, miissen kleine
Partikel tiber den Clathrin- und Caveolae-vermittelten Weg
(oder gelegentlich unabhéngig von Clathrin und Caveolae)
gehen.®! Die Geometrie oder das Aspektverhiltnis von
Nanopartikeln ist ein weiterer Faktor, der sich auf die Art der
zelluliren Aufnahme auswirkt.'”? Zum Beispiel fanden Lehr
und Mitarbeiter, dass die Clathrin-vermittelte Endozytose
der primédre Aufnahmemechanismus fiir sphérische Nano-
partikel ist. Im Vergleich dazu kann bei Nanopartikeln mit
einem hohen Aspektverhiltnis eine Abmessung in das Cla-
thrin-Limit fallen, wéhrend die andere Abmessung innerhalb
des Limits von Pinozytose oder Phagozytose féllt — in diesen
Fillen héngt dann der Aufnahmemechanismus tatsdchlich
von der Orientierung des Partikels auf der Zelloberfldche
ab.'”’*! Interessanterweise wurde durch Simulationen gefun-
den, dass die Endozytose-Geschwindigkeit von sphérischen
Nanopartikeln von deren Grofe abhédngt, wihrend die En-
dozytose von sphirozylindrischen Nanopartikeln iiber eine
Abfolge von ,,sich Hinlegen und dann Aufstehen“ ablaufen
kann, wenn die Partikel anfangs in einer aufrechten Position
an der Membranebene andocken.*”]
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Abbildung 7. Wege zur zelluliren Internalisierung verschiedenartiger Nanopartikel. Der Weg wird im Wesentlichen durch die Gréf3e und Oberfli-
cheneigenschaften der Nanopartikel sowie der Art (z.B. Makrophagen oder Endothelzellen) und dem Aktivierungszustand der Zellen bestimmt.
Trotz des betrichtlichen Fortschritts der letzten Jahre entziehen sich die Details der Aufnahmewege bei einigen Nanopartikeln der Aufklarung.
CNT, Kohlenstoffnanorshren; MSN, mesoporéses Siliciumdioxid-Nanopartikel; SPION, superparamagnetisches Eisenoxid-Nanopartikel. Wiederga-
be in modifizierter Form nach Lit. [134a] mit freundlicher Genehmigung, Copyright 2011 Elsevier.

Unter Verwendung von superparamagnetischen Eisen-
oxid-Partikeln (SPION) als Modellsystem haben Gupta und
Mitarbeiter gezeigt, dass die Endozytosewege dieser magne-
tischen Nanopartikel stark mit deren Oberflicheneigen-
schaften korrelierten.® Zum Beispiel untersuchten sie die
Internalisierung von SPION und Pullulan-beschichtetem
SPION (Pn-SPION) unter Verwendung eines Transmissi-
onselektronenmikroskops (TEM) und fanden, dass vergli-
chen mit SPION weniger Pn-SPION in die Zellen gelangte.
Diese Verringerung der Aufnahme von Pn-SPION kann der
Hydrophilie von Pullulan zugeschrieben werden, was Pn-
SPION an einer Wechselwirkung mit den Zellmembranen
hindert."**! Mirkin und Mitarbeiter berichteten iiber einen
vom Scavenger-Rezeptor vermittelten Endozytoseweg zur
zelluldren Aufnahme von DNA-beschichteten Au-Nanopar-
tikeln."*"! Sie fanden, dass Serumproteine die zellulire Auf-
nahme von DNA-beschichteten Au-Nanopartikeln behin-
derten und dass die hochste Aufnahme von Au-Nanoparti-
keln in serumfreien Kulturen erreicht wurde. Die zelluldre
Aufnahme von MSN hing neben der PartikelgroBe auch von
der Oberflichenladung ab.'!! Wihrend MSN mit einer ge-
ringen Dichte positiver Ladungen auf der Oberfliche iiber
eine Clathrin-vermittelte Endozytose internalisiert wurden,
durchlaufen Partikel mit einer hohen Dichte positiver La-
dungen auf der Oberflidche einen ladungsabhingigen Endo-
zytoseweg, dessen Mechanismus jedoch noch aufgeklirt
werden muss. /1!

Die Endozytose von Nanopartikeln wird auch durch die
Art und die physiologischen Bedingungen der Zellen beein-
flusst. Zum Beispiel verglichen Chan und Mitarbeiter die
Aufnahme von Transferrin-beschichteten Au-Nanopartikeln
bei drei verschiedenen Zelllinien: embryonale murine STO-
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Fibroblasten, humane Gebidrmutterhalskrebszellen Hela
sowie humane SNB19-Astrozytomzellen. Sie fanden, dass
HeLa-Zellen die schnellste und STO-Zellen die langsamste
Aufnahme fiir Au-Nanopartikel zeigten und dass die Auf-
nahme jeweils ungeachtet der GroBe der Nanopartikel liber
die Clathrin-vermittelte Endozytose erfolgte.* SchlieBlich
ist die Internalisierung von Nanopartikeln bekanntermaf3en
auch temperaturabhiingig."**! Bei der Inkubation von PLGA-
Nanopartikeln mit Zellen bei 4°C — unter dieser Bedingung
ist die energieabhingige Endozytose unterbrochen — verrin-
gerte sich die Aufnahme der Nanopartikel durch die Zellen
im Vergleich zu den reguldren, bei 37°C durchgefiihrten
Kulturen drastisch.

4.1.2. Intrazelluléirer Transport

Nach der Internalisierung werden die durch Vesikel um-
hiillten Nanopartikel entlang des endolysosomalen Netz-
werks zu anderen Organellen transportiert oder gelegentlich
sogar exozytiert (Exkretion aus der Zelle). Wie in Abbil-
dung 8 dargestellt, ist der intrazelluldre Transport von Na-
nopartikeln ein sehr komplexer Prozess, an dem Motorpro-
teine beteiligt sind, die die mit Nanopartikeln beladenen
Vesikel innerhalb einer Zelle entlang von Zytoskelettstruk-
turen (z.B. den Mikrotubuli) beférdern.[1#!

In einer kiirzlich erfolgten Untersuchung verwendeten
Saltzman und Mitarbeiter mit Rhodamin beladene PLGA-
Nanopartikel, um intrazelluldre Transportprozesse in drei
verschiedenen Epithelzelltypen zu untersuchen (HBE-Bron-
chialepithelzellen, kolorektale Caco-2-Epitheladenokarzi-
nomzellen und OK-Nierenepithelzellen).'*** Nach der In-
ternalisierung konnten sich die PLGA-Nanopartikel einem
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Abbildung 8. Intrazellularer Transport von Nanopartikeln. Nach der Internalisierung wird das Nano-
partikel in Vesikeln mithilfe von Motorproteinen und Zytoskelettstrukturen entlang des endolysoso-
malen Netzwerks transportiert. Zu beachten ist der pH-Unterschied zwischen verschiedenen intrazel-
lularen Kompartimenten. ER, endoplasmatisches Retikulum; ERC, endozytisches Recycling-Komparti-
ment; MTOC, Mikrotubuli-organisierendes Zentrum; MVB, multivesikulire Kérper. Wiedergabe in
modifizierter Form nach Lit. [143b] mit freundlicher Genehmigung, Copyright 2011 the Royal Society

of Chemistry.

endolysosomalen Abbau entziehen und wurden anschlieSend
zum Golgi-Apparat und dem ER transportiert. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurde ein Endozytose-Exozytose-Weg
vorgeschlagen, durch den die PLGA-Nanopartikel zuerst auf
Endosome treffen, dann aus dem Kompartiment entkommen
und anschlieBend mit exozytischen Organellen (d.h. ER,
Golgi-Apparat und anderen sekretorischen Vesikeln) in der
Zelle wechselwirken.

Nie und Mitarbeiter verwendeten Tat-Peptid-konjugierte
Quantenpunkte (Tat-QP), um den intrazelluldren Transport
von Nanopartikeln in HeLa-Zellen zu untersuchen. Sie
nutzten dabei die dynamische, konfokale Bildgebung und
fanden, dass Tat-QP iiber Pinozytose internalisiert und an-
schlieend in den Organellen des Zytoplasmas eingeschlos-
sen wurden. Es zeigte sich, dass die mit Tat-QP beladenen
Vesikel durch molekulare Maschinen aktiv entlang von
Mikrotubuli-Wegen und schlielich zum Mikrotubuli-orga-
nisierenden Zentrum (MTOC) transportiert wurden, das sich
auBerhalb des Zellkerns befindet.!*

Interessanterweise kann die Oberfldche von Nanoparti-
keln mit Liganden funktionalisiert werden, um gezielt eine
bestimmte Organelle in der Zelle anzusteuern. Zum Beispiel
filhrte die Addition eines Kernlokalisierungssignal(NLS)-
Peptidmotivs an die Oberfldache von Nanopartikeln zu einem
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direkt andere

Mechanismen

o

wirksamen Targeting des Zellkerns.
Wie von Mao und Mitarbeitern be-
richtet, wurden Lipoplexe genannte
Liposomprotamin/DNA-Komplexe
(LPD) nach ihrer Internalisierung
in den Zellkernen akkumuliert,
wenn die Partikeloberfliche mit
NLS-Peptiden derivatisiert
wurde.'! Tm Vergleich zu LPD
ohne Kern-targetierende Liganden
auf der Oberfliche wurde das
Genexpressionsniveau  signifikant
angehoben, wenn die DNA in die
Zellkerne abgegeben wurde.

o

W)

7

Zytoskelette 4.1.3. Intrazelluldres Entkommen und

Abbau von Nanopartikeln

Damit Therapeutika erfolgreich
transportiert ~ und  freigesetzt
werden, miissen die Nanopartikel
auch so entworfen werden, dass sie
dem endolysosomalen Netzwerk
entkommen und in das Zytosol ge-
langen konnen, das fiir die meisten
Wirkstoffe der typische ,,Arbeits-
platz* ist (Abbildung 8). Um dieses
Ziel zu erreichen, wurden mehrere
Strategien untersucht. Zum Bei-
spiel wurde iiber eine Art von vi-
rusdhnlichen Nanopartikeln be-
richtet, die mit den endosomalen
Membranen verschmelzen und
Wirkstoffe aus den Endosomen in
das Zytoplasma transportieren
konnten.'*) Alternativ wurden Nanopartikel mit einem Po-
lymer beschichtet (typischerweise mit Aminogruppen), das
zwischen pH 5.2-7.0 Pufferkapazitit aufweist, um ein en-
dosomales Entkommen iiber den ,Protonenschwamm-
Effekt“ zu ermoglichen.'*”! Sobald diese kationischen Nano-
partikel in ein saures endolysosomales Kompartiment einge-
hiillt sind, konnen die Aminogruppen kontinuierlich Proto-
nen abgeben, die iiber die v-ATPase (d.h. die Protonen-
pumpe) nach Innen gepumpt werden, was zur Akkumulation
von Wassermolekiilen innerhalb des Kompartiments fiihrt.['”
SchlieBlich fithrt das Aufquellen zu einer Ruptur des Endo-
lysosoms. Zum Beispiel zeigen sich QP mit einer Oberfl4-
chenbeschichtung aus PEG-beschichtetem Polyethylenimin
(PEI-g-PEG) in der Lage, Zellmembranen zu durchdringen
und dann endolysosomale Organellen zu zerstéren, und zwar
aufgrund der stark positiven Oberflichenladungen durch die
vielen Aminogruppen.®! Labhasetwar und Mitarbeiter
stellten PLGA-Nanopartikel her, die auf pH-Verédnderungen
reagierten, und untersuchten die Internalisierung dieser Na-
nopartikel unter Verwendung von glatten Gefd3muskelzellen
(vascular smooth muscle cells, VSMC). Es zeigte sich, dass die
PLGA-Nanopartikel sofort nach ihrer Internalisierung auf-
grund der Umkehr der Oberfldchenladungen auf den Nano-
partikeln von anionisch nach kationisch unter dem niedrigen
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pH-Wert in den Endolysosomen und der anschlieenden In-
duktion eines ,,Protonenschwamm-Effekts* dem Endolyso-
som rasch entkommen konnten.!'*’}

Ein rasches Entkommen/eine rasche Freisetzung von
Nanopartikeln aus Endolysosomen kann auch induziert
werden, wenn ihre Oberflichen mit einem pH-sensitiven
Peptid modifiziert werden, das physikalisch mit endolyso-
somalen Membranen wechselwirken kann. GALA, ein pH-

Angewandte

eine stirkere Aktivitit von Effluxpumpen durch die Uber-
expression von ATP-bindenden Kassettentransportern
(ABC-Transportern), eine geringere intrazellulire Akkumu-
lation von Wirkstoffen durch Nicht-ABC-Transporter, eine
blockierte Apoptose, die Reparatur von wirkstoffinduzierten
DNA-Schédden, metabolische Modifizierungen und die De-
toxifizierung durch Wirkstoff-metabolisierende Enzyme
(Abbildung 9).%! Von diesen Mechanismen stellt die Uber-

sensitives Fusionspeptid aus 30 Aminosduren mit
Wiederholungseinheiten ~ von  Glutaminsiure-
Alanin-Leucin-Alanin, konnte die Lipiddoppel-
schicht bei einem niedrigen pH-Wert 6ffnen und
erleichterte das Entkommen der Nanopartikel aus
Endosomen.!™ Sank der pH-Wert im Endosom
von 6 auf 5, nahmen die negativen Ladungen von
GALA ab, was zu einer Konformationsinderung
von einer Knduelform zu einer amphipathischen o-
Helix fiihrte. Diese Verdnderung ermoglichte eine
Bindung von GALA an die endosomale Membran,
was ein Auseinanderreifen der Membran verur-
sachte.

In vielen Fillen miissen Nanopartikel in den
Endolysosomen oder dem Zytoplasma bis zu einem
gewissen Grad zerstort werden, um eine ord-
nungsgemaile Freisetzung der Bealdung zu ermog-
lichen. Bei Polymernanopartikeln konnen mehrere
Strategien zur Verbesserung der Effizienz ihres
Abbaus genutzt werden. Dazu gehort die Verwen-
dung von enzymaktiven Linkern, sdurelabilen Ver-
netzern, pH-sensitiven Detergentien, wdrmeemp-
findlichen Liposomen und Disulfid-Vernetzern, die
auf eine reduzierende Umgebung reagieren.*! Tn
einem Beispiel untersuchten Ithakissios und Mit-
arbeiter die Verwendung von auf PLGA-PEG-Co-
polymeren basierenden Nanopartikeln zum Trans-
port von Cisplatin.'*?! Sie fanden, dass der intra-
zelluldire Abbau von PLGA-PEG-Nanopartikeln
von deren Zusammensetzung abhing. Bei einem
hoheren PEG-Gehalt nahm die Abbaugeschwin-
digkeit von Nanopartikeln zu, was zu einer schnel-

Zellzwischenraum
o g © © °
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Wirkstc{ /\J
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Abbildung 9. Mechanismen der Multiwirkstoffresistenz von Krebszellen: Aus-
schleusen von Wirkstoff, das vom Multiwirkstoffresistenzprotein (MRP) (z.B. P-Gly-
koprotein oder P-gp) verursacht wird; Herunterregulierung der Sensitivitat gegen-
tiber dem Wirkstoff durch das Tumorsuppressorprotein p53; Verringerung der Sen-
sitivitit gegeniiber Methotrexat und Fluoruracil durch Phosphorylierung des Retino-
blastomproteins (Rb); Erzeugung von Resistenz gegen Camptothecine durch Her-
unterregulierung der Expression oder Mutationen in Topoisomerasen (Topo).

leren Freisetzung des verkapselten Cisplatin fiihrte.

In einem weiteren Beispiel berichteten Tasciotti

und Mitarbeiter iiber ein Wirkstofftransportsystem, das auf
porosen Silicium-Nanopartikeln basierte, den sogenannten
mehrstufigen Nanovektoren (MSV).!'”*! Nach ihren Ergeb-
nissen wurde die Zersetzung der MSV weitestgehend durch
die Porengrofie bestimmt und MSV mit groBeren Poren
wurden schneller abgebaut. Zusammen mit der einstellbaren
Wirkstoffbeladungskapazitdt der MSV konnte die kontrol-
lierte Freisetzung eines Wirkstoffs durch gezieltes Einstellen
der Porengrof3e der MSV realisiert werden.

4.1.4. Multiwirkstoffresistenz

Multiwirkstoffresistenz (multi-drug resistance, MDR)
stellt fiir die Chemotherapie ein erhebliches Problem dar, das
negative Auswirkungen auf die Behandlungseffizienz von
Chemotherapeutika hat."* Es wurde iiber zahlreiche Me-
chanismen berichtet, die der MDR zugrunde liegen, darunter
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expression von P-Glycoprotein der Plasmamembran (P-gp
oder ABCB1), einem Mitglied der ABC-Uberfamilie, eine
der héufigsten Ursachen fiir MDR dar. P-gp ist in der Lage,
etliche positiv geladene Xenobiotika, einschlieflich einiger
der iiblicherweise verwendeten Antitumorwirkstoffe, aus der
Zelle herauszupumpen.'** Des Weiteren wurde die Uberex-
pression von anderen ABC-Transportern, wie etwa MDR-
Proteinen und Brustkrebsresistenzprotein (BCRP), als eine
weitere Hauptursache fiir MDR identifiziert.

Um die MDR von Krebszellen zu unterdriicken und die
zytotoxische Wirksamkeit von Antitumorwirkstoffen zu ma-
ximieren, besteht eine allgemeine Strategie darin, einen
Wirkstoff (z.B. ein Gen) zur Hemmung von ABC-Transpor-
tern und zur Forderung der Apoptose gemeinsam mit einem
anderen Tumortherapeutikum zu verabreichen. Dazu wurden
auf Liposomen und Polymeren basierende Nanopartikeltra-
ger verwendet, um die beiden Komponenten zu verkapseln
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und gleichzeitig eine prizise Abgabe an den vorgesehenen
Orten sicherzustellen.!” In einem Beispiel zeigten Amiji und
Mitarbeiter die Verwendung von PEO-modifizierten Poly(e-
caprolacton)-Nanopartikeln (PCL) als Mehrfachwirkstoff-
transportsystem fiir den Apoptosemodulator Ceramid und
den chemotherapeutischen Wirkstoff Paclitaxel.'** Thre Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass das doppelte Wirkstoff-
transportsystem die Chemosensitivitdt von Eierstockkrebs-
zellen mit MDR deutlich verbessern konnte, indem das
Ausschleusen von Wirkstoff durch P-gp umgangen wurde.
Alternativ berichteten Shi und Mitarbeiter iiber ein pH-re-
sponsives, auf MSN basierendes Mehrfachwirkstofftrans-
portsystem, das eine MDR iiberwinden konnte.”” Sie nutz-
ten in ihrer Untersuchung DOX als chemotherapeutischen
Wirkstoff und Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB), ein
bei der Synthese von Au-Nanostdbchen héufig verwendetes
Tensid, als MDR-Inhibitor. Die mit DOX und CTAB bela-
denen MSN zeigten eine hohere therapeutische Wirksamkeit
gegen sowohl wirkstoffresistente MCF-7/ADR-Zellen als
auch wirkstoffsensitive MCR-7-Zellen. Es wurde gezeigt,
dass an dem MDR-umgehenden Mechanismus ein Synergie-
effekt aus Stillstand des Zellzyklus und apoptoseinduzieren-
dem Effekt aus der Chemosensibilisierung von CTAB betei-
ligt ist.

Liposome stellen eine weitere Klasse von Transportvehi-
keln dar, die iiblicherweise zur Uberwindung von MDR in der
Krebstherapie genutzt werden. Mit galactosyliertem Pluronic
P123 (Gal-P123) modifizierte und mit Mitoxantron beladene
Liposome wurden zur Behandlung des hepatozelluldren
Karzinoms (hepatocellular carcinoma, HCC) verwendet. Es
wurde iiber eine verbesserte therapeutische Wirksamkeit
gegen HCC-Zellen berichtet, was der Fihigkeit des Liposoms
zugeschrieben werden kann, die BCRP-vermittelte MDR
umzukehren.'™ Mit Epirubicin beladene Propylenglykol-
Liposome (EPI-PG-Liposome) zeigten ebenfalls Potenzial
zur Uberwindung von MDR bei Brustkrebs."™ Dennoch ist
interessant zu erwihnen, dass nicht beobachtet wurde, dass
EPI-PG-Liposome P-gp storen, was darauf hindeutet, dass
diese Art von Nanopartikeln in der Lage sein konnte, MDR
unter Verwendung eines Mechanismus zu iiberwinden, der
nicht die Hemmung von P-gp umfasst.

4.2. In-vivo-Transport

Wihrend der Wirkstofftransport in vitro im Wesentlichen
die Nanopartikel/Zell-Wechselwirkungen betrifft, liegt der
Schwerpunkt der Anwendung in vivo mehr darauf, wie die
Nanopartikeltrdger vom Verabreichungsort zum Krank-
heitsherd geschickt werden konnen. Bei Einfiihrung in den
Korper muss der Trager das Zielgebiet erreichen und dort
akkumuliert werden, bevor irgendeine Behandlung stattfin-
den kann. Demzufolge miissen viele zusétzliche Aspekte
betrachtet werden, die sowohl mit dem Transport von Na-
nopartikeln als auch mit Immunantwort, Selektivitdt und
Targeting-Effizienz, Bioverteilung, biologischem Abbau,
Clearance und Toxizitdt auf Organ- und Systemebene zu-
sammenhingen. Idealerweise sollten die Nanopartikel, die als
Tréager eines Wirkstofftransportsystems dienen, die folgenden
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Eigenschaften aufweisen: 1) eine gute Targeting-Effizienz,
um einen selektive Transport des Wirkstoffs zum Zielgebiet
zu gewihrleisten, wihrend die Konzentration in gesunden
Geweben/Organen gleichzeitig gering gehalten wird;
2) Aufbau nur aus biologisch vertréglichen und/oder abbau-
baren Materialen; und 3) Clearance aus dem Korper inner-
halb eines vorbestimmten Zeitrahmens.'* In der Realit:it ist
es jedoch nahezu unmoglich, all diese Anforderungen zu er-
fiillen.

Durch die Fortschritte in der Nanotechnologie sind viele
neue Materialien und Techniken entstanden, die uns dabei
helfen, die vorgenannten Ziele zu erreichen. Zum Beispiel
konnen die physikochemischen Eigenschaften von Nanopar-
tikeln, einschlieSlich Zusammensetzung, Grofle, Form, Mor-
phologie, Oberflachenladung und Oberflachenbeschichtung,
samtlich mafB3geschneidert werden, um die Leistungsfahigkeit
der Partikel in vivo zu verbessern.'®!! Ein interessantes Bei-
spiel hierfiir ist die Verwendung von QP fiir Krebsdiagnostika
und -therapeutika. Die Langzeittoxizitit, die durch die iibli-
cherweise zur Synthese von QP verwendeten Elemente (z.B.
Cadmium, Selen und Tellur) verursacht wird, ist schwer zu
vermeiden, da diese Elemente fiir die optischen Eigenschaf-
ten der meisten QP essenziell sind."*? Jedoch ist es durch
Oberflichenmodifizierungen wie etwa PEGylierung und
Konjugation mit zielgerichteten Substanzen moglich, deren
Akkumulation in wichtigen Organen auf ein annehmbares
MaB zu senken, indem ihre Halbwertszeit im Blutkreislauf
erhoht und die Akkumulation in Organen durch eine stiarkere
Spezifitit fiir das krankhafte Gewebe verringert wird.['®’]

Fine intravendse Injektion stellt die am hiufigsten ge-
nutzte Route zur Verabreichung von nanopartikelbasierten
Therapeutika dar, da hierdurch die Barrieren in den Epi-
thelabsorptionsprozessen durch einen direkten Eintritt in das
Kreislaufsystem umgangen werden.'® Bei der Injektion un-
terliegen die Nanopartikel unmittelbar einer Clearance durch
die vereinten Krifte von MPS,'®! Nierensystem*! und Im-
munsystem.'””) Wihrend des Aufenthalts im Blutkreislauf
konnen GroBe, Form und Oberflicheneigenschaften der
Nanopartikel alle Einfluss auf deren Verhalten/Leistungsfa-
higkeit hinsichtlich Targeting und Clearance ausiiben.!**16
Abbildung 10 zeigt, wie das Verhalten und Schicksal von
Nanopartikeln im Korper von deren GroBe, Oberflidchenla-
dung und Hydrophobie abhingt. Im Allgemeinen werden
Nanopartikel mit einer Grée von weniger als 6 nm rasch von
den Nieren herausfiltriert und ausgeschieden. Nanopartikel
mit einer GroBe von mehr als 8 nm konnen die glomerulédre
Filtration nicht durchlaufen, sie sammeln sich stattdessen
entweder in einem Krankheitsherd oder kénnen durch das
MPS ausgeschieden werden."*>'®! Eine positive Oberfli-
chenladung auf den Nanopartikeln verursacht aufgrund von
Komplikationen wie etwa Hémolyse und Thrombozytenag-
gregation eher eine hohere systemische Toxizitdt. Zudem
besteht die Tendenz, dass die Nanopartikel durch das MPS
schnell aus dem Blut entfernt werden.'*) Negativ geladene
Nanopartikel weisen eine lingere Halbwertszeit im Blut-
kreislauf auf als ihre positiv geladenen Pendants, und die
Halbwertszeit im Blut von neutralen Nanopartikeln ist am
langsten. Eine Verdnderung der Oberflichenchemie eines
Nanopartikels verursacht Verdnderungen der hydrodynami-
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Abbildung 10. Die Oberflichenladung (Zeta-Potential), GréRe und Oberflichenhydrophobie eines Nanopartikels kann dessen Zytotoxizitit (Ober-
flichenreaktivitit) sowie die Erkennung durch das mononukledre Phagozytensystem (MPS), Clearance (renal oder bilidr) beeinflussen sowie den
EPR-Effekt (verstirkte Permeabilitit und Retention) beim Tumor-Targeting verbessern. Wiedergabe in modifizierter Form nach Lit. [201] mit
freundlicher Genehmigung, Copyright 2012 American Association for Cancer Research.

schen Grofle und Oberfldchenladung sowie der Reaktivitét
(z.B. der Bindungsaffinitit). Obwohl eine vollstindige
Clearance nach Abschluss der Behandlung letztendlich er-
wiinscht ist, missen sich die Nanopartikel doch einer
schnellen Clearance entziehen konnen, um die gewiinschte
Targeting-Effizienz zu erreichen. Im Allgemeinen sollte die
Halbwertszeit der Nanopartikel im Blutkreislauf lédnger sein,
damit diese einen Krankheitsherd mehrfach passieren
konnen, was ihnen vermehrt die Moglichkeit zur dortigen
Akkumulation bietet.'"”)

Um die Moglichkeiten und Herausforderungen beim
Wirkstofftransport in vivo zu verstehen, diskutieren wir das
Thema aus zwei verschiedenen Blickwinkeln: Wie erreichen
die Nanopartikel den Krankheitsherd und wie erfolgt die
Clearance aus dem Korper? Nach der Analyse verschiedener
biologischer Schranken fiir den In-vivo-Transport von Na-
nopartikeln konzentrieren wir uns darauf, wie deren Phar-
makokinetik und Bioverteilung optimiert werden.

4.2.1. Der EPR-Effekt und passives Tumor-Targeting

Die Nanopartikel-Therapeutika, die direkt im Blutkreis-
lauf verabreicht werden,'® miissen die GefiBwinde passie-
ren und an den Krankheitsherd gelangen, um dort ihre Be-
ladung freisetzen. Anders als kleine Molekiile konnen Na-
nopartikel die engen Verbindungsstellen zwischen Endo-
thelzellen auf den normalen GefidBauskleidungen nicht pas-
sieren, und zwar aufgrund ihrer vergleichsweise
betriachtlichen GroBe (Abbildung 11, linkes Bild). Es ist
jedoch gut bekannt, dass die Gefdle innerhalb einer Tumor-
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region undichte Winde aufweisen (Abbildung 11, rechtes
Bild), was Nanopartikeln in der richtigen GroBe erlaubt,
diese auf effiziente Weise zu passieren.'” Da das Lymph-
system innerhalb eines Tumors weitestgehend fehlt oder nicht
funktioniert, erleichtert die unzureichende Drainage eine
Akkumulation von Nanopartikeln im Tumorgewebe.!'’"7]
Dieses Phidnomen ist weithin als EPR-Effekt (EPR: en-
hanced permeability and retention) von Nanopartikeln be-
kannt und dient als Grundlage fiir ein passives Tumor-Tar-
geting.

Der EPR-Effekt wurde zuerst von Maeda und Mitarbei-
tern bei der Untersuchung von durch bakterielle Infektionen
verursachten Entziindungen bemerkt.'””) 1986 lieferten
Matsumura und Maeda weitere experimentelle Belege, um
das Konzept des EPR-Effekts erstmals fiir ein Tumor-Targe-
ting nachzuweisen.’’?) Aufgrund des EPR-Effekts konnen
sowohl makromolekulare Wirkstoffe als auch Nanopartikel-
Therapeutika Tumore viel effizienter ansteuern als nieder-
molekulare Wirkstoffe, da die Extravasation von nanogrof3en
Objekten auf tumorselektive Weise auftritt. Uber die letzten
Jahrzehnte hat sich die Nutzung der hohen Permeabilitét von
Tumorgeweben fiir Nanopartikel zu einer wichtigen Strategie
zum Design und der Entwicklung neuer Therapeutika fiir die
Krebsbehandlung entwickelt.

Der EPR-Effekt ist eines der wichtigsten Merkmale und
Folgen der Tumorangiogenese. Solide Tumore benétigen eine
rasche Angiogenese, um eine ausreichende Zufuhr von
Nihrstoffen und Sauerstoff aufrechtzuerhalten.'™ Die
schnelle Proliferation von Endothelzellen wihrend der An-
giogenese fiihrt tiblicherweise zu einer verringerten Dichte
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Abbildung 11. Transport von Nanopartikeln verschiedener GréRen und kleiner Molekiile durch normales (links) und kanzeréses (rechts) Gewebe.
Der gréRere EPR-Effekt ist ein charakteristisches Merkmal der meisten Tumore; er bewirkt eine stirkere Akkumulation von Nanopartikeln in kan-

zerésen als in normalen Geweben.

der Endothelzellen und so zu einem Verlust der Zonulae
occludentes und der Bildung von grofien Liicken zwischen
den Zellen. Das Vorhandensein von groen Liicken zwischen
den Endothelzellen an den Gefd3wénden des Tumors wurde
mittels direkter Visualisierung durch optische und Elektro-
nenmikroskopie bestitigt.'””! Die darunter liegende Basal-
membran der BlutgefiBe ist hiufig abnormal oder fehlt.['7*!
Zudem fehlen den TumorblutgefdBBen Perizyten und Schich-
ten aus glatten Muskelzellen, was sie gegeniiber dem hohen
interstitiellen Druck und schnell wechselndem Blutstrom
anfilliger macht.'””! In Abhingigkeit von der Tumorart liegt
die GroBe der Offnungen im GefiBsystem des Tumors typi-
scherweise in einem Bereich von 100-800 nm.['””! Bei einem
MCa-IV-Maus-Mammakarzinom wurde sogar iber eine
funktionale PorengroBe von 1200-2000 nm berichtet, was
wahrscheinlich am oberen Ende des GroBenbereichs fiir
Undichtigkeiten in TumorgefiBen liegt.!'!

Unter den verschiedenen Parametern spielt die GroBe der
Nanopartikel die wichtigste Rolle bei einem Tumor-Targeting
auf Grundlage des EPR. Wie in Abbildung 11 gezeigt,
konnen nur Nanopartikel mit einer geringeren Grofe als die
Liicke zwischen benachbarten Endothelzellen aus dem Ge-
fallsystem austreten. Wie oben beschrieben, variiert die
Cutoff-GroBe typischerweise zwischen 100 bis 800 nm, ab-
héngig von der Art und dem Stadium eines Tumors. Partikel,
die kleiner als die Cutoff-GroBe sind, konnen aus den Blut-
gefidBen in das Tumorinterstitium gelangen. Bei der Priifung
von Liposomen mit verschiedenen mittleren Gréen wurde
gezeigt, dass die Cutoff-GroBe fiir eine Extravasation in
Tumore bei rund 400 nm lag,"® wobei sich Partikel mit
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Durchmessern von weniger als 200 nm als am wirksamsten
erwiesen.”! Der Grund hierfiir ist, das Partikel mit einem
Durchmesser von mehr 200 nm schneller durch die Milz aus
dem Blutstrom entfernt werden (siche Abschnitt4.2.3).
Sobald die Nanopartikel den Blutstrom verlassen haben, ist
deren Penetration in die Tumorgewebe ein diffusionsvermit-
telter Prozess, der umgekehrt proportional zur Partikelgroe
verlduft. Andererseits konnen die in das Tumorinterstitium
iibergetretenen Nanopartikel auch durch die Liicken in den
GefiaBwinden in die Blutgefid3e zuriickkehren und dann iiber
das MPS oder die Nieren eliminiert werden."! Bei Nanopar-
tikeln mit vergleichsweise geringer Grof3e kann sich schnell
ein Gleichgewicht der Partikelverteilung im GefédBsystem
einstellen. Im Allgemeinen zeigen Nanopartikel mit einer
GroBe im Bereich von 30-200 nm eine bessere Retention
durch den Gewebewiderstand, was das Gleichgewicht in
Richtung Extravasation verschiebt und zu einer verstdrkten
Akkumulation fiihrt. Zusammenfassend gesagt nimmt man
an, dass Nanopartikel mit einer GroBe zwischen 30 und
200 nm fiir ein passives Targeting der meisten Arten von so-
liden Tumoren unter Nutzung des EPR-Effekts optimal sind
(Abbildung 12).l"”)

Das Tumorinterstitium spielt ebenfalls eine wesentliche
Rolle fiir die passive Targeting-Effizienz. Das Tumorinter-
stitium besteht aus einem elastischen Gertist aus Kollagen-
fasern, das mit einem hydrophilen Fluid gefiillt ist."*"! Anders
als die normalen Gewebe existiert im Tumorinterstitium ein
hoher interstitieller Druck, insbesondere im mittleren Teil des
Tumors, der tendenziell gegen die Extravasation der Nano-
partikel arbeitet. Im Allgemeinen wird der Transport von
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Tumor:

— verstarkte Aufnahme von Partikeln
mit GréRen von 30-200 nm

— verbesserte Verteilung im Tumor durch passives
(EPR) und aktives (Ligandenbindung) Targeting

— kleinere Partikel werden verstarkt akkumuliert
und diffundieren schneller im Tumor

Blut:

— Clearance von kleinen Partikeln erfolgt
viel langsamer als von groRen Partikeln

Leber:

— schnelle Clearance durch Phagozyten
und hepatische Filtration von Partikeln
im GroéRenbereich 10-20 nm

— signifikante Clearance von Partikeln
mit GréRen zwischen 20-150 nm

Milz:

— schnelle Clearance von Partikeln
mit GréRen Gber 200 nm

Nieren:

— Clearance durch Ausscheidung von
Partikeln mit GréRen unter 8 nm

Abbildung 12. Bioverteilung von Nanopartikeln im menschlichen Kérper und deren Clearance. Einige der Hauptfaktoren, die die Bioverteilung und
Clearance von Nanopartikeln beeinflussen, sind Gewebedefekte sowie die GréRe, zielgerichtete Liganden und Tarnkappeneigenschaften der Nano-

partikel.

Nanopartikeln in das Interstitium durch eine resultierende
Kraft zwischen der Extravasation und dem interstitiellen
Druck sowie dem Konzentrationsgradienten getrieben.!” 18!
Interessanterweise zeigte sich, dass auch die Form der Na-
nopartikel eine Rolle beim EPR-basierten Tumor-Targeting
spielt.'®l Sowohl Simulationen als auch experimentelle Er-
gebnisse haben gezeigt, dass sphirische Nanopartikel dazu
neigen, einem laminaren Stromungsmuster zu folgen, sodass
nur die Partikel, die sich der Oberfldche der GefiBwand am
néchsten befinden, in den Tumor austreten konnen.s'®3 Im
Gegensatz dazu sind stdbchen- und stangenformige Nano-
partikel hydrodynamisch instabiler und folgen bei ihrer Reise
durch den Blutstrom nicht immer dem Stromungsmuster.['%4!
Diese hydrodynamischen Eigenschaften bieten weitere
Moglichkeiten, um die geometrischen Parameter der Nano-
partikel passgenau einzustellen und dadurch deren Chancen
zu erhohen, die Liicken in der GefdBwand zu durchque-
ren.['¥

Die Oberflicheneigenschaften (einschlieSlich funktio-
neller Gruppen und Ladungen) konnen sich auf die Effizienz
der Extravasation und Retention auswirken, da sie sich auf
den hydrodynamischen Radius, die Plasmareaktivitit, die
Halbwertszeit im Blutkreislauf sowie die ,, Tarnkappen®-Fa-
higkeiten der Nanopartikel auswirken. Was Nanopartikel mit
verldngerter Halbwertszeit im Blutkreislauf und ,, Tarnkap-
pen“-Féhigkeiten angeht, so zeigen diese im Allgemeinen
eine geringere Proteinadsorption und daher eine verbesserte
Tumorakkumulation aufgrund der signifikanten Verringe-
rung der Clearance durch das MPS."”l

Um eine maximale therapeutische Wirkung bei der Be-
handlung von soliden Tumoren zu erreichen, miissen die
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Nanopartikel gleichmifBig tief in den Tumor eindringen und
dann ihre Beladung freisetzen. Die zellulire Aufnahme von
Nanopartikeln ist ebenfalls erforderlich, um die Wirkstoff-
transporteffizienz zu erhohen und dabei die nicht-spezifische
Akkumulation ebenso zu verringern wie damit zusammen-
hingende Probleme wie etwa eine Multiwirkstoffresistenz
(siche Abschnitt 4.1). Trotz der weitverbreiteten Anwendung
in der klinischen Praxis ist die Strategie des passiven Targe-
ting in vielerlei Hinsicht auch eingeschrinkt, da die durch
Angiogenese gebildeten Gefidfle in einem Tumor nicht be-
sonders gleichmifBig verteilt sind und die Permeabilitit in-
nerhalb des Tumors nicht homogen sein muss. Bei einem
kleinen Tumor oder einer metastatischen Verdnderung, die
keine starke Angiogenese zeigt, ist passives Targeting auf
Basis des EPR-Effekt eher ineffizient.”) Diese Probleme
lassen sich durch ein aktives Targeting adressieren.

4.2.2. Aktives Tumor-Targeting

Um die biochemischen Eigenschaften der gewiinschten
Zielzellen besser zu nutzen, wurden Liganden wie etwa kleine
Molekiile, Peptide, Antikorper und Antikorperfragmente
sowie Nucleinsduren (z. B. Aptamere) an die Oberfliche von
Nanopartikeln addiert, um deren Targeting-Effizienz zu ver-
bessern. Diese neue Art des Targetings, die eine molekulare
Erkennung umfasst, wird als aktives Targeting bezeichnet,
wobei eine Liganden-Rezeptor-Bindung eine selektive und
starke Bindung des Nanopartikels an die Oberfldche einer
bestimmten Zellart erlaubt. Diese Strategie hat sich in vitro
und bis zu einem gewissen Grad auch in vivo als effizient
erwiesen.l ! Zum Beispiel zeigen Nanopartikel bei Konju-
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gation mit einem zielgerichteten Liganden haufig eine Ver-
besserung bei der Internalisierung, da dieser Prozess durch
rezeptorvermittelte Endozytose dominiert wird.'"®) Der
konjugierte Ligand erhoht die Bindungsaffinitdt und indu-
ziert dadurch effizienter eine rezeptorvermittelte Endozyto-
se. Die Nanopartikel mit einem aktiven, zielgerichteten Li-
ganden auf der Oberfliche sind beim Ansteuern von soliden
Tumoren in vivo nach wie vor vom EPR-Effekt abhidngig, um
durch die Liicken in den GefdaBwinden zu gelangen.

Allerdings wird noch immer diskutiert, inwieweit die
durch die Einfiihrung eines aktiven, zielgerichteten Liganden
erreichte Tumorakkumulation verbessert ist."*”) Man nimmt
an, dass die Akkumulation von Nanopartikeln im Tumorge-
webe durch den passiven Prozess dominiert wird, der zeit-
abhingig ist und eine lange Halbwertszeit im Blutkreislauf
erfordert. Wie im vorhergehenden Abschnitt diskutiert, wird
die Effizienz dieses Akkumulationsprozesses weitestgehend
durch die physikochemischen Eigenschaften der Nanoparti-
kel und weniger durch den aktiven, zielgerichteten Liganden
bestimmt. Selbst ohne die Verwendung eines zielgerichteten
Liganden ist es stets moglich, die Akkumulation von Nano-
partikeln in einem Tumor durch Anpassung ihrer GroSe,
Form und Oberflichenchemie zu erhdhen.™! In Gegenwart
eines zielgerichteten Liganden kann die Retention und die
Aufnahme von Nanopartikeln durch Krebszellen tatsdchlich
aufgrund der rezeptorvermittelten Endozytose erhoht
werden, aber erst nachdem die Nanopartikel aus dem Ge-
fifsystem ausgetreten sind.'"® Auf diesem Weg kann das
aktive Targeting dazu beitragen, eine hohere intrazelluldre
Wirkstoffkonzentration zu erreichen, selbst wenn die Ver-
besserung der Tumorakkumulation eher bescheiden aus-
fillt."®" Die Steigerung der intrazelluliren Wirkstoffkonzen-
tration kann die zelluldre Zytotoxizitit drastisch erhohen und
die therapeutische Wirksamkeit von Wirkstoffen verbessern,
die auf intrazellulire Ziele wirken.®* Einige experimen-
telle Ergebnisse deuten in der Tat darauf hin, dass das aktive
Targeting sowohl die Tumorakkumulation als auch die Zell-
aufnahme erhoht,"”!! jedoch werden diese Ergebnisse ver-
mutlich durch unterschiedliche Oberflaicheneigenschaften
der Partikel, eine Ungleichheit der Tumormodelle und die
Verschiedenheit der zielgerichteten Liganden verursacht.[1%%!
Andererseits wird argumentiert, dass ein aktives Targeting
Nanopartikel an Tumorzellen direkt neben den undichten
GefiBen verankern konnte, was die Effizienz der Diffusion,
die Eindringtiefe und gleichmaBige Verteilung verringern
wiirde.”™ Um diese potenziellen Nachteile zu {iberwinden,
muss die Dichte der auf der Nanopartikeloberfliche vor-
handenen, zielgerichteten Liganden sorgfiltig eingestellt
werden, um das Gleichgewicht zwischen Eindringtiefe und
Bindungsaffinitdt zu optimieren.

Als vielversprechende Alternative zum Tumor-Targeting
wurde aktives Gefaf3-Targeting vorgestellt. Hier wird die
Nanomedizin z.B. genutzt, um Endothelzellen der Tumorge-
fifle anzusteuern und abzutdten, wodurch wiederum Tumor-
zellen abgetotet werden, indem sie von der Sauerstoff- und
Nihrstoffzufuhr abgeschnitten werden.'”” Im Falle des akti-
ven GefdB-Targeting ist der zielgerichtete Ligand von be-
sonderer Bedeutung, da die Tumorakkumulation nicht langer
durch den EPR-Effekt bestimmt wird, sondern durch die
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Bindungsaffinitdt an Blutgefdle. Es wurden Nanopartikel
zum Targeting verschiedener Einheiten auf den GefaBBwién-
den entwickelt, darunter die Extra-Doméne B von Fibro-
nektin, gro3e Tenascin-C-Isoformen, Integrine, Annexin Al
sowie vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktoren (VEGF)
und deren Rezeptoren.™?

Derzeit bleibt das Targeting von soliden Tumoren eine
grofle Herausforderung und stellt einen Engpass bei der
Entwicklung zukiinftiger Krebstherapeutika dar. Selbst die
»erfolgreichen® nanopartikelbasierten Wirkstofftransport-
systeme zeigen nach wie vor eine signifikante Akkumulation
in den Hauptorganen. Im Allgemeinen héngt die therapeu-
tische Wirkung von den Eigenschaften sowohl des Tumors
(z.B. der Art und dem Grad der Angiogenese und dem Grad
der Tumorvaskularisation) als auch denen der Nanopartikel
ab (z.B. GroBe, Form, Ladung und Oberflichenchemie).[%!
Die Toxizitatsprofile und therapeutischen Wirkungen der
meisten nanoskaligen Therapeutika miissen weiterhin ver-
bessert werden, um die Minimalanforderungen fiir eine kli-
nische Anwendung zu erfiillen.

4.2.3. Clearance durch das MPS

An der Clearance einer Fremdsubstanz oder eines
Fremdobjekts aus dem Korper konnen Organe wie die Leber,
die Milz und die Nieren sowie auch das Immun- und Kom-
plementsystem beteiligt sein (Abbildung 12). Es handelt sich
dabei um einen natiirlichen Prozess, der unseren Korper
gesund hélt. Die urspriinglichen Ziele dieser Clearance-Sys-
teme sind hauptsichlich Pathogene wie Bakterien und Viren,
sie konnen jedoch ebenso exogene Partikel verarbeiten. Die
Clearancekraft ist so stark, dass die meisten intravends ver-
abreichten Nanopartikel innerhalb weniger Minuten bis
Stunden aus dem Blut entfernt sind. Bei Injektion wird der
Clearance-Prozess sofort mit dem (entweder passiven oder
aktiven) Targeting-Prozess um die Nanopartikel ,, konkurrie-
ren”, was zu einer ungiinstigen Verteilung zwischen dem Tu-
morort und den Organen wie etwa der Leber fithrt. Die
rasche Clearance kann den gewiinschten Targeting-Effekt
erheblich kompensieren und stellt eine Hauptbarriere fiir die
Entwicklung einer wirksamen Nanomedizin dar.[%]

Das MPS und die renale Clearance stellen zwei Haupt-
wege zum Entfernen von Nanopartikeln aus unserem Korper
dar. Eine der physiologischen Funktionen des MPS ist, Viren
und andere relativ kleine Objekte aktiv einzufangen und zu
eliminieren.'””! Das MPS umfasst Organe wie die Leber, die
Milz und Knochenmark, die reich an Phagozyten wie etwa
Makrophagen, Kupffer-Zellen und Monozyten sind. Alle
diese Zellen konnen Nanopartikel umschliefen und verdau-
en. Studien haben gezeigt, dass das MPS fiir die Clearance der
meisten Nanopartikel mit einer Grofle von mehr als 10 nm
verantwortlich ist, und zwar ungeachtet ihrer Form und
Oberflichenchemie.['®”]

Gelangen Nanopartikel in das Plasma, kommt es sofort zu
einer Opsonisierung der Oberflidche (d.h. der Adsorption von
Serumproteinen).>*®l Durch die Opsonisierung werden
Fremdorganismen oder Partikel mit nichtspezifischen Pro-
teinen iiberzogen, die als Opsonine bekannt sind, wodurch
eine Korona erzeugt wird und die Partikel fiir die Phagozyten
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im MPS sichtbarer werden. Opsonine enthalten typischer-
weise Komplementproteine und Immunglobuline (iiblicher-
weise IgG) sowie Albumine, Fibronektine, Fibrinogene und
Apolipoproteine.'™ Studien haben gezeigt, dass die Korona
eine geschichtete Architektur aufweist. Den Anfang macht
eine innere Schicht aus Proteinen, die mit einem K, ~ 107° bis
1078 m stark an der Oberfliche adsorbiert sind, um eine harte
Korona zu bilden, die dann von einer Schicht einer weichen
Korona umgeben ist, die iiber schwache Wechselwirkungen
gebildet wird.'*!! Die Haupttriebkrifte der Opsonisierung
basieren auf hydrophoben und elektrostatischen Wechsel-
wirkungen sowie auf Entropie- und Konformationsdnderun-
gen bei den adsorbierten Proteinen.'™ In Abhingigkeit von
der Ladung und Hydrophobie der Nanopartikel kann eine
Opsonisierung innerhalb von Minuten auftreten. Experi-
mentelle Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine geladene
Oberfliche tendenziell schneller von Proteinen bedeckt wird
als eine neutrale Oberfliche.!*!

Demzufolge wird das Schicksal von Nanopartikeln im
Hinblick auf die Opsonisierung durch ihre Oberfldchenei-
genschaften bestimmt."”! Phagozyten haben Rinder mit
Wimpern und sternférmige Arme, wodurch sie mit einem
effizienten Mechanismus zum Einfangen und Entfernen von
Fremdpartikeln ausgestattet sind."®! Diese Zellen weisen
zahlreiche Membranrezeptoren auf, einschliefllich solcher fiir
die Komplementproteine und fiir den Fc-Teil von IgG, das auf
den Nanopartikeln abgeschieden wurde.” Nach der Bin-
dung der Nanopartikel an die Rezeptoren der Phagozyten
wird eine rezeptorvermittelte Endozytose, gefolgt von einem
enzymatischen Abbau ausgelost. Segmente, die nach dem
enzymatischen Abbau verbleiben, werden in den Zellen zu-
riickgehalten und sammeln sich in Organen wie der Leber
oder der Milz (dies gilt typischerweise fiir Edelmetallnano-
partikel).['*"!

Die Leber spielt die wichtigste Rolle bei der Beseitigung
von Nanopartikeln, die keine renale Clearance durchlaufen,
da sie zahlreiche Kupffer-Zellen enthilt, deren natiirliche
Funktion die Eliminierung von Fremdstoffen iiber Phagozy-
tose ist. Leberzellen konnen ebenfalls Nanopartikel aufneh-
men und verarbeiten, wobei hier die bilidre Exkretion die
entscheidende Rolle bei der permanenten Entfernung be-
stimmter Nanopartikel aus dem Korper spielt.!” Samtliche
iiber das bilidre System ausgeschiedene Nanopartikel miissen
vor der Sekretion von den Hepatozyten abgebaut werden.
Dabher wird die Clearance durch das bilidre System als aktiver
Prozess betrachtet, auch wenn die Leberzellen nicht Teil des
MPS sind. Es sollte erwdhnt werden, dass die Prozessierung
von Nanopartikeln durch Hepatozyten (d.h. der hepatische
Prozess) sowie der bilidre Exkretionsprozess vergleichsweise
langsam verlaufen, obwohl die hepatische Aufnahme von
Nanopartikeln stets sehr rasch auftritt.'”! Anders als beim
hepatischen Prozess verbleiben von Kupffer-Zellen und
Phagozyten prozessierte Nanopartikel dauerhaft in den MPS-
Organen. Im Allgemeinen gibt es stets eine gro3e Anzahl von
in der Leber und anderen MPS-Organen akkumulierten Na-
nopartikeln, die potenziell langfristige Nebenwirkungen in-
duzieren konnten.

Die Milz ist an sich ein Reinigungsorgan und besitzt ein
Blutfiltrationssystem, das aus einem engen Netzwerk (ca.
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200 nm Maschenweite) von Endothelzellen besteht.!””! Na-
nopartikel mit einer Gro3e von mehr als 200 nm werden be-
vorzugt iiber die Milz ausgeschieden. Durch die Wahl einer
passenden GroBle und Oberflichenchemie konnen starre
Nanopartikel mit einer langen Halbwertszeit im Blutkreislauf
zu einem hohen Prozentsatz in der Milz akkumulieren.?”
Experimente zeigen, dass sich innerhalb von 24 h nach der
Injektion etwa 50% von 250 nm groB3en, mit Poloxamin 908
beschichteten Polystyrol-Nanopartikeln aufgrund des physi-
kalischen Filtrationseffekts in der Milz akkumulierten.[!2%!
Diese Eigenschaft findet sich hauptsédchlich bei Nanoparti-
keln mit langen Plasmahalbwertszeiten, da andere Arten von
Nanopartikeln aufgrund ihrer hohen Phagozyten-Aktivitét
nach Opsonisierung dazu neigen, durch das MPS in der Leber
gefangen zu werden. Zusétzlich zu einem aktiven Einfangen
durch das MPS erfolgt die Clearance von grof3en Nanoparti-
keln (> 150 nm) auch iiber physikalische Filtration, um Par-
tikel in der Milz oder Leber zu fangen,'™ weshalb die
Clearance durch die Hauptorgane des MPS ein Hybrid aus
aktiven und passiven Prozessen darstellt.

Um eine Clearance durch das MPS zu vermeiden, muss
die Oberfliche der Nanopartikel sorgféltig manipuliert
werden, um die Opsonisierung zu verhindern oder zumindest
zu minimieren. Hierdurch wird auch die Plasmahalbwertszeit
verldngert, die MPS-Clearance verringert und die Targeting-
Effizienz erhoht. Sofern moglich, sollte die Oberfldche von
Nanopartikeln neutral gehalten werden, da eine neutrale
Oberfléache die geringste Menge von Serumproteinen anzieht.
Das Vorhandensein von negativen Ladungen auf der Ober-
flache induziert Opsonisierung und so die Aufnahme durch
das MPS, jedoch im Vergleich zu einer positiv geladenen
Oberfliche mit einer geringeren Geschwindigkeit.®! Zur
Verringerung der Opsonisierung und folglich zur Erhéhung
der Halbwertszeit der Nanopartikel im Blutkreislauf werden
weitverbreitet Oberflachenmodifizierungen wie eine PEG-
ylierung eingesetzt. PEGylierte Nanopartikel werden von
Phagozyten aufgrund der geringeren Opsonisierung weniger
erkannt, was als ,, Tarnkappen“-Eigenschaft bekannt ist, und
tendieren zu einer effizienteren Akkumulation in Tumoren.

Jiingste Studien haben gezeigt, dass der Opsonisierungs-
prozess sehr viel komplizierter als eine einfache Protein-
absorption sein konnte. So konnen Nanopartikel vom Im-
munsystem iiber Antikorper gezielt angegriffen werden. Es
wurde nachgewiesen, dass bis zu 25% der Patienten nach
einer Behandlung mit PEGylierten Nanopartikeln anti-PEG-
Antikorper entwickelten.'®”! Dieser Befund ist von beson-
derer Bedeutung, da die PEGylierung als wesentliche Mog-
lichkeit gilt, mit der Nanopartikel mit einer ,, Tarnkappen®-
Eigenschaft ausgestattet werden konnen. Weitere Studien
deuten darauf hin, dass das Gleichgewicht zwischen Zytoki-
nen der Typl- und Typ2-T-Helferzellen (Ty1-Ty2) und M1-
M2-Makrophagen die Geschwindigkeit und Menge der Na-
nopartikel-Clearance ebenfalls beeinflussen, da zu einer Ty1-
Antwort neigende Méause Nanopartikel mit geringerer Ge-
schwindigkeit eliminierten als zu einer T;2-Antwort neigende
Miuse.”™ All diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das
Immunsystem die Aufnahme und Clearance von Nanoparti-
keln tatséchlich tiefgreifender beeinflusst, als bisher verstan-
den ist.
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4.2.4. Renale Clearance

Die renale Clearance basiert auf physikalischer Filtration
(Dialyse) und weniger auf einer Zellaufnahme. Anders als die
Clearance von Nanopartikeln aus dem Blutkreislauf durch
das MPS-System entfernt das renale System die Nanopartikel
iiber den Urin aus dem Korper und akkumuliert sie nicht in
den betreffenden Organen. Da die Entfernung von Nano-
partikeln durch Galle ein vergleichsweise langer Prozess ist,
stellt die renale Clearance eine optimale Methode zum Ent-
fernen von Nanopartikeln aus dem Korper mit minimalen
Nebenwirkungen dar.

Die renale Clearance von Nanopartikeln ist ein passiver
Prozess, an dem glomerulire Filtration und tubulidre Sekre-
tion beteiligt sind. Nach dem Eintreten in das Glomerulus-
kapillarbett werden die Nanopartikel in Abhingigkeit von
ihren Eigenschaften entweder tiber die Glomeruluskapillaren
abfiltriert oder verbleiben innerhalb des GefidBsystems (Ab-
bildung 13). Wihrend der Extraktion miissen die Nanoparti-
kel durch das gefensterte Endothel, die glomeruldre Basal-
membran (GBM) sowie die glomeruldren Epithelzellen fil-
triert werden.”® Obwohl von diesen Zelllagen bekannt ist,
dass sie Poren mit GroBen bis zu 43 nm aufweisen, betrigt die
funktionale oder physiologische Porengrofie nur etwa 5 nm,

° <6 nm f \\?. ﬁ/@ @ .
afferente | | 2 6-8 nm S »__Podozyten-

Y. Xia et al.

wenn wir die vereinte Wirkung aller Lagen der Glomerulus-
kapillarenwand beriicksichtigen.””>?* Da es sich um einen
passiven Prozess handelt, ist die Filtration von Partikeln in
hohem Mafe von deren GroBe abhingig.”™! Typischerweise
werden Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durch-
messer von weniger als 6 nm rasch abfiltriert, wihrend solche
mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 6-8 nm we-
niger effizient entfernt werden und Partikel mit einer Grof3e
von mehr als 8 nm im Allgemeinen nicht mehr entkommen
konnen.

Unterschiedliche Partikeleigenschaften konnen héufig zu
verschiedenen Behandlungen durch die Niere fithren. Es
wurden mehrere Studien unter Verwendung von QP und Au-
Nanopartikeln durchgefiihrt, um die Wirkung dieser Eigen-
schaften auf die GroBenschwelle fiir die Filtration zu unter-
suchen .15 Clearancestudien mit QP zeigten eine effizi-
ente renale Exkretion bei Partikeln mit einem hydrodyna-
mischen Durchmesser von weniger als 6nm (4.36-
5.52 nm).['! QP mit einem hydrodynamischen Durchmesser
von mehr als 8 nm (8.65 nm) durchliefen die renale Filtration
nicht, sondern wurden stattdessen vom MPS aus dem Blut-
kreislauf entfernt.'*! Andere Studien zeigen, dass sphirische
Au-Nanopartikel mit einer Grofle von 2 nm rasch extrahiert
wurden und nur zu 3.7% in der Leber akkumulierten. Im
Vergleich dazu fanden sich bei 6 nm groflen Au-
Nanopartikel 4.0% im Urin bzw. 27.1% in der
Leber, wéahrend bei 13 nm gro3en Au-Nanoparti-
keln 0.5% in den Urin bzw. 40.5% in die Leber
gelangten.'"®  Polyamidoamin(PAMAM)-Den-

rterole & ‘ fortsatze drimere mit einer annidhernd sphirischen Form
¥>8nm ) /EﬁZ?)Itlﬁgﬁmi wurden ebenfalls zur Untersuchung dieser
*= ol * Schwelle verwendet, und Dendrimere mit einer
° 9 ¢ . . . . .
- ~Q Ly - GroBe von 5.4 nm zeigten eine effiziente glome-
: . O C Y rulire Extraktion.'® Diese experimentellen Er-
. % . . . . "

Fenestrat =4 gebnisse weisen darauf hin, dass die Grofen-

nestrationen . o .
enestratione =y 9 schwelle fiir die renale Filtration vergleichbar der

der meisten Makromolekiile ist.
Zusitzlich zur GroBe ist die Oberfldchenla-

efferente | %
Arteriole glomerulare Kapillaren =
mit viszeraler Schicht o

von Podozyten )

(Bowmans Kapsel) L9

proximaler gebogener Tubulus

dung ein weiterer Faktor, der die Behandlung von
Nanopartikeln durch die Nieren beeinflussen
kann. Mit zunehmender Oberflachenladung eines
Partikels nimmt auch die Adsorption von Serum-
proteinen zu, was zu einem groB3eren hydrodyna-
mischen Durchmesser fiihrt.'® Dariiber hinaus
konnen die Oberflachenladungen auf dem Nano-
partikel mit den Ladungen auf der Glomerulus-
kapillarenwand wechselwirken.”™! Infolgedessen
werden QP mit einer neutralen Oberflichenla-

Abbildung 13. Renale Prozessierung von Nanopartikeln mit unterschiedlichen
GréRen und Ladungen. a) Die Glomeruluskapillarwand enthilt Filtrationsschlitze,

dung mit hoherer Wahrscheinlichkeit ausgespiilt,
wihrend sowohl positiv als auch negativ geladene
Nanopartikel mehr Serumproteine adsorbie-
ren,l! was deren scheinbare hydrodynamische
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die eine physiologische Porengréle von 4.5-5 nm aufweisen. Nanopartikel <6 nm
(rot) sind klein genug, um ohne Weiteres und ungeachtet der Oberflichenladung
filtriert zu werden. Allerdings werden positiv geladene Nanopartikel zwischen 6

8 nm (violett) leichter filtriert als gleichgrofe, aber negativ geladene Nanopartikel.
Nanopartikel >8 nm konnen keine glomerulare Filtration durchlaufen. b) Da der
Biirstensaum der proximalen Tubulus-Epithelzellen negativ geladen ist, werden posi-
tiv geladene Nanopartikel leichter resorbiert als negativ geladene Nanopartikel mit
vergleichbarer Gréee. Wiedergabe in modifizierter Form nach Lit. [165] mit freundli-
cher Genehmigung, Copyright 2008 Future Medicine.
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Durchmesser erhoht und somit die Moglichkeit
drastisch verringert, iiber renale Filtration ausge-
schieden zu werden."” Die PEGylierung hat sich
bei der Vorbeugung einer Proteinadsorption als
sehr wirksam erwiesen, allerdings erhoht auch der
PEGylierungsprozess selbst den hydrodynami-
schen Durchmesser, was sich negativ auf seinen
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Nutzen bei der renalen Filtration auswirkt.'* Bei Nanopar-
tikeln mit einer Gro3e von 6-8 nm ist die Oberflichenladung
und Oberflaichenchemie von besonderer Bedeutung, da diese
Partikel nicht mehr klein genug fiir eine ladungsunabhingige
Filtration sind.*"”

Vor dem Entleeren in den Urin besteht immer noch die
Moglichkeit, dass die Nanopartikel von der tubulédren Fliis-
sigkeit resorbiert werden. Studien haben gezeigt, dass einige
auf Polyamindendrimeren basierende Nanopartikel durch
den proximalen Tubulus resorbiert werden konnen.'®) Es
sind weitere Untersuchungen erforderlich, um die Resorption
von Nanopartikeln zu beurteilen, da die Féahigkeit zur Re-
sorption von Nanopartikeln noch viele Fragen aufwirft.

Die Schlussfolgerung, dass Nanopartikel mit einem hy-
drodynamischen Durchmesser von weniger als 8 nm iiber den
renalen Weg ausgeschieden werden konnen, wenn die Ober-
flaichenchemie und -ladung der Nanopartikel optimiert wird,
scheint begriindet. Nanopartikel mit einer Grof3e von mehr
als 8 nm konnen ebenfalls eine renale Clearance durchlaufen,
wenn sie nach der Wirkstofffreisetzung in Fragmente mit
einer GroBe von weniger als 6 nm abgebaut werden konnen.

4.2.5. Pharmakokinetik und Bioverteilung

Da viele Antitumorwirkstoffe hochtoxisch sind, ist es
wiinschenswert, den Wirkstoff nur am Tumorort zum Einsatz
zu bringen und dann innerhalb eines bestimmten Zeitraums
zu entfernen, um Nebenwirkungen zu minimieren. Bei na-
nopartikelbasierten Therapeutika ist die Pharmakokinetik
und Bioverteilung eine Folge zahlreicher, ineinandergreifen-
der Faktoren wie der Targeting-Effizienz und Clearance der
nanoskopischen Triager sowie des Freisetzungsprofils und
anderer Eigenschaften des geladenen Wirkstoffs. Im Allge-
meinen werden die Pharmakokinetik und Bioverteilung eines
solchen Therapeutikums bis zum Zeitpunkt der Freisetzung
der Wirkstoffmolekiile weitestgehend vom Nanopartikeltra-
ger selbst bestimmt.”®! Dies verkompliziert die Manipulie-
rung der Pharmakokinetik und Bioverteilung von Nanome-
dikamenten, da sowohl die Verteilung von Nanopartikeln als
auch das Freisetzungsprofil des Wirkstoffs beriicksichtigt
werden miissen.”! Bei intravends verabreichten Nanoparti-
keln wird deren Verteilung im Korper weitestgehend durch
die Organe und Krankheitsherde gesteuert (Abbildung 12).
Bis zu einem gewissen Grad wird die Pharmakokinetik und
Bioverteilung von nanoskopischen Therapeutika durch die
Mengen der an diesen Stellen verteilten Nanopartikel als
Funktion der Zeit bestimmt. Obwohl Leitfiden fiir eine
Maximierung oder Minimierung der Akkumulation von Na-
nopartikeln an diesen Stellen erstellt wurden, bleibt es eine
grof3e Herausforderung, die optimalen Bedingungen fiir die
Akkumulation/Clearance an all diesen Stellen zu erreichen.
Im gegenwirtigen Stadium der Entwicklung endet der
GroBteil der verabreichten Nanopartikel in gesunden Orga-
nen und Geweben, selbst bei einer Unterstiitzung durch
wirksames Targeting,?**! und die Toxizitit in gesundem
Gewebe ist bei den meisten nanopartikelbasierten Thera-
peutika nach wie vor inakzeptabel.’!

Tiermodelle konnen Studien der Pharmakokinetik auf
vielfiltige Weise beeinflussen. Bei verschiedenen Arten von
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Labortieren sind die primdren MPS-Organe der Nanoparti-
kelsequestrierung artabhingig.”™! AuBerdem kann die funk-
tionelle Porengroe des Tumorgefif3systems bei verschiede-
nen tierischen Xenograft-Modellen betrichtlich variieren.['™!
Da der EPR-basierte Targetingprozess stark von der Gefif3-
porengrofe abhingt, ist es wichtig, dass dieses Merkmal des
TumorgefaBsystems so weit wie moglich den klinischen Féllen
dhneln sollte.'” Im Allgemeinen miissen Pharmakokinetik
und Bioverteilung von Nanomedikamenten systematisch von
Fall zu Fall untersucht werden. Es hat sich gezeigt, dass For-
mulierungen, die in mehreren Xenograft-Modellen erfolg-
reich waren, allgemein eine bessere therapeutische Wirkung
in der klinischen Anwendung hatten.?!

Es sollte festgehalten werden, dass verschiedene patien-
tenspezifische Faktoren sich ebenfalls auf die Pharmakoki-
netik und Bioverteilung auswirken konnen. Zum Beispiel
zeigen klinische Studien, dass sowohl Alter, Korperbau, Ge-
schlecht als auch das Vorhandensein/Fehlen eines Tumors in
der Leber die Pharmakokinetik von PEGylierten Liposom-
wirkstoffen verindern konnen.™! Eine Studie mit PEG-
yliertem Liposom-Doxorubicin (Doxil) und PEGyliertem
Liposom-CKD-602 (S-CKD602) deutet darauf hin, dass die
Clearance bei Patienten mit einem Alter von mehr als
60 Jahren™"! erheblich niedriger liegt und dass weibliche
Patienten tendenziell eine geringere Clearance von in
PEGylierten Liposomen verkapselten Wirkstoffen zeigen.
Pharmakokinetische Untersuchungen an Populationen
deuten des Weiteren darauf hin, dass Patienten mit priméren
oder metastatischen Tumoren in der Leber zusammen mit
refraktidren soliden Tumoren eine hohere Clearance bei S-
CKD602 aufwiesen.?*!

4.2.6. Biokompatibilitdt und biologischer Abbau

Biokompatibilitit ist ein Schwerpunkt der Forschung, seit
das erste Fremdmaterial in den menschlichen Korper im-
plantiert wurde. Da Nanopartikel und Bulkmaterialien un-
terschiedliche Eigenschaften haben, kann die Reaktion des
Korpers selbst bei der gleichen Zusammensetzung vollkom-
men anders ausfallen, was zu einer vollkommen unter-
schiedlichen Toxizitdt fiihrt. Zum Beispiel wurde Au seit
Jahrhunderten weitverbreitet in der Zahnmedizin eingesetzt
und ist als biologisch inert und vertriglich bekannt.?® Um-
gekehrt konnen Au-Nanopartikel eine Toxizitit aufweisen, da
sie die Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
induzieren konnen.'”

Laut Kohane und Langer kann die Biokompatibilitét
eines Materials im Allgemeinen als ein ,,Ausdruck der Gut-
artigkeit der Beziehung zwischen einem Material und seiner
biologischen Umgebung“ betrachtet werden.”'!!’ Wichtige
Aspekte hinsichtlich der biologischen Vertréglichkeit umfas-
sen nicht nur die akute und Langzeittoxizitit, sondern auch
die Antwort des gesamten Korpers und die Funktionalitét der
beteiligten Gewebe/Organe. Im Allgemeinen zeigen biolo-
gisch inerte Nanopartikel, die keine unzuldssigen toxischen,
immunogenen, thrombogenen und karzinogenen Antworten
induzieren, tendenziell ein hoheres Maf3 an Biokompatibili-
tat.
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Jedoch miissen bei der Beurteilung dieses Themas meh-
rere Faktoren bedacht werden: 1) Die Biokompatibilitit von
Nanopartikeln ist stark mit der Art und den anatomischen
Merkmalen der umgebenden Gewebe korreliert. Gewebe mit
unterschiedlichen anatomischen Merkmalen konnen auf die
Gegenwart des gleichen Nanopartikels ganz unterschiedlich
reagieren.”'? Nanopartikel, die fiir bestimmte Anwendungen
in spezifischen Geweben entworfen wurden, sind fiir andere
Anwendungen an anderen Gewebearten womoglich nicht
geeignet. 2) Die intrinsischen Eigenschaften des Materials,
aus dem ein Nanopartikel besteht, sind nicht notwendiger-
weise ein Hauptfaktor bei der Bestimmung der Biokompati-
bilitidt der Nanopartikel.”'? 3) Bei der Bewertung der Bio-
kompatibilitét ist eine Nutzen/Risiko-Abwédgung unerlésslich.
Gefahren wie eine Entziindung schidigen womoglich nicht
die Nachbargewebe und heilen mit der Zeit ab.*'?

Die Biokompatibilitit umfasst mehrere Aspekte, von
denen die Toxizitdt am wichtigsten ist und zu Recht die meiste
Aufmerksamkeit auf sich zieht. Die Toxizitdt verschiedener
Arten von Nanopartikeln, einschlieBlich Polymere, magneti-
sche Materialien, Edelmetalle und Halbleiter, wurde bereits
an anderer Stelle zusammengefasst und diskutiert.”*! Bisher
untersuchte In-vivo-Toxizitédtsprofile umfassen Hautsensibi-
lisierung, dermale Toxizitdt, Augentoxizitét, Inhalationstoxi-
zitdt, orale Toxizitdt, Neurotoxizitit, Entwicklungstoxizitt,
Reproduktionstoxizitit und Genotoxizitit.”'!! Die intrinsi-
sche Toxizitdt von Materialien, einschlieBlich sowohl des
Nanopartikels als auch seiner Fracht, die jeweiligen Ant-
worten des Korpers sowie jegliche erzeugte reaktive Spezies
konnen durchweg wesentliche Rollen bei der Bestimmung
der Toxizitét in vivo spielen. Es muss festgehalten werden,
dass Langzeitstudien (Monate bis Jahre) fiir die meisten Na-
nopartikel noch immer ausstehen.'® Es ist moglich, dass
einige als nicht oder nur minimal toxisch betrachtete Nano-
partikel wihrend ihres Abbaus oder ihrer Verarbeitung im
Organismus ein hoheres Mall von Toxizitdt induzieren
konnten, 150

Es sollte auch darauf hingewiesen werden, dass die Toxi-
zitdt durch chemische Riickstinde verursacht werden kann,
die bei der Synthese zuriickgeblieben sind. Eine vollstdndige
Entfernung dieser Riickstinde ist hiufig schwierig und
manchmal gar unmoglich. Zum Beispiel wird CTAB weit-
verbreitet bei der Synthese von Au-Nanopartikeln, insbe-
sondere Nanostédbchen verwendet. Eine vollstéindige Entfer-
nung von CTAB ist schwierig und kann zur Aggregation der
Nanopartikel fithren, wenn es denn vollstédndig entfernt ist.
Die positive Ladung von auf der Oberfldche der Nanopartikel
haftendem CTAB kann eine Zytotoxizitdt und rasche Opso-
nisierung, gefolgt von einer MPS-Clearance induzieren.”"!
Aus diesem Grund wurden neue Syntheseprotokolle entwi-
ckelt, an denen aus natiirlichen Quellen extrahierte Rea-
gentien als Stabilisatoren und Reduktionsmittel beteiligt sind,
um Au- und Ag-Nanopartikel sowie CdSe-QP herzustel-
len.”%! Trotz vielversprechender Ergebnisse sind bei derarti-
gen Synthesen noch groB3ere Anstrengungen erforderlich, um
die GroBe, Form und GleichméiBigkeit der Nanopartikel
besser zu kontrollieren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt in der Nanomedizin ist die
biologische Abbaubarkeit. Im Allgemeinen ist es fiir Nano-
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partikel wiinschenswert, vollstdndig zersetzt und nach der
Freisetzung der Beladung aus dem Korper entfernt zu
werden. Dazu wurden Nanopartikel aus einer Reihe von
biologisch abbaubaren Polymeren wie etwa PLA, PGA,
PLGA, PCL, Poly(alkylcyanoacrylat) (PAC), Chitosan und
Gelatine entwickelt.”’) In diesen biologisch abbaubaren
Nanopartikeln wurden eine ganze Reihe von Antitumor-
wirkstoffen verkapselt, darunter 9-Nitrocamptothecin, Pac-
litaxel, Cisplatin, Xanthone, ,,Rose Bengal“, Triptorelin und
Dexamethason.”! Um die biologische Abbaubarkeit zu de-
monstrieren, wurden verschiedene Arten von Tests entworfen
und fiir diese Systeme sowohl invivo als auch in vitro
durchgefiihrt.”™ Dabei wurde gezeigt, dass diese Systeme
tatsdchlich in kleine Molekiile zersetzt werden konnten, die
dann durch den katabolischen Mechanismus im Koérper ver-
arbeitet werden konnten.'® Obwohl aus biologisch abbau-
baren Materialien hergestellt, zeigen diese Nanopartikel nach
wie vor ein gewisses Mall von Toxizitdt aufgrund einer
nichtspezifischen Akkumulation und daher nichtspezifischen
Freisetzung ihrer toxischen Beladung in gesunden Gewe-
ben.?¥

Goldnanopartikel wurden hinsichtlich biomedizinischer
Anwendungen intensiv untersucht, wie etwa fiir Wirkstoff-
transport, Bildgebungskontrastverbesserung und Krebsthe-
rapie.?') Diese Nanopartikel werden normalerweise als nicht
biologisch abbaubar betrachtet, da sie nicht ohne Weiteres
verdaut werden konnen und die resultierenden Metallionen
hochtoxisch sein konnen.™ Jedoch stellten Sokolov und
Mitarbeiter kiirzlich die Synthese von Au-Nanopartikeln
durch den Zusammenbau von Au-Clustern vor und zeigten,
dass solche Nanopartikel potenziell in vivo biologisch ab-
baubar sind.??! Die bei dieser Synthese verwendeten Au-
Cluster hatten einen mittleren Durchmesser von 4 nm, was
die Anforderung fiir eine rasche renale Clearance erfiillt.
Durch eine vorsichtige Anpassung des Verhiltnisses von Au-
Clustern zu einem polymeren Stabilisator zeigte das Produkt
mit einer Grofle von 83 nm eine gute biologische Abbaubar-
keit in vitro.?*!)

Zusammengefasst hingt die Biokompatibilitdt von Na-
nopartikeln von ihrer Struktur und ihren Oberflacheneigen-
schaften sowie von vielen anderen Faktoren ab. Im gegen-
wirtigen Stadium der Entwicklung fehlt fiir die meisten
Proben noch eine Langzeitbewertung (Monate bis Jahre).
Daher sind das langfristige Schicksal und die Langzeittoxizi-
tit von Nanopartikeln im Wesentlichen unbekannt.”” Dies
ist ein besonders wesentlicher Aspekt bei Nanopartikeln, die
aus nicht biologisch abbaubaren Materialien hergestellt
wurden.” Zudem muss die Bewertung der Biokompatibili-
tiat auf einer Fall-zu-Fall-Basis mit systematischer Methodik
und einer langfristigen Ausrichtung erfolgen.

5. Perspektiven beim Design von Nanopartikeltrd-
gern

Der erste Versuch zur Entwicklung eines nanopartikel-
basierten Therapeutikums kann bis zur Synthese eines Poly-
mer-Wirkstoff-Konjugats in den 1950er Jahren zuriickverfolgt
werden.* Seitdem wurden Nanopartikeltriiger unter Ver-
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wendung einer gro3en Bandbreite von Materialien, wie etwa
Proteinen, Polysacchariden, synthetischen Polymeren, Me-
tallen und vielen anderen organischen/anorganischen Mate-
rialien, hergestellt und untersucht. Eine Hauptanforderung
beim Design von Nanopartikeltrdgern fiir Wirkstofftrans-
portanwendungen ist, dass Zusammensetzung, Grofie, Form,
Oberflacheneigenschaften, biologische Vertriglichkeit und
Zersetzungsprofil durchweg prizise maBgeschneidert und
optimiert werden miissen, um eine ortsspezifische Freiset-
zung von Wirkstoffen in therapeutisch optimalen Geschwin-
digkeiten und Dosierungen zu erreichen.

5.1. Natiirliche oder synthetische Materialien?

Die Verwendung von natiirlichen Materialien ist attraktiv,
da sie in groBen Mengen zur Verfiigung stehen, eine gute
Biovertraglichkeit aufweisen und ohne Weiteres mittels che-
misch/biochemischer Reaktionen modifizierbar sind.””! Na-
tiirlich vorkommende Materialien bieten gegeniiber synthe-
tischen Materialien viele Vorteile. Zum Beispiel kann das
biologische System natiirliche Materialien ohne Weiteres
iiber bestehende Wege erkennen und metabolisch verarbei-
ten, wihrend synthetische Materialien Toxizitédt, chronische
Entziindungen und Probleme bei der Clearance verursachen
konnen. Allerdings bergen auch natiirliche Materialien eine
Reihe von Nachteilen. So fehlen etwa dezidierte optische/
elektrische/magnetische Eigenschaften, Zusammensetzung
und Eigenschaften konnen von Charge zu Charge schwanken,
die Materialien sind immunogen, haben unzulédngliche bio-
mechanische Eigenschaften und sind strukturell komplex.!

Ein Hauptvorteil ist, dass natiirliche Materialien in einem
biologischen System ohne Weiteres durch enzymatischen
oder hydrolytischen Abbau metabolisiert und daraus entfernt
werden konnen.”?! Dies ist womoglich bei permanenten und
Langzeitimplantaten wie einem Hiiftersatz unerwiinscht,
jedoch ist es ein klarer Pluspunkt, wenn eine zeitlich festge-
legte biologische Resorption gewiinscht ist. Natiirliche Ma-
terialien konnen chemisch modifiziert und vernetzt werden,
um die Abbaugeschwindigkeiten fiir spezifische Wirkstoff-
transportanwendungen anzupassen.””! Das am hiufigsten
auftretende Problem bei natiirlichen Materialien ist die Im-
munantwort, zu der es bei Einfiihrung in den Korper rasch
kommen kann. Diese Immunantwort riihrt daher, dass die
eingefiihrten Materialien, obwohl den endogenen Kompo-
nenten der extrazelluliren Matrix des Wirts dhnlich, nicht
unbedingt identisch sein miissen und tatsdchlich hiufig anti-
gene Kontaminationsstoffe enthalten. Dieses Problem tritt
am héufigsten bei von Proteinen abstammenden Materialien
auf und ist typischerweise weniger schwerwiegend bei Poly-
sacchariden wie etwa Chitosan.””! Dieser immunogene
Effekt kann entweder durch chemische Modifizierungen oder
Reinigungen zur Entfernung von immunogenen Komponen-
ten verringert werden. Allerdings konnen die komplexen
Strukturen von natiirlichen Materialien die Modifizierungs-
prozesse verkomplizieren, die bei synthetischen Materialien
vergleichsweise einfach durchgefiihrt werden kénnen. Trotz-
dem haben viele Arbeitsgruppen erfolgreiche Verfahren zur
Modifizierung (und natiirlich Reinigung) von natiirlichen
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Materialien vorgestellt. Ein weiterer hdufig vorkommender
Aspekt bei aus der Natur gewonnene Materialien ist die Va-
riabilitdt in der molekularen Struktur von Charge zu Charge
aufgrund unterschiedlicher tierischer Quellen. Diese Unbe-
stdndigkeit ist nicht nur eine Folge der Abweichungen zwi-
schen verschiedenen Arten, sondern auch der Abweichungen
auf Gewebeebene, was die Verarbeitung und Quantifizierung
dieser Materialien verkomplizieren kann.?*! Vor kurzem
wurden rekombinante Techniken mit Bakterien genutzt, um
verschiedene natiirliche Materialien wie etwa Hyaluronsédure
und Kollagene herzustellen, wodurch eine effiziente Losung
der Probleme hinsichtlich Variabilitdt und Immunogenitét im
Zusammenhang mit diesen Materialien erreicht wurde.

Derzeit wird der Wirkstofftransport von aus synthetischen
Materialien hergestellten Nanopartikeln dominiert, da diese
eine préazise Kontrolle der physikochemischen Eigenschaften
der Formulierungen bieten. Um Antitumormittel an Tumor-
stellen in vivo zu transportieren, miissen die Nanopartikel
stabil, biologisch inert und nichttoxisch sein. Gleichzeitig
miissen sie eine ausreichend lange Zeit im Blutkreislauf ver-
bleiben, um den Zielort zu erreichen und diesen sogar
mehrfach passieren zu konnen. Die Nanopartikel konnen die
Bildung einer Korona aus Serumproteinen um die Oberfldche
herum induzieren, und hochgeladene Nanopartikel werden
durch das MPS rascher phagozytiert als neutrale Parti-
kel.[1%:2230.2271 Dyrch die Verwendung von synthetischen Ma-
terialien konnen Oberflichenladungen und Hydrophobie auf
geeignete Weise angepasst und optimiert werden, um die
Halbwertszeit dieser Materialien im Blutkreislauf zu erho-
hen. AuBlerdem kann ihre Oberflichenfunktionalitdt ohne
Weiteres maBgeschneidert werden, um ihre Affinitédt fiir
Zielrezeptoren zu maximieren.

5.2. Gréfe und Form

Die GroBle und Form sowie die Gleichformigkeit sind
zwei wichtige Parameter von nanopartikelbasierten Wirk-
stofftransportsystemen, da sie die In-vivo-Verteilung, Toxizi-
tit und Targeting-Fahigkeit bestimmen.”! Zudem kénnen
sie die Wirkstoffbeladung, Wirkstofffreisetzung sowie die
Stabilitdt in vitro und invivo beeinflussen. Zum Beispiel
neigen kleinere Partikel stidrker zu einer Aggregation wih-
rend der Lagerung und Inkubation in vitro, haben aber typi-
scherweise eine ldngere Halbwertszeit im Blutkreislauf
in vivo. Der Abbau von Polymernanopartikeln kann stark
von deren Grofe beeinflusst sein.

Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass Nanopartikel
gegeniiber ihren mikrometergro3en Pendants mit Grofen im
Bereich von 0.1-100 um bei Wirkstofftransportanwendungen
eine Reihe von Vorteilen bieten.””! Im Allgemeinen weisen
Nanopartikel eine vergleichsweise hohere intrazelluldre
Aufnahme und breitere Verfiigbarkeit bei einer ganzen Reihe
von biologischen Zielen auf, was ihrer geringen Grofle und
erhohten Mobilitdat geschuldet ist. Zum Beispiel fanden
Amidon und Mitarbeiter, dass beim humanen Caco-2-Kolo-
rektalepitheladenokarzinom Nanopartikel mit einer Grofe
von 100 nm eine 2.5-fach hohere Aufnahme als Mikropartikel
mit einer GroBe von 1 pm und eine 6-fach hohere Aufnahme
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als Mikropartikel mit einer GroBe von 10 um aufwiesen.™” In
einer nachfolgenden Untersuchung zeigte sich, dass die Na-
nopartikel in einer Ratte durch die submukosalen Schichten
eines in situ intestinalen Schleifenmodells drangen, wiahrend
sich mikrometergrof3e Partikel vorwiegend in der Epithel-
auskleidung befanden.”"! Es wurde auch berichtet, dass Na-
nopartikel die Blut-Hirn-Schranke (BHS) passieren kénnen,
indem sie durch die mit einer hyperosmotischen Mannitol-
Losung behandelten Offnungen von Zonulae occludentes
gelangten. Mit Tween 80 beschichtete Nanopartikel konnten
die BHS ebenfalls passieren.™ Als solche kénnen Nano-
partikel eine verzogerte Abgabe von Therapeutika bei schwer
behandelbaren Erkrankungen wie Hirntumoren bieten.?
Tatséchlich erwies sich, dass einige Zelllinien nur Nanopar-
tikel aufnahmen, wihrend groBere Partikel abgewiesen
wurden. >

Die Form der Nanopartikel ist beim Wirkstofftransport
von ebensolcher Bedeutung wie deren GroBe. Auch wenn
sphérische Nanopartikel gute Kandidaten fiir den Wirkstoff-
transport sind, konnen anisotrope Strukturen aufgrund ihrer
groBeren Oberfldche/Volumen-Verhiltnisse gelegentlich eine
hohere Wirksamkeit bieten, wie in Abbildung 1 gezeigt. Die
Anisotropie in der Struktur ermoglicht dem Trdger womog-
lich, eine giinstigere Konfiguration zur Bindung an die Zelle
einzunehmen, auch wenn scharfe Kanten und Ecken Blut-
gefife potenziell verletzen konnen.” Die Mechanismen,
mithilfe derer Nanopartikel Zellmembranen durchqueren,
waren in den letzten Jahren Gegenstand umfangreicher Un-
tersuchungen, da ein Verstindnis und die Kontrolle der zel-
luliren Aufnahme fiir die Entwicklung einer wirksameren
Nanomedizin wesentlich sind.*>? Eine detaillierte Dis-
kussion findet sich in Abschnitt 4.1.

5.3. Oberflicheneigenschaften

Neben GroBe und Form stellen die Oberflacheneigen-
schaften von Nanopartikeln einen weiteren kritischen Para-
meter zur Bestimmung der Wirkstoffbeladungseffizienz und
des Freisetzungsprofils, fiir die Halbwertszeit im Blutkreis-
lauf, das Tumor-Targeting sowie die Clearance aus dem
Korper dar. Idealerweise sollten die Nanopartikel eine hy-
drophile Oberfliche aufweisen, um die Adsorption von
Plasmaproteinen zu erschweren und so der Aufnahme durch
Makrophagen zu entkommen.”®” Dies kann auf zweierlei
Wegen erreicht werden: Beschichtung der Nanopartikel-
oberfldche mit einem hydrophilen Polymer wie etwa PEG,
oder direkte Herstellung von Nanopartikeln aus Blockcopo-
lymeren, die sowohl hydrophile als auch hydrophobe Seg-
mente enthalten.” Untersuchungen von Elsabahy und
Wooley deuten darauf hin, dass die Oberflichenchemie von
Nanopartikeln einen deutlichen Einfluss auf die Toxizitét,
Immunogenitédt und Bioverteilung haben kann. So fiihrt eine
iibermifBig hohe positive Ladung tendenziell zu einer raschen
Opsonisierung und Clearance.*’
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5.3.1. Oberflidchenladungen

Zur Charakterisierung seiner Oberflaichenladung wird
iiblicherweise das Zeta-Potential eines Nanopartikels heran-
gezogen.? Diese GroBe spiegelt das elektrostatische Po-
tential eines Partikels wider und wird durch die Zusammen-
setzung des Partikels sowie des Mediums beeinflusst, in dem
das Nanopartikel suspendiert ist. Nanopartikel mit einem
Zeta-Potential von mehr als 30 mV (entweder positiv oder
negativ) haben sich in Suspensionen als stabil erwiesen, da
aus den Oberflichenladungen resultierende AbstoBungs-
krifte die Partikel an einer Aggregation hindern. Zudem
enthalten die innere Oberfliche von Blutgefilen und die
Oberfldachen von Zellen verschiedene Arten von negativ ge-
ladenen Spezies, die negativ geladene Nanopartikel absto3en.
Erhoht sich die Oberflichenladung von Nanopartikeln (ent-
weder positiv oder negativ), werden sie leichter von Makro-
phagen eliminiert, was zu einer hoheren Clearance durch das
MPS fiihrt. Daher kann eine Kontrolle der Oberfldchenla-
dung die Minimierung der nichtspezifischen Wechselwirkun-
gen zwischen Nanopartikeln und MPS unterstiitzen, was den
Verlust von Nanopartikeln an unerwiinschten Orten verhin-
dert.”"! Ein vollstindiger Ausschluss von nichtspezifischen
Wechselwirkungen ist derzeit jedoch unerreichbar.

5.3.2. PEGylierung

Zur Erhohung der Tumortargeting-Effizienz ist es erfor-
derlich, die Verweildauer der Nanopartikel im Blutkreislauf
durch Minimierung der Opsonisierung zu verldngern. Der am
hiufigsten gebrauchte Ansatz zum Erreichen dieses Ziels ist
die Beschichtung der Nanopartikeloberfliche mit hydrophi-
len PEG-Ketten.”**!

Untersuchungen haben gezeigt, dass die Konformation
von PEG auf der Nanopartikeloberfliche von grofiter Be-
deutung ist, um Opsonine abzustofen. Wihrend PEG-Be-
schichtungen mit einer biirstendhnlichen Konfiguration Pha-
gozytose und Komplementaktivierung verringern, ist die
pilzahnliche Konfiguration ein sehr wirksamer Komplemen-
taktivator, um Phagozytose zu induzieren.”®”! Seit der ersten
Verwendung von PEG zu Verldngerung der Halbwertszeit
eines Proteins im Blutkreislauf **?! wurde die PEGylierung
weitverbreitet iibernommen, um Nanopartikel wie etwa Li-
posome, Polymernanopartikel®® und Mizellen® vor
einer vorzeitigen Clearance aus dem Blutkreislauf zu schiit-
zen. Die PEG-Ketten bilden eine hydratisierte Schale, die
dem Nanopartikel eine Umgehung der Opsonisierung und
nachfolgenden Phagozytose ermoglicht.”*! Allerdings kann
diese Schutzschale Wechselwirkungen des Nanopartikels mit
der Zielzelle storen.?*! Zum Beispiel zeigte PEGyliertes Li-
posom-Doxorubicin eine verldngerte Halbwertszeit im Blut-
plasma, von der erwartet wurde, mit einer besseren thera-
peutischen Wirksamkeit zu korrelieren. Jedoch fiihrte die
Formulierung zu einer geringeren Tumorakkumulation als die
gleichen Liposome ohne PEG-Beschichtung, was auf einen
kontraproduktiven Effekt der PEGylierung hindeutet.?*’!
Eine kiirzlich erschienene Publikation wies ebenfalls darauf
hin, dass PEGylierte, multifunktionelle umschlagéhnliche
Nanosysteme weniger wirksam beim Transport von Genen zu
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Leberzellen in vivo waren als solche ohne PEG-Beschich-
tung, was der ineffizienten Aufnahme des PEGylierten Na-
nosystems durch die Leberzellen zugeschrieben wurde.**!
Unter Verwendung eines Rechenmodells zeigten Bunker und
Mitarbeiter des Weiteren, dass einige zielgerichtete Einheiten
aufgrund einer sterischen Hinderung durch die PEG-Schicht
ihre Funktionalitit verlieren konnten.**! Die erhohte Stabi-
litdt von Nanopartikeln durch PEGylierung kann auch das
endosomale Entkommen behindern, was ein entscheidender
Schritt fiir einen wirksamen intrazelluliren Transport von
Gen-Wirkstoffen und anderen Therapeutika ist.”" Diese
Hindernisse haben eine Suche nach neuen Strategien und
Verbindungen zum Maskieren der Nanopartikel ausgelost.
Beispiele fiir jiingste Anstrengungen umfassen die Verwen-
dung verschiedener Polymere synthetischen und natiirlichen
Ursprungs, biomimetische Beschichtungen und die bedingte
Entfernung der PEG-Schichten.!

5.3.3. Polysaccharide

Eine wichtige Klasse natiirlicher Polymere sind die Poly-
saccharide, die aufgrund ihrer guten biologischen Vertrég-
lichkeit, Verfiigbarkeit und einfachen Modifizierbarkeit
weitverbreitet zum Wirkstofftransport und zur Gewebe-
ziichtung verwendet werden.™” Aufgrund ihrer Fihigkeit,
das Komplementsystem und Opsonisierung zu vermeiden,
wurden einige Polysaccharide wie etwa Dextran und Heparin
auch als Tarnkappenmaterialien erkannt.”! Einige Unter-
suchungen haben gezeigt, dass die Polysaccharide, wie etwa
Chitosan und Hyaluronsiure sogar selbst gewisse Liganden-
aktivitdten zeigen. Mit diesen Polysacchariden beschichtete
Nanopartikel zeigen eine effizientere zelluldre Aufnahme als
andere Nanopartikel, und zwar wegen der spezifischen
Wechselwirkungen mit verschiedenen Rezeptoren auf der
Oberfliche der Zielzellen.” Daher ziehen Polysaccharide
als wirksame Oberflichenmodifizierungssubstanzen zuneh-
mend das Interesse der Nanomedizin auf sich.

Nanopartikel mit eingebauten Polysacchariden konnen
durch viele verschiedene Verfahren hergestellt werden, die
bereits in umfassende Ubersichten zusammengefasst wur-
den.?231 Polysaccharide konnen durch elektrostatische
Wechselwirkungen als Oberflichenbeschichtungen auf Na-
nopartikel aufgebracht oder direkt wihrend der Synthese in
die Nanopartikel eingebaut werden. Alternativ konnen hy-
drophile Polysaccharide an hydrophobe Molekiile wie etwa
Cholesterin gebunden und dann iiber Selbstorganisation zur
Bildung von Nanopartikeln verwendet werden, die in ihrem
Kern auch hydrophobe Wirkstoffe verkapseln konnen. Dar-
tiber hinaus konnen Nanopartikel durch Konjugation von
Polysacchariden an synthetische Polymere hergestellt
werden. Zum Beispiel kann das Anbinden von Polysacchari-
den an die Seitenketten eines linearen, hydrophoben Poly-
mers ein verzweigtes Copolymer erzeugen, und die Konju-
gation eines Polysaccharidterminus an ein lineares hydro-
phobes Polymer kann ein lineares Diblockcopolymer erge-
ben.

Bevor Polysaccharide effizient als Wirkstofftrager einge-
setzt werden konnen, miissen jedoch einige Hiirden iiber-
wunden werden. Zunéchst sind die meisten Polysaccharide
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natiirlichen Ursprungs, und in Abhéngigkeit von der Quelle
konnen hinsichtlich Molekulargewicht und Struktur erhebli-
che Schwankungen auftreten. Diese Eigenschaften bestim-
men die biologische Aktivitdt von Polysacchariden entschei-
dend, und so miissen alternative Verfahren etabliert werden,
um Polysaccharide mit gleichbleibenden Eigenschaften her-
zustellen. Zweitens konnen biologisch aktive Kontaminati-
onsstoffe der Polysaccharide wie etwa Endotoxine und Pa-
thogene der gewiinschten Wirkung der Polysaccharide ent-
gegenwirken. Daher werden dringend effizientere Verfahren
zum Reinigen von Polysacchariden benétigt.”*! Drittens sind
die genauen Mechanismen der biologischen Wirkungen der
meisten Polysaccharide nach wie vor unklar. Geringfiigige
Abweichungen bei Molekulargewicht, Anordnung von Mo-
nomeren und Verzweigungsgrad konnen jeweils zu signifi-
kanten Unterschieden in den biologischen Aktivitdten
fithren. Ein vollstdndiges Verstdndnis der Mechanismen der
biologischen Effekte ist eine Voraussetzung fiir eine erfolg-
reiche Einfithrung von Polysacchariden in nanomedizinische
Anwendungen.

5.3.4. Konjugation mit zielgerichteten Liganden

Derzeit stehen viele Techniken und Werkzeuge zur Ver-
fiigung, um Nanopartikel fiir ein aktives Targeting von
Krebszellen auszuriisten. Ublicherweise wurden monoklo-
nale Antikorper als Zielepitope auf Zelloberflichen ver-
wendet, jedoch hat ein umfassendes Screening von Peptid-
und Aptamerbibliotheken das Repertoire von fiir einen ge-
zielten Transport verfiigbaren Liganden bedeutend erwei-
tert.”) Die derzeit verwendeten zielgerichteten Liganden
umfassen Antikorper, Antikorperfragmente, Peptide (z.B.
RGD fiir a,p;-Integrin), Aptamere (z.B. die fiir das prosta-
taspezifische Membranantigen und VEGF), Oligosaccharide
und sogar kleine Molekiile (Folat und SV-119),M84 solange
diese ein iiberexprimiertes Ziel auf einer Zelloberfldche
spezifisch erkennen und daran binden konnen. Hier wollen
wir nur einen kurzen Uberblick iiber diese Liganden geben:

1) Monoklonale Antikdrper (MAD) sind Makromolekii-
le, die weitverbreitet als zielgerichtete Liganden eingesetzt
werden, da sie unmittelbar verfiigbar sind und eine hohe
Affinitdt und Spezifitit fiir molekulare Ziele aufweisen.
Diese Liganden haben gewohnlich ein Molekulargewicht von
rund 150 kDa und zeigen hohe Bindungsaffinitdten. Bis heute
wurden MAD an annihernd alle verschiedenen Arten von
Nanopartikeln konjugiert, wie etwa SPION,*I QP! Lipo-
some™” und Au-Nanokifige,” um diesen eine ortsspezifi-
sche Targeting-Fahigkeit zu verleihen. Jedoch konnen die
volumindse GroBe und redundante konstante Regionen
einige wesentliche Probleme bei der Verwendung von MAb
als zielgerichtete Liganden verursachen, da diese eine hohe
Immunogenitit besitzen und eine GroBenzunahme verursa-
chen (d.h. die GesamtgroBe der Nanopartikel nimmt dra-
matisch zu). Die Verwendung von Antikorperfragmenten,
Affibodies und Peptiden konnte helfen, dieses Manko zu
tiberwinden.

2) Einzelketten-Antikorperfragmente (scFv) sind Fusi-
onsproteine von variablen Regionen der schweren und
leichten Ketten eines Antikorpers (VH und VL), die mit
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einem kurzen Linkerpeptid aus 10-25 Aminosduren verbun-
den werden. Das Molekulargewicht eines scFv betrdgt rund
27 kDa. Durch das sorgfiltige Konstruieren der MAb, um die
redundanten Teile der scFv zu verringern, kann die Grofle
und Immunogenitit des urspriinglichen Antikorpers wei-
testgehend verringert werden.

3) Affibodies sind kleine, stabile Z-Doméinen aus 58
Aminoséduren, die sich von der IgG-Bindungsdomine des
Staphylokokken-Protein A ableiten. Die Bindungstasche
besteht aus 13 Aminosduren und kann in Abhéngigkeit von
der Aminosduren-Randomisierung an viele verschiedene
Ziele binden. Im Gegensatz zu IgG ermoglicht die geringe
GroBe (6-15 kDa) der Affibodies ein Eindringen in Tumor-
gewebe. Affibodies besitzen eine hohe Rezeptoraffinitit, die
den aktiven Teil der Fab-Region des zugehorigen Antikorpers
nachahmt. Ihre kurze Plasmahalbwertszeit macht sie zu guten
Kandidaten fiir Tumorbildgebungssonden. Allerdings sind sie
weniger ideal fiir ein Tumor-Targeting, fiir das eine lange
Halbwertszeit im Blutkreislauf erforderlich ist.*)

4) Peptide bieten brauchbare, zielgerichtete Einheiten
mit verschiedenen vorteilhaften Eigenschaften, wie etwa ein
geringes Molekulargewicht (etwa 1kDa), die Fahigkeit in
Gewebe einzudringen oder das Fehlen von Immunogenitit.
Auflerdem konnen sie leicht hergestellt werden und sind in
chemischen Konjugationsverfahren vergleichsweise flexi-
bel.?! Verschiedene Peptide, die krebsspezifische, auf Tu-
morzellen und dem GefdBsystem iiberexprimierte Epitope
erkennen konnen, wurden als zielgerichtete Einheiten fiir
Wirkstoffe und Wirkstofftrager verwendet. Zum Beispiel
zeigen RGD-Peptide eine hohe Bindungsaffinitit gegeniiber
Integrin,®™ das typischerweise wihrend der Tumorangio-
genese vom Endothel iiberexprimiert wird. Durch Konjuga-
tion von RGD auf die Oberfliche von SPION zeigten die
Nanopartikel eine iiberlegene Zielaffinitit und Spezifitit.*!
Ein moglicher Nachteil ist, dass Peptide im Vergleich zu MAb
gelegentlich eine geringere Bindungsaffinitdt an Rezeptoren
zeigen, was jedoch durch eine Erhohung der Bedeckungs-
dichte der Peptide kompensiert werden kann.

5) Aptamere sind kurze, einzelstringige, synthetische
Nucleinsdureoligomere — DNA oder RNA -, die komplexe
dreidimensionale Strukturen bilden konnen, die ihrerseits mit
hoher Affinitdt und Spezifitit an Oberflichenmarker
binden.”*? Vorteile von Aptameren sind gute Verfiigbarkeit,
einfache chemische Synthese, geringes Molekulargewicht und
das Fehlen von Immunogenitét. Zahlreiche Veroffentlichun-
gen berichten iiber die Konjugation von Aptameren als ziel-
gerichtete Liganden an Polymernanopartikel.”">>¢?!

6) Endogene Liganden, wie etwa Folsdure, der epider-
male Wachstumsfaktor (EGF) und Transferrin, sind fiir ein
Tumor-Targeting attraktiv, da sie mit geringer Inmunogenitat
und hoher Affinitidt an ihre jeweiligen Rezeptoren binden
konnen. Es wurde iiber mehrere Protokolle berichtet, um
Folsdure,” EGF?* und Transferrin®®! an verschiedene
Arten von Nanopartikeln zu konjugieren.

Zusammenfassend sind bei der Wahl eines zielgerichteten
Liganden zahlreiche Uberlegungen zu beriicksichtigen, dar-
unter die Verfiigbarkeit, die Einfachheit der Herstellung,
Diversitét, Affinitdt, Protokolle zur Konjugation, Immuno-
genitdt und Kosten. Alle diese Parameter sollten sorgfiltig
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durchdacht werden, um Nanopartikel mit maximaler Targe-
ting-Fahigkeit bei minimalen Kosten zu entwerfen.

5.4. Beladung mit dem Wirkstoff

Theoretisch sollte ein nanopartikelbasiertes Wirkstoff-
transportsystem eine hohe Wirkstoffbeladungskapazitit auf-
weisen, um die Menge der fiir eine Verabreichung benétigten
Materialien zu minimieren. Die Beladung von Nanopartikeln
mit Wirkstoffmolekiilen lédsst sich auf zwei verschiedenen
Wegen erreichen: 1) Einbau zum Zeitpunkt der Nanoparti-
kelbildung und 2) Absorption (sowie Adsorption) des Wirk-
stoffs nach der Bildung der Nanopartikel durch Inkubieren
mit einer hochkonzentrierten Wirkstofflésung.

Die Effizienz der Wirkstoffbeladung und des Einschlusses
in einem Nanopartikel wird durch die Eigenschaften sowohl
der Wirkstoffmolekiile als auch des Tragermaterials be-
stimmt. Die Eigenschaften des Materials umfassen sein Mo-
lekulargewicht, Polymerzusammensetzung, Wirkstoff-Poly-
mer-Wechselwirkung und die funktionellen Gruppen (z.B.
Carboxyl oder Ester) an beiden Enden jeder Polymerket-
te.’! Ein Makromolekiil oder Protein hat die groBte Bela-
dungseffizienz, wenn die Wirkstoffbeladung am oder nahe
dem isoelektrischen Punkt erfolgt, da hier die geringste
Loslichkeit und eine maximale Absorption vorliegen. Bei
kleinen Molekiilen ist die Nutzung der elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und Matrixmaterial
ein effizienter Weg, um die Wirkstoffbeladungseffizienz zu
erhohen. ")

Viele neuere Studien haben verschiedene Techniken zur
Herstellung von Polymernanopartikeln untersucht, wie etwa
die Polyelektrolyt-Komplexbildung, Bildung von Doppel-
emulsionen und Verdampfen des Losungsmittels sowie
Emulsionspolymerisation.”® Ein gegensitzlich geladenes
Polymer kann zum Einschluss von Wirkstoffen in der Poly-
mermatrix eines Nanopartikels genutzt werden, wobei die
Matrix dann den Wirkstoff durch eine Kombination aus
Wirkstoffdiffusion und Polymerzersetzung freisetzt. Bei der
Doppelemulsionsbildung und Abdampfen des Losungsmit-
tels werden das Polymer und der Wirkstoff in einem organi-
schen Losungsmittel aufgelost, gefolgt von einer Emulgation
in einer wéssrigen Losung. Das organische Losungsmittel
diffundiert von der Polymerphase in die wéssrige Phase und
wird aus der wéssrigen Phase verdampft, was wirkstoffbela-
dene Polymernanopartikel zuriickldsst. Der Nachteil dieser
Methode liegt in der geringen Einheitlichkeit der hergestell-
ten Nanopartikel. Im Gegensatz dazu konnen mittels Emul-
sionspolymerisation, die auf der Polymerisation von Mono-
meren in emulgierten Tropfen basiert, gleichméaBige, nano-
skalige Partikel erzeugt werden. Allerdings lassen sich nur
wenige Arten von Materialien zur Herstellung von Nano-
partikeln mittels Emulsionspolymerisation verwenden.

6. Fallstudien

Seit der Entwicklung des Konzepts der Nanopartikel-
Therapeutika 1955 wurden viele verschiedene Arten von
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Tréagersystemen entwickelt oder vorgestellt. Wiahrend sich die
meisten noch immer im Stadium von Laboruntersuchungen
befinden, haben andere Marktreife erlangt®! oder befinden
sich in verschiedenen Phasen klinischer Studien (Tabelle 1).
In diesem Abschnitt beleuchten wir anhand einiger ausge-
wihlter Beispiele verschiedenste Trdger, darunter Protein-
Wirkstoff-Konjugate, Liposome, Dendrimere, Hydrogele
sowie aus biologisch abbaubaren Polymeren, Phasenwech-
selmaterialien und verschiedenen anorganischen Materialien
bestehende Nanopartikel.

6.1. Protein-Wirkstoff-Konjugate

Diese Klasse von Wirkstofftransportsystemen basiert auf
der direkten Konjugation von Wirkstoffmolekiilen an Pro-
teine fiir einen zielgerichteten Wirkstofftransport. Bei Ver-
wendung eines Antikorpers spricht man hier auch von Anti-
korper-Wirkstoff-Konjugaten  (antibody-drug conjugate,
ADC).P" Der Linker zwischen Protein und Wirkstoff ist
hiufig biologisch abbaubar und kann so bei geeigneter Sti-
mulierung beide Teile freisetzen. Die Einfachheit dieses
Systems selbst bringt Vor- und Nachteile mit sich. Der wich-
tigste Vorteil liegt in der geringen GroBe (etwa 10 nm) sol-
cher Konjugate, die nicht nur eine vergleichsweise lange
Halbwertszeit im Blutkreislauf der Konjugate bedingt,*!!
sondern auch deren Extravasation in die Tumorstellen im
Vergleich zu groferen Nanopartikeln deutlich erleichtert,
selbst bei Konjugaten, denen Liganden fiir ein aktives Tar-
geting fehlen. Was die Nachteile angeht, so konnen nicht alle
Wirkstoffe ohne Weiteres an Proteine konjugiert werden, da
die strukturelle Empfindlichkeit bestimmter Wirkstoffe ihre
chemische Modifizierung ausschlieft. AuBerdem kann die
Stabilitat von Wirkstoff-Protein-Linkern Probleme bereiten,
da die Linker dazu neigen, mit der Zeit schnell von Proteasen
und Redoxeigenschaften verdndernden Substanzen im Blut-
kreislauf zersetzt zu werden.”’"?’2l Im Allgemeinen geht man
davon aus, das proteasespaltbare Linker stabiler sind als Di-
sulfide oder andere Linker, auch wenn die Stabilitdt stets
maBgeschneidert werden kann.”’"*” Dariiber hinaus ist die
Moglichkeit, die Konjugate mit multiplen Funktionalitdten
auszustatten, recht eingeschrdnkt. Trotz dieser Nachteile
haben technologische Fortschritte bei der Entwicklung neuer
Proteintriager (z.B. monoklonaler Antikorper), Wirkstoffe
und insbesondere Linker das Leistungsvermogen von ADC
als potente Therapeutika auBerordentlich verbessert. So
wurden neuere Produktgenerationen mit immens verbesser-
ter, systemischer Stabilitét vorgestellt, bei denen die Linker in
Position gehalten werden konnen, bis die Konjugate an der
gewiinschten Stelle angekommen sind, was eine prézisere und
kontrollierbarere Abgabe von zytotoxischen Substanzen er-
1aubt.[2700'274]

Beispiele fiir diese Entwicklung sind die beiden Wirk-
stoffe TRAIL (tumor-necrosis-factor-related apoptosis-indu-
cing ligand) und Monomethylauristatin E (MMAE, Abbil-
dung 14).7”! TRAIL kann durch Wechselwirkung mit den
Todesrezeptoren DR4 und DRS den programmierten Zelltod
induzieren.””® Obwohl dieser Wirkstoff sich als wirksam er-
wiesen hat, sind viele Tumorzellen — insbesondere Brusttu-
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more und Melanome — gegeniiber einer TRAIL-Behandlung
resistent.””’! Interessanterweise wird TRAIL bei Bindung an
Tumorzellen stets durch Endozytose internalisiert, obwohl
dieser Internalisierungsprozess von der TRAIL-induzierten
Apoptose unabhidngig ist. Diesen Vorteil nutzend, konju-
gierten Chen und Mitarbeiter MMAE, ein synthetisches Tu-
mortherapeutikum, das die Zellteilung durch Blockade der
Tubulinpolymerisation hemmen kann,”” i{iber einen aus
Valin und Citrullin (vc) bestehenden Linker an TRAIL
(Abbildung 14b). Der Linker ist in Korperflissigkeiten du-
Berst stabil, kann aber von Cathepsin (einer von mehreren
humanen Krebsarten iiberexprimierten Protease) bei Eintritt
in Tumorzellen gespalten werden.”””! Die Autoren fanden,
dass ein Konjugat aus N109C (eine aktive Mutante von
TRAIL) und veMMAE bei TRAIL-resistenten MCF-7-
Brusttumorzellen einen deutlich verringerten ICy, von
62.5nm aufwies. Im Vergleich dazu iiberstiegen die ICsy-
Werte bei anderen Kontrollen stets 1000 nMm, darunter S96C-
veMMAE (wobei S96C eine inaktive Mutante von TRAIL
ist) sowie voll aktives N109C und TRAIL allein. Sie unter-
suchten ferner die Bioverteilung von N109C-veMMAE
in vivo in Nacktméiusen mit humanen NCI-H460-Lungentu-
moren. Spannenderweise verblieb das N109C-veMMAE 96 h
nach der Injektion im Korper einer Maus annédhernd voll-
stindig in der Tumorregion, anders als die auf Rinderse-
rumalbumin (bovine serum albumine, BSA) basierende
Kontrolle, die zu einer Akkumulation in mehreren Organen
neigte (Abbildung 14 c,d). Dieses starke Targeting-Verméogen
von N109C-veMMAE-Konjugaten, selbst bei Fehlen eines
Antikorpers oder anderer Liganden, kann der geringen
GroBe und dem EPR-Effekt am Tumorort zugeschrieben
werden. Die Targeting-Effizienz kann durch Konjugation mit
einem Antikorper noch weiter verbessert werden.

6.2. Liposome

Liposome sind sphérische Vesikel mit einem Durchmes-
ser von typischerweise 50-500 nm, die aus einer Lipiddop-
pelschicht bestehen, die sich beim Emulgieren von Lipiden in
einem wissrigen Medium bildet.”®” Die Bildung von Lipo-
somen ist ein spontaner Prozess, der durch Wechselwirkungen
zwischen Wassermolekiilen und amphiphilen Lipidmolekiilen
ermoglicht wird. Nach der Bildung ist im Kern eines jeden
Liposoms ein wéssriges Volumen eingeschlossen. Dadurch
haben Liposome die Fahigkeit, geloste Stoffe selektiv durch
Einkapselung aufzunehmen, was die Grundlage fiir den
Wirkstofftransport bildet. Uber dieses Wirkstofftransport-
system wurde erstmals in den 1960er Jahren berichtet,”' und
es stellt eines der wenigen Systeme dar, die erfolgreich in die
klinische Praxis iiberfithrt wurden.[™

Ublicherweise bei der Bildung von Liposomen verwen-
dete Lipide umfassen mit Phosphatidylcholin angereicherte
Phospholipide, entweder natiirlichen (z.B. Cholesterin und
Phosphatidylcholin) oder synthetischen Ursprungs (z.B. 1,2-
Dioleyl-sn-glycero-3-phosphocholin, DOPC). Die Eigen-
schaften eines Liposoms, wie etwa Permeabilitit, Oberfla-
chenladung und Hydrodynamik, werden im Wesentlichen
durch die Phospholipidzusammensetzung der Doppelschicht
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Abbildung 14. a) Transport von MMAE zum Zytoplasma mithilfe eines

TRAIL-veMMAE-Konjugats durch Targeting des Todesrezeptors auf
einer Tumorzelle. b) Chemische Struktur von TRAIL-vcMMAE. Der Pfeil
gibt die Cathepsin-Spaltungsstelle des Linkers an. c¢) Nacktmiusen mit
NCI-H460-Tumor wurde Cy5-markiertes N109C-vcMMAE und Cy5-BSA
tiber die Schwanzvene injiziert. Als Negativkontrolle wurde Kochsalzlo-
sung verwendet. Die Mause wurden alle 24 h unter Verwendung eines
In-vivo-Bildgebungssystems (Maestro) auf Fluoreszenz untersucht.

d) Nach 96 h wurden die Miuse geopfert, und die Organe wurden ent-
nommen und abgebildet. Das Pseudofarbenbild zeigt die raumliche
Verteilung des Cy-5-markierten N109C-vcMMAE bzw. Cy5-BSA in den
Organen. Wiedergabe nach Lit. [275] mit freundlicher Genehmigung,
Copyright 2013 Wiley-VCH.
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bestimmt. Die anfangs entwickelte und am héufigsten ver-
wendete Methode zur Wirkstoffbeladung basiert auf der un-
willkiirlichen Verkapselung von hydrophilen Wirkstoffen, die
wihrend des Herstellungsschritts im wissrigen Medium
gelost sind. In Abhéngigkeit von den Eigenschaften der
Wirkstoffe wurden auch andere Methoden vorgestellt. Zum
Beispiel konnen lipophile/amphiphile Wirkstoffe vor der Li-
posomherstellung direkt mit den Lipiden vermischt werden,
was zu einem Einschluss der Wirkstoffe in der Lipiddoppel-
schicht fiihrt.”®! Die Beladung mit diesen Wirkstoffen kann
auch durch die Verwendung eines organischen Losungsmit-
telaustauschmechanismus nach der Herstellung der Liposo-
me erfolgen.’™ Anders als hydrophile gelste Stoffe, die nach
der Verkapselung nicht ohne Weiteres durch die Doppel-
schicht gelangen konnen, werden lipophile/amphiphile
Wirkstoffe jedoch nicht effizient in einem Liposom zuriick-
gehalten, da diese Wirkstoffe ohne Weiteres durch die Li-
piddoppelschicht diffundieren konnen. In einigen Féllen kann
ein anderer pH-Wert im Inneren eines Liposoms einen neu-
tralen Wirkstoff effizient protonieren/deprotonieren, wo-
durch die Doppelschichtmembran nicht lidnger fiir den
Wirkstoff durchlissig ist.?! Unter Verwendung einer solchen
Vorgehensweise wurden Wirkstoffe wie Doxorubicin erfolg-
reich mit hoher Beladungseffizienz in vorgebildeten Liposo-
men verkapselt.®]

Liposome konnen sterisch stabilisiert werden, indem die
Doppelschicht mit einem amphiphilen, langkettigen Polymer
verstiarkt wird, das an einem Ende PEG enthilt, was seiner-
seits die Opsonisierung verringern und die Zirkulationszeit
im Plasma verldngern kann. Polymere mit geeigneten End-
gruppen fiir eine Konjugation mit Antikorpern oder Ligan-
den lassen sich ebenfalls in die Lipiddoppelschicht einfiihren,
wodurch ein zielgerichteter Transport moglich wird. Trotz der
offenkundigen Einfachheit bei der Funktionalisierung ist das
interessanteste Merkmal der Liposome, das sie von anderen
nanopartikelbasierten ~Wirkstofftransportsystemen unter-
scheidet, ihr Mechanismus des intrazelluldren Transports. Da
die Doppelschichten der Liposome denen der Zellen stark
dhneln, konnen sie direkt mit der Plasmamembran ver-
schmelzen. Wenn sie von den Zellen tiber Endozytose inter-
nalisiert werden, wird die Lipiddoppelschicht aufgrund der
sauren Umgebung von bestimmten intrazelluliren Kompar-
timenten (z.B. den Endosomen und Lysosomen) zerstort,
oder die Doppelschicht kann mit den Membranen von in-
trazelluliren Kompartimenten verschmelzen. Der Ver-
schmelzungsprozess tritt womoglich nicht auf, wenn die Li-
posome mit bestimmten Verbindungen zur Unterbindung
eines direkten Kontakts der Doppelschicht eines Liposoms
und der einer Zelle funktionalisiert werden, wodurch zu-
sétzliche Mechanismen fiir ein endosomales Entkommen er-
forderlich werden.

In einer kiirzlich veroffentlichten Untersuchung entwi-
ckelten Ping und Mitarbeiter eine neue Art von mehrstufigen
pH-responsiven Liposomen (die als HHG2Cy-L bekannt
sind) fiir den Transport von Tumortherapeutika.’® Die
Schliisselkomponente war 1,5-Dioctadecyl-L-glutamyl-2-hist-
idylhexahydrobenzoesdure (HHG2C;), ein zwitterionisches
Oligopeptidlipid. Das synthetische Lipid HHG2C 3 kann mit
Soja-Phosphatidylcholin (SPC) und Cholesterin vermischt
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Die Fahigkeit von HHG2C 4-L, in
mehreren Stufen zu reagieren, wurde
anschlieBend experimentell verifiziert
(Abbildung 15a). Die Aufnahme-
menge von HHG2Cy,L  durch
humane A498-Nierenkarzinomzellen
war bei pH 6.5 signifikant hoher als
bei pH 7.4 (Abbildung 15b), wihrend
Kontrollliposome ohne pH-Respon-
sivitdt (SPC-L) unter diesen beiden
Bedingungen keinen offensichtlichen
Unterschied zeigten. Nach der Endo-
zytose durch die Zellen konnte
HHG2Cs-L innerhalb von wenigen
Stunden aus den Endolysosomen
entkommen und sich allmihlich in
den Mitochondrien akkumulieren. Im
Gegensatz dazu waren die meisten
SPC-L in Endolysosomen einge-
schlossen, und selbst 8 h nach der
zelluldren Aufnahme hatte sich nur
eine geringe Menge in den Mito-
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Fadqd

Tage nach der Xenograft-Implantation

Abbildung 15. a) Intrazelluldrer Transport von intelligenten, Cumarin 6 (C6, ein griiner Fluoreszenz-
farbstoff) verkapselnden Liposomen (HHG2C4-L) in A498-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
bei Beobachtung mit einem konfokalen Mikroskop. Die spiten Endosome und Lysosome wurden
mit LysoTracker Rot angefirbt. b) C6-Gehalt in Mitochondrien, die aus 12 h bzw. 24 h lang mit C6/
HHG2Cy4-L und C6/SPC-L inkubierten A498-Zellen isoliert wurden. P < 0.05. c) Antitumoreffizienz
gegen den Renca-Xenograft-Tumor nach intravenéser Verabreichung von verschiedenen CCI-779-
Formulierungen (10 mgkg ™). *P<0.05, %+P < 0.01. Wiedergabe nach Lit. [286] mit freundlicher

Genehmigung, Copyright 20123 Wiley-VCH.

werden, um ,,intelligente” Liposome zu erzeugen. Bei phy-
siologischen pH-Werten (7.2-8.0) hat HHG2C 5-L eine stark
negative Oberflichenladung (—22.8 mV), welche die Opso-
nisierung verringert und die Zirkulationszeit verldngert. Beim
Eindringen in den Tumor, wo der pH-Wert mit etwa 6.5 ge-
ringfiigig niedriger liegt, verdnderte sich das Zeta-Potential
aufgrund der Gegenwart von Hexahydrobenzoesidure (HBA)
deutlich auf + 6.3 mV. Interessanterweise kam es zu einer
zweiten Stufe der Reaktion auf den pH-Wert, wenn die Li-
posome nach der Endozytose in Endosome und/oder Lyso-
some gelangten (pH in den Endolysosomen: 5.5-4.5). Dieser
Endozytoseprozess fiihrte zu zwei Ergebnissen: 1) Die Imi-
dazolgruppe des Histidins in HHG2C 5 erleichterte den Pro-
toneneinstrom in die Endolysosomen, was zu einer noch ho-
heren positiven Oberfldchenladung (4 15-25 mV) und einem
endolysosomalen Zerplatzen fiihrte, und 2) HBA wurde in
der Umgebung mit niedrigerem pH gespalten, wodurch eine
Ladungsumkehr von positiv zu negativ beim Entkommen von
HHG2Cs-L aus den Endolysosomen in das Zytoplasma
verhindert wurde. Zudem hat HHG2C;-L die Fahigkeit,
Mitochondrien durch elektrostatische Wechselwirkungen
anzusteuern, da es eine stark positive Oberflichenladung
tragt.
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chondrien angesammelt. Die Autoren
verkapselten dann CCI-779, einen
Inhibitor der Zellproliferation, in den
Hohlrdaumen von HHG2C; - und
verwendeten diese mit Tumorthera-
peutika beladenen Liposome fiir Un-
tersuchungen in vitro und in vivo. Wie
erwartet zeigte CCI-779/HHG2C4-L
bei pH 6.5 eine sehr viel hohere Effi-
zienz bei der Abtotung von A498-
Zellen als bei pH 7.4. Bei der Injek-
tion in vivo in Ratten mit Renca-Tu-
moren (Nierenadenokarzinom) zeigte
CCI-779/HHG2C s-L ebenfalls eine bessere Hemmung des
Tumorwachstums im Vergleich zu CCI-779/SPC-L, Torisel
(der kommerziellen Formulierung von CCI-779) oder einer
Kochsalzkontrolle (Abbildung 15¢).

tt

6.3. Polymernanopartikel

Polymernanopartikel sind wahrscheinlich die am umfas-
sendsten untersuchten Trégersysteme fiir den Wirkstoff-
transport. Wir wollen hier nur synthetische Polymere, die
hydrophob und biologisch abbaubar sind (z.B. PLA, PGA,
PLGA und PCL), sowie deren Copolymere diskutie-
ren.>30<610287 Der orgBte Vorteil dieser synthetischen Po-
lymere ist, dass ihre Eigenschaften, wie etwa Molekularge-
wicht, Hydrophobie oder biologische Abbaubarkeit, auf
kontrollierbare Weise variiert werden konnen, um eine wei-
tere Funktionalisierung zu ermdglichen. Die Herstellung von
Nanopartikeln aus diesen Polymeren ist unkompliziert, da
bereits zahlreiche Techniken vorgestellt wurden, darunter
Emulgierung, Koazervation, Nanoprézipitation und Elektro-
spray.?*< 27281 Dyjese Vielseitigkeit macht die Verkapselung
von Wirkstoffen vergleichsweise einfach und hoch effektiv.
Hydrophobe Wirkstoffe konnen zusammen mit dem Polymer
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direkt im Losungsmittel vor der Na-
nopartikelbildung gelost werden.”®!
Hydrophile Wirkstoffe konnen mit-
tels verschiedenster Verfahren ver-
kapselt werden: 1) auf die gleiche
Weise wie bei hydrophoben Wirk-
stoffen, allerdings im Losungsmittel
suspendiert; 2) mit Techniken wie
der Doppelemulsion, um hohle Na-
nopartikel mit im Kern eingeschlos-
senen hydrophilen Wirkstoffen zu
erzeugen;”! und 3) durch Beladung
der Oberflichen der Nanopartikel
nach der Herstellung. Da Polymer- b)
nanopartikel gewohnlich dichte Ma-
trizes mit gut definierten Zerset-
zungsprofilen enthalten, ldsst sich
durch die Verwendung dieser Tréager
eine sehr viel bessere Kontrolle der
Wirkstofffreisetzung als bei anderen
Nanopartikelsystemen erreichen.!!

Wie in einem Bericht beschrie-
ben, kann basierend auf einem bio-
logisch abbaubaren Triblockcopoly-
mer (PEG-b-PCL-b-Poly(2-amino-
ethylethylenphosphat), mPEG,;s-b-
PCLy-b-PPEEA ) eine gleichzeiti-
ge Abgabe von siRNA und Paclitaxel
iiber Polymernanopartikel fiir eine
synergistische Tumorsuppression er-
reicht werden (Abbildung 16a).?
Das Triblockcopolymer ist amphi-
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hydrophobe  Tumortherapeutikum Abbildung 16. a) Chemische Struktur von mPEG,;-b-PCLgy-b-PPEEA,, und schematische Darstellung

Paclitaxel leicht wihrend der Bil-
dung der Nanopartikel im Kern ver-
kapselt werden, und negativ gelade-
ne siRNA kann mit den kationischen
PPEEA-Molekiilen in der Schale
verknduelt werden. Die gleichzeitige
Abgabe von siRNA und Paclitaxel
wurde mittels konfokaler Mikroskopie durch ein hohes Maf3
an intrazelluldrer Colokalisierung nachgewiesen (Abbil-
dung 16b). Bei Beladung mit fiir PIk1 (polo-ghnliche Kinase
1) spezifischer siRNA (siPlk1), die die Uberexpression des
Mitose-verwandten Gens Plkl in Tumorzellen ausschaltet,
inhibierten die Nanopartikel in vitro auf eine dosisabhidngige
Weise effizient die Expression von Plk1-mRNA in humanen
MDA-MB-435s-Melanozyten (diese Zelllinie wurde frither
bis zu einer kiirzlich erfolgten genetischen Verifizierung als
duktale Karzinome beschrieben)®? (Abbildung 16¢). Diese
»Zwei-in-Einem“-Nanopartikel zeigten verglichen mit sin-
guldiren Transportern eine verbesserte Antitumorwirkung
(Abbildung 16d).
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der Bildung von mizellaren Nanopartikeln sowie Beladung mit Paclitaxel und siRNA. b) Konfokale
Mikroskopaufnahme der intrazelluldren Verteilung von Rho-Paclitaxel-Micelleplex-FAM-siRNA in
MDA-MB-435s-Zellen nach 2 h Inkubation. c) Expression von Plk1-mRNA, bestimmt mittels quanti-
tativer Echtzeit-PCR. *P < 0.007. d) Inhibierung des MDA-MB-435s-Xenograft-Tumorwachstums
durch Paclitaxel-Micelleplex-siPlk1 im Vergleich zu verschiedenen anderen Formulierungen. Wieder-
gabe nach Lit. [291] mit freundlicher Genehmigung, Copyright 2011 American Chemical Society.

Die Féhigkeit, die physikalischen Eigenschaften von Po-
lymernanopartikeln zu steuern, bietet eine gute Moglichkeit,
die Wirkung verschiedener Faktoren auf den zelluldren
Transport von Nanopartikeln zu testen. Allerdings ist darauf
hinzuweisen, dass die meisten Nanopartikel, die unter Ver-
wendung von Emulsionen und verwandten Techniken her-
gestellt wurden, auf eine Kugelform beschrinkt und hiufig
durch eine polydisperse GroBenverteilung gekennzeichnet
sind. Polymernanopartikel mit gleichméfBigen, steuerbaren
GroBen, Formen, Aspektverhiltnissen und Elastizitdtseigen-
schaften konnen aber jetzt unter Verwendung einer Technik
hergestellt werden, die als Partikelreplikation in nicht be-
netzenden Templaten (PRINT)®? bekannt ist, und all diese
Eigenschaften zeigten einen Einfluss auf Menge, Geschwin-

Angew. Chem. 2014, 126, 12520 —12568


http://www.angewandte.de

Nanopartikuldrer Wirkstofftransport

digkeit und/oder Weg der zelluliren Aufnahme.” Dariiber
hinaus sind systematischere Untersuchungen vonnéten, um
ein umfassendes Verstdndnis der auf Polymernanopartikeln
basierenden Wirkstofftransportsysteme zu etablieren.

6.4. Polymer-Lipid-Hybridnanopartikel

Nachdem Liposome und Polymernanopartikel erfolgreich
in separater Form verwendet wurden, wurde daraus eine neue
Klasse von Hybridnanopartikeln entwickelt, die die Vorteile
beider Systeme nutzt. Diese Hybridnanopartikel zeigen hohe
Wirkstoffverkapselungsausbeuten, prazise kontrollierbare
Freisetzungsprofile und ausgezeichnete Targeting-Fahigkei-
ten. So berichteten Farokhzad und Mitarbeiter iiber eine
Plattform zur Herstellung von weniger als 100 nm grof3en,
zielgerichteten Polymer-Lipid-Hybridnanopartikeln durch
eine Kombination aus Selbstorganisation und Prézipitati-
on.”! Wie in Abbildung 17a,b gezeigt, bestehen die Nano-
partikel aus 1) einem biologisch abbaubaren, hydrophoben
Polymerkern, der mit wasserunloslichen, verzogert freige-
setzten Wirkstoffen beladen werden kann, 2) einer hydro-
philen Tarnbeschichtung auf der Oberfliche, um die Halb-
wertszeit im Blutkreislauf zu verbessern, und 3) einer Lipid-
monolage an der Grenze zwischen Kern und Schale, um das
Entkommen der Wirkstoffe aus dem Polymerkern sowie den
Einstrom von Wasser zu verzogern, wodurch der Gesamt-
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freisetzungszeitraum verlédngert wird. Genauer gesagt wurden
PLGA und der Antitumorwirkstoff Dtxl in Acetonitril gelost,
und eine zweite Losung enthielt Lecithin und 1,2-Distearoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-carboxy(PEG)2000
(DSPE-PEG) in wiissrigem Ethanol. Durch eine tropfenweise
Zugabe der PLGA/Dtxl-Losung in die vorgeheizte Lipidlo-
sung unter sanftem Riihren fiel PLGA als Dtxl enthaltende
Nanopartikel aus, und die Lipide lagerten sich iiber Selbst-
organisation auf den Nanopartikeln ab. Die GroBe und
Oberflichenladung der Nanopartikel konnten iiber das Ver-
hiltnis von Lipid zu Polymer sowie durch die Viskositét der
PLGA-Losung gesteuert werden (Abbildung 17c). Die
PLGA-Lipid-PEG-Nanopartikel zeigten ein besseres verzo-
gertes Freisetzungsprofil als PLGA-PEG- oder PLGA-Na-
nopartikel allein (Abbildung 17d), was auf eine hohe Wirk-
samkeit der Lipidmonolage bei der Verringerung des Diffu-
sionsvermogens des Wirkstoffs hindeutet. Die Hybridnano-
partikel zeigten auch eine signifikant verbesserte Targeting-
Effizienz gegeniiber Prostatakrebszellen, die das prostata-
spezifische Membranantigen (PSMA) iiberexprimierten,
nachdem die Oberfliche der Nanopartikel mit einem A10-
RNA-Aptamer funktionalisiert wurde. Im gegenwirtigen
Entwicklungsstadium ist es nach wie vor schwierig, grofle,
hydrophile Proteinwirkstoffe mit den auf Hybridnanoparti-
keln basierten Systemen zu verkapseln.

6.5. Dendrimere

Dendrimere sind
bauméhnliche, sphéa-
rische Makromolekii-
le mit Verzweigun-
gen, die von einem
zentralen Kern aus-
gehen.™ Dendrime-
re werden schalen-
weise  synthetisiert,
wobei man entweder
von Starterkernen
ausgeht (der am hiu-
figsten  verwendete
Divergenzansatz),
oder aber von der
Peripherie (der weni-
ger hiufig verwende-
te Konvergenzan-
satz). Beide Vorge-
hensweisen fithren zu
einer geringen Poly-

—a&— PLGA-Lipid-PEG NP
—&—PLGA-PEG NP
—A—PLGANP

&
S
o

00 02 04 06 08 10
Lipid/Polymer (wt/wt)

Abbildung 17. a) Bildung von Polymer-Lipid-Hybridnanopartikeln. Die Nanopartikel bestehen aus einem hydrophoben
Poly (milchsdure-co-glycolsdure) (PLGA)-Kern, einer hydrophilen Polyethylenglykol (PEG)-Schale und einer Lipid-Mono-
lage (Lecithin) an der Grenzfliche von hydrophobem Kern und hydrophiler Schale. b) Transmissionselektronenmikro-
skopie(TEM)-Aufnahme der Hybridnanopartikel. c) Wirkstoffverkapselungsausbeute von PLGA-Lipid-PEG-Hybrid-Na-
nopartikeln verglichen mit PLGA-PEG- und PLGA-Nanopartikeln. d) Wirkstofffreisetzungsprofile der PLGA-Lipid-PEG-,
PLGA-PEG- bzw. PLGA-Nanopartikel. Wiedergabe nach Lit. [295] mit freundlicher Genehmigung, Copyright 2008

American Chemical Society.
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dispersitit und er-
moglichen eine gute
Kontrolle iiber Grofie
und Grad der Ver-
zweigung. P27 Das
letztere Merkmal, die
Kontrolle des Ver-
zweigungsgrads, un-
terscheidet Dendri-
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mere von anderen Polymeren, die
unregelméBige, nicht kontrollierbare
Polymernetzwerke aufweisen. Auf-
grund der einzigartigen schrittweisen
Synthesemethode ist die Wahl des
Zentralkerns und der Wiederho-
lungseinheiten von immenser Bedeu-
tung, da sie Molekulargewicht, GroB3e,
Zweigdichte, Flexibilitdt, Wasserlos-
lichkeit und Vielseitigkeit der finalen
Funktionalisierung der Dendrimere
bestimmt.”™ Dendrimere wurden
erstmals in den 1980er Jahren vorge-
stellt,®  zeigen jedoch erst seit
kurzem ein gewisses Potenzial im Be-
reich des Wirkstofftransports.2’6><]
Wirt-Gast-Wechselwirkungen  (z.B.
Wirkstoffbeladung) kénnen entweder
im Inneren oder an der Peripherie der
Dendrimere stattfinden, was zu un-
terschiedlichen Freisetzungsprofilen
fiihrt.

In einem Beispiel nutzten Minko
und Mitarbeiter ein Poly(propylen-
imintetrahexacontaamin)-Dendrimer
5. Generation (PPIGS) als Startmate-
rial zur Kondensation mit siRNA
gegen B-Zell-Lymphom-mRNA
(BCL, antiapoptotisch).”™  Die
PPIGS5-siRNA-Komplexe wurden zur
sterischen Stabilisierung mit PEG und
dann mit einem synthetischen Analo-
gon von LHRH (luteinizing hormone-
releasing hormonn) als Targeting-
Motiv beschichtet. Die PEG-Ketten
waren iber Dimethyl-3-3'-dithio-
bispropionimidat-HCI (DTBP), einem
redoxresponsiven Disulfidlinker, mit
der Oberfliche der Dendrimere ver-
kniipft, um die intrazelluldre Freiset-
zung von siRNA zu erleichtern, sobald
die PEG-Ketten in Gegenwart von
Reduktionsmitteln wie Glutathion
gespalten wurden (Abbildung 18a).
Wie in Abbildung 18b dargestellt,
zeigte die zielgerichtete LHRH-PEG-
DTBP-PPIGS5-siRNA eine erhebliche
zelluldre Aufnahme in LHRH-positi-
ve, humane A2780-Eierstockkarzi-
nomzellen, nicht aber in LHRH-ne-
gative SKOV-3-Zellen. Nicht zielge-
richtete Nanopartikel zeigten in
keiner der beiden Zellarten eine si-
gnifikante intrazelluldre Akkumulati-

on. Ein dhnlicher Trend wurde bei der Ausschaltungseffizienz
gegeniiber BCL-mRNA beobachtet (Abbildung 18c,d). In-
vivo-Untersuchungen zeigten des Weiteren, dass LHRH-
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Abbildung 18. a) Herstellung von stabilen, auf Tumore zielenden Nanopartikeln zum siRNA-Trans-
port. b) Konfokale Mikroskopaufnahmen von LHRH-Rezeptor-positiven A2780 und humanen
LHRH-Rezeptor-negativen SKOV-3-Eierstockkrebszellen, die mit fluoreszenzmarkierten, nicht ziel-
gerichteten PEG-DTBP-PPI-G5-siRNA-6-FAM-Griinpartikeln und zielgerichteten LHRH-PEG-DTBP-
PPI-G5-siRNA-6-FAM-Griinpartikeln inkubiert wurden. c,d) Suppression von BCL2-mRNA durch
verschiedene, auf BCL2 zielende, siRNA enthaltende Nanopartikel. c) 1. Kontrolle (frisches
Medium), 2. PPl G5-siRNA-Nanopartikel, 3. PEG-DTBP-PPI-G5-siRNA-Nanopartikel und 4. PEG-
DTBP-siRNA-PPI-G5-Nanopartikel, die mit LHRH-positiven A549-Krebszellen inkubiert wurden. d)
1. Kontrolle (frisches Medium), A549-Krebszellen; 2.—4. Nanopartikel mit zielgerichteter siRNA,
die mit LHRH-positiven A2780- (2) und A549-Krebszellen (3) sowie LHRH-negativen SKOV-3-
Krebszellen (4) inkubiert wurden. *P < 0.05. e,f) Mittlere Konzentration pro Gramm Organgewicht
von markierten Dendrimeren (e) oder siRNA (f). *P <0.05. Wiedergabe nach Lit. [300] mit freund-
licher Genehmigung, Copyright 2009 Elsevier.

(sowohl fiir Dendrimere als auch siRNA) sowie eine gerin-
gere Clearance durch Leber und Nieren (bei siRNA) aufwies
(Abbildung 18e,f).

PEG-DTBP-PPIG5-siRNA im Vergleich zu nicht zielgerich-
teten Nanopartikeln eine hohere Tumortargeting-Effizienz
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6.6. Hydrogele

Hydrogele sind dreidimensionale, vernetzte Gertiste aus
hydrophilen (wasserloslichen) Polymeren, die Wasser oder
physiologische Fliissigkeiten in groen Mengen zuriickhalten
konnen.* ™! Typische Beispiele von natiirlich vorkommenden

Polymeren, die fiir Hydrogele verwendet werden,
sind Chitosan, Hyaluronsédure, Dextran, Alginat,
Kollagen und Gelatine; synthetische Polymere sind
Poly(2-hydroxyethylmethacrylat) (PHEMA),
Poly(2-hydroxypropylmethacrylat) (PHPMA),
PA Am, Poly(vinylalkohol) (PVA) und Poly(ethy-
lenoxid) (PEQ).[0<3% Djese wasserloslichen Po-
lymere werden durch eine physikalisch oder che-
misch induzierte Vernetzung wasserunloslich ge-
macht. Wihrend Chitosan z. B. in sauren Losungen
16slich ist, wird es bei neutralem pH unlslich ;%
Alginat kann in Gegenwart von zweiwertigen
Kationen wie Ca’" und Ba®" physikalisch vernetzt
werden,”™ die meisten natiirlichen Biopolymere
konnen {iiber Carbodiimidreaktionen vernetzt
werden.”®! Verglichen mit anderen Formulierun-
gen bieten Hydrogele mehrere einzigartige Vor-
teile. Der hohe Wassergehalt in Hydrogelen macht
sie biologischen Geweben &dhnlich, was die Grenz-
flichenspannung mit biologischen Fliissigkeiten
verringert und die Biokompatibilitdt begiins-
tigt.B"* Die Porositit eines Hydrogels kann iiber
die Vernetzungsdichte eingestellt werden, was
starke Auswirkungen auf die Wirkstoffbeladung
und die Freisetzungsgeschwindigkeiten hat.
Obwohl die meisten synthetischen Hydrogele in
ihren urspriinglichen Zusammensetzungen nicht
biologisch abbaubar sind, konnen enzymatische,
hydrolytische und stimuliresponsive Einheiten in
die Geriiste eingebaut werden, wodurch sie unter
den passenden Bedingungen abbaubar werden [
Hydrogele lassen sich als Nanopartikel herstellen
und werden dann Nanogele genannt.*"”!

Wang und Mitarbeiter haben ladungskonver-
tierende Nanogele entwickelt, die durch die Siure
im Tumor fiir Wirkstofftransportanwendungen ak-
tiviert werden konnten.”®! Sie stellten zunichst das
Stammnanogel her, das auf Poly(2-amino-
ethylmethacrylat-hydrochlorid) (PAMA) mit
PEG-Diacrylat (PEGDA) als Vernetzer basierte.
Das Nanogel zeigte eine gleichmiBige Grofle von
100 nm in Wasser und ein positives Zeta-Potential
von +30mV. Die positiven Ladungen auf der
Oberflache der Nanogele waren fiir die Zellauf-
nahme giinstig, da sie stark mit den negativ gela-
denen Zellmembranen wechselwirkten. Allerdings
induzieren solche Ladungen auch starke Wechsel-
wirkungen mit Serumproteinen, was zu einer Ag-
gregation und raschen Clearance aus dem Blut-
kreislauf fithrte. Um dieses Problem zu 16sen, ent-
wickelten die Autoren ein dhnliches Verfahren wie
in dem Beispiel, das wir bei den Liposomen vor-
gestellt haben: Sie addierten eine Schicht aus 2,3-
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Dimethylmaleinsdureanhydrid (DMMA) auf die Oberfldche
der Nanogele, was das Zeta-Potential der Gele auf —17 mV
verdnderte. Nach Inkubation in einer sauren Umgebung
(pH 6.8) wurden die DMMA-Gruppen allméhlich gespalten,
um die Oberflichenladung der PAMA-Nanogele von negativ
zu positiv zu verwandeln (Abbildung 19a). Wurden die

a) extrazelluldre Tumormatrix
pH~ 6.5

o PAMA-SA-Nanogel
(kein Ladungswechsel)

extrazellulare Tumormatrix
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:@negaﬁv geladenes Nanogel @ positiv geladenes Nanogel

o Wirkstoff

b)

o
~

Kontrolle 100 p<0.005

J
N

pH 7.4

Ereignisse —
D
o

N
o

X

pH 6.8 g
\ o

©

=

o

N

N
o

o

10 100 100 10°  10¢

FLH-1—> DOX-beladenes DOX-beladenes freies DOX

PAMA-DMMA PAMA-SA

Abbildung 19. a) Vergleich der Wirkstofffreisetzung aus pH-responsiven PAMA-
DMMA-Nanogelen und PAMA-SA-Nanogelen, die nicht auf pH-Verénderungen rea-
gieren. b) Konfokale Mikroskopaufnahmen von MDA-MB-435s-Zellen nach 2 h Inku-
bation mit PAMA-DMMA-Nanogelen bei pH 6.8 (links) und pH 7.4 (rechts). PAMA-
DMMA wurde mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC; griin) markiert; F-Actin und Zell-
kerne wurden mit Rhodaminphalloidin (rot) bzw. 4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI; blau) angefarbt. c) Vergleich der zelluliren Aufnahme von FITC-markiertem
PAMA-DMMA bei pH 7.4 und 6.8 mittels Durchflusszytometrie. d) Zelliiberleben
von MDA-MB-435s-Zellen nach Inkubation mit Doxorubicin(DOX)-beladenem
PAMA-DMMA, DOX-beladenem PAMA-SA und freiem DOX bei gleicher DOX-Kon-
zentration von 16 mgmL™". *P < 0.005. Wiedergabe nach Lit. [308a] mit freundlicher
Genehmigung, Copyright 2010 Wiley-VCH.
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PAMA-Nanogele mit Bernsteinsdureanhydrid (SA) be-
schichtet, erfolgte keine nachhaltige Ladungswandlung und
das Zeta-Potential blieb negativ. Die ladungswandelnden
PSMA-DMMA-Nanogele fiihrten in vitro bei pH 6.8 zu einer
stirkeren Akkumulation in Tumorzellen (MDA-MB-435s) als
bei pH 7.4 (Abbildung 19b,c). Bei Beladung mit Doxorubicin
verursachten PAMA-DMMA-Nanogele verglichen mit den
PAMA-SA-Nanogelen in vitro zudem eine hohere Mortalitét
bei MDA-MA-435s-Zellen auf eine pH-abhingige Weise
(Abbildung 19d).

6.7. Phasenwechselmaterialien

Stimuliresponsive Materialien bieten eine vielverspre-
chende Strategie zur Realisierung einer bedarfsgerechten
Freisetzung von Wirkstoffen oder bioaktiven Molekiilen. Von
den verschiedenen Arten von Stimuli wurden Temperatur-
verdnderungen am hiufigsten zum Auslosen der Wirkstoff-
freisetzung genutzt, da die lokale Korpertemperatur je nach
Umgebungsbedingungen und manchmal auch als Reaktion
auf eine Erkrankung variieren kann.*” Eines der am be-
kanntesten Systeme basiert auf Poly(N-isopropylacrylamid)
(PNIPAAm) und seinen Derivaten.”'” Nanopartikel (oder
Gele), die vernetzte PNIPA Am-Ketten enthalten, konnen bei
einer Temperaturerh6hung schrumpfen, wodurch die ver-
kapselten Wirkstoffe gezwungen werden, in das umgebende
Medium iiberzugehen. Im Zusammenhang mit einem pNI-
PA Am-basierten Transportsystem gibt es zwei wesentliche
Nachteile: eine merkliche Zytotoxizitit®'” und das Verblei-
ben in einem ,,On“-Zustand aufgrund ihrer Unfdhigkeit, die
Wirkstoffdiffusion vollstdndig zu hemmen.

Um die Temperaturverdnderung besser als Reiz zum
Auslosen einer Wirkstofffreisetzung zu nutzen, fiihrten Xia
und Mitarbeiter Phasenwechselmaterialien (PCM) ein, die als
Reaktion auf Temperaturverdnderungen reversibel Fest/
fliissig-Phaseniiberginge durchlaufen kénnen.P"!! Im festen
Zustand verhindern PCM effizient jegliches Austreten von
verkapselten Wirkstoffen bei Temperaturen unterhalb ihres
Schmelzpunkts. Bei Erhitzen iiber ihren Schmelzpunkt hinaus
zeigen sie jedoch einen raschen Phasenwechsel in den fliissi-
gen Zustand, und die Beladung wird freigesetzt. Besonders
gut geeignet fiir Wirkstofftransportanwendungen in vivo sind
auf Fettalkoholen und Fettsduren basierende PCM, da dies
ausgezeichnet biokompatibel sind. Wichtige Beispiele sind 1-
Tetradecanol (Schmelzpunkt 38-39°C), Tridecansdure (41—
42°C) und Dodecansédure (43-46°C). Praktisch konnen die
Schmelzpunkte von PCM prizise im Bereich von 38-46°C
eingestellt werden, indem bindre oder terndre Mischungen
dieser Verbindungen in passenden Verhéltnissen verwendet
werden.

Wie in Abbildung 20a dargestellt, wurde ein Modell-
wirkstoff, ndmlich Fluoresceinisothiocyanat(FITC)-Dextran,
in Gelatine-Mikroperlen geladen, die dann in einem 1-Te-
tradecanol-Block (oder Perlen) verkapselt wurden. Der
Block wurde dann auf dem Boden eines Behilters befestigt
und in phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) getaucht.
Bei Erhohung der Temperatur begann der Block zu schmel-
zen und setzte die Gelatine-Perlen nach 60 s frei. Das PCM
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Abbildung 20. a) Fluoreszenzmikroskopaufnahmen der Freisetzung
von FITC-Dextran aus Gelatine-Mikroperlen in einem 1-Tetradecanol-
Block. Die Temperatur wurde langsam durch Zugabe von warmen
Wasser (60°C) unter sanftem Riihren erhéht. b) Freisetzungsprofile bei
37 und 39°C von FITC-Dextran aus Gelatine-, Chitosan- und PLGA-Mi-
kroperlen, die in 1-Tetradecanol-Blécken verkapselt sind. c) Freiset-
zungsprofil von FTIC-Dextran bei 37, 39 und 42°C aus Gelatine-Mikro-
perlen, die jeweils in Blécken aus 1-Tetradecanol bzw. Dodecanséure
verkapselt sind. Wiedergabe nach Lit. [309a] mit freundlicher Genehmi-
gung, Copyright 2010 Wiley-VCH.

verschwand nach 120 s vollstdndig und setzte dabei die ge-
samten Gelatine-Mikroperlen frei. Darauf folgte die Frei-
setzung von FITC-Dextran, da kontinuierliches Erhitzen zu
einer beschleunigten Auflosung der Gelatine-Mikroperlen
fithrte. Die Geschwindigkeit der FITC-Dextran-Freisetzung
konnte durch eine sorgféltige Auswahl der fiir das PCM und
die Mikroperlen verwendeten Materialien moduliert werden.
Wie in Abbildung 20b dargestellt, konnten Gelatine-Mikro-
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perlen verwendet werden, um aufgrund des Ansprechens auf
Temperaturverdnderungen und der hydrophilen Natur von
Gelatine eine hohere Geschwindigkeit der Wirkstofffreiset-
zung zu erreichen. Im Gegensatz dazu zeigte die Freisetzung
von in Chitosan-Mikroperlen verkapseltem FITC-Dextran
ein stiarker verzogertes Profil, da Chitosan in einem wéssrigen
Medium bei neutralem pH unlslich ist. Bei der Verwendung
von PLGA-Mikroperlen wurde die Freisetzungsgeschwin-
digkeit weiter verringert, und zwar aufgrund der starken
Hydrophobie des Polymers. Zudem wurde gezeigt, dass auch
eine duale, temperaturgesteuerte Wirkstofffreisetzung er-
reicht werden kann, indem zusitzlich ein Block aus Dode-
cansidure eingebaut wurde, das einen hoheren Schmelzpunkt
aufweist als 1-Tetradecanol. Die Freisetzung von FITC-Dex-
tran aus Gelatine-Mikroperlen innerhalb dieses Diblocks
zeigte ein Stufenprofil, das von der spezifischen Temperatur
abhing, der der Block ausgesetzt wurde (Abbildung 20c¢). Es
sollte darauf hingewiesen werden, dass Phasenwechselmate-
rialien potenziell auch in nanoskaliger Grofle hergestellt
werden konnen, auch wenn in den Beispielen hier mikrome-
tergroBe Materialien genutzt wurden 'V

6.8. Anorganische Nanopartikel

Anorganische Nanopartikel stellen eine bedeutende Ka-
tegorie von Wirkstofftransportsystemen dar, da sie in ver-
schiedensten Arten vorkommen, Grofe und Form prézise
gesteuert werden konnen und die physikochemischen FEi-
genschaften und Multifunktionalitdt exzellent sind. Aller-
dings ist ihr Anwendungsbereich insofern eingeschrénkt, als
dass sie nicht abgebaut werden konnen. Die hiufigsten an-
organischen Nanopartikel sind MSN, kohlenstoffbasierte
Nanostrukturen (Fulleren, Kohlenstoffnanoréhren (CNTs)
und Graphen), Edelmetall-Nanostrukturen (typischerweise
Au), poroses Silicium und Hydroxyapatit. Hier konzentrieren
wir uns nur auf die ersten drei Materialarten.

MSN wurden in den frithen 1990er Jahren entwickelt"'?!
und sind seither das erfolgreichste anorganische System fiir
den Wirkstofftransport. MSN sind Siliciumdioxid-Nanopar-
tikel mit GroBBen im Bereich von 50-300 nm, die Hunderte
von leeren Kanilen (d.h. Mesoporen) in einer honigwaben-
dhnlichen Anordnung enthalten. Diese Nanopartikel zeich-
nen sich durch eine groe Oberfliche und groe Porenvolu-
mina sowie eine stabile Mesostruktur, einstellbare Poren-
durchmesser (etwa 2-10 nm) und einfach funktionalisierbare
Oberflichen und Kanile aus. Aulerdem zeigen MSN eine
gute biologische Vertréglichkeit und nur geringe Immuno-
genitit.”™™) MSN wurden erfolgreich in Anwendungen zum
Transport verschiedener Theranostika wie etwa Wirkstoffe,
Diagnosesonden, Enzyme und Oligonucleotide verwen-
det.[SlSa,b]

CNTs wurden zum Transport verschiedener Arten von
Therapeutika wie etwa Wirkstoffen,*'¥ Peptiden/Protei-
nen,®! plasmidischer DNAP!*31 ynd RNA iiber Endozy-
tose an Zielzellen genutzt.®'”! Die auBerordentlich groBen
spezifischen Oberfldichen der CNTs ermoglichen eine effizi-
ente Wirkstoffbeladung. Zudem besitzen CNTs ausgezeich-
nete optische Eigenschaften:*'®! Die Absorption von NIR-
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Strahlung durch CNTs kann zur photothermischen Zersto-
rung von Tumorzellen genutzt werden,*"! wihrend die NIR-
Photolumineszenz eine direkte Bildgebung der Zielzellen
und Gewebe ermoglicht.®®! Dariiber hinaus zeigen CNTs
charakteristische, resonanzverstirkte Raman-Signaturen, die
fir einen Raman-Nachweis mit groBen Streuquerschnitten
einzigartig sind.®*!! Zum Beispiel konjugierten Dai und Mit-
arbeiter Paclitaxel an PEG-Ketten, die auf einwandigen
CNTs (SWCNTSs) verankert waren (Abbildung 21a).B*! Bei
einem Test in vivo an Méusen mit 4T1-Brustkrebstumoren

a) SRS P |

HN
Poly(ethylenglycol) (PEG): 7<e ©

ogb\{\o/):“ﬂ QHA(/O\): Wﬁ—g\/\gowﬂ

Ne
Mo Paciitaxel (PTX): & ¥4 9
Ba CEHE

o000,

b) 12 Lol ]t 23] g 41 8y 8l Tl 8
—+— unbehandelt .
—a— Taxol unbehandelt Taxol ~ SWNT-PTX
191 o pecprx

~a— DSPE-PEG-PTX
84 —=— bloRe SWNT
—a— SWNT-PTX

relative Tumorgroie (V/V,)

\ 20 25

Abbildung 21. a) Konjugation von Paclitaxel (PTX) an einwandige Koh-
lenstoffnanorshren (SWNTs), die durch Phospholipide mit verzweigten
PEG-Ketten funktionalisiert sind. b) Die Verabreichung der Nanorsh-
ren-PTX-Konjugate unterdriickte nachweislich das Tumorwachstum in
einem 4T1-Brustkrebs-Mausmodell. Wiedergabe nach Lit. [314b] mit
freundlicher Genehmigung, Copyright 2008 American Association for
Cancer Research.

(Abbildung 21b) zeigten die SWCNT-Paclitaxel-Konjugate
im Vergleich zu freiem Paclitaxel eine verldngerte Zirkulati-
on im Blutkreislauf, eine 10-fach hohere Wirkstoffaufnahme
durch den Tumor und eine effizientere Unterdriickung des
Tumorwachstums.

Goldnanostrukturen sind ein vergleichsweise neues
System zum Wirkstofftransport. Ganz dhnlich wie CNTs be-
sitzen auch Au-Nanostrukturen ausgeprégte photothermische
Eigenschaften fiir eine direkte Krebstherapie ohne Beteili-
gung eines Antitumormittels. Dazu kommen noch verschie-
dene optische Eigenschaften (z.B. Fluoreszenz bei Au-Clus-
tern,”” Multiphotonenlumineszenz bei Au-Nanostibchen
und Nanokifigen®™ sowie eine starke optische Absorption
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bei allen Spezies) fiir die Diagnostik. Wahrend an die Ober-
fliche von festen Au-Nanostrukturen (z.B. Nanokugeln und
Nanostibchen) Wirkstoffe konjugiert werden koénnen, er-
moglichen Au-Strukturen mit hohlen Innenrdumen (z.B.
Nanoschalen™ und Nanokiifige)?'” eine sehr viel effizien-
tere Verkapselung von Wirkstoffen innerhalb dieser Hohl-
rdume.

Goldnanokifige stellen eine neue Klasse von Au-Nano-
strukturen mit diinnen, porésen Wénden und hohlem In-
nenraum dar (Abbildung 22a) und koénnen ohne Weiteres
unter Verwendung einer galvanischen Austauschreaktion
zwischen Ag-Templaten und Au*" in einer wissrigen Losung
hergestellt werden. Die Kantenldnge und Wanddicke von Au-
Nanokifigen kann separat angepasst werden, um eine ganze
Palette von optischen Eigenschaften, darunter Multiphoto-
nenlumineszenz und optische Streuung/Absorption, auf ge-

a) d)

koronale
Ebene

Laser an & 5 i
e ]

Laser aus ol T

' axiale
Ebene

Y. Xia et al.

wiinschte Wellenldngen einzustellen. Dank dieser Eigen-
schaften wurden Au-Nanokifige aktiv als Kontrastmittel fiir
verschiedene Methoden der Bildgebung wie der optischen
Kohirenztomographie,*! Multiphotonenmikrosko-
pie, 2232 photoakustischen Tomographie®2**” und ober-
flachenverstirkten Raman-Streuung untersucht.f*! Hier
konzentrieren wir uns nur auf die Anwendungen von Au-
Nanokifigen fiir den Wirkstofftransport und in der Krebs-
therapie. Abbildung 22b zeigt, wie ein Wirkstoff innerhalb
der Hohlrdume von Au-Nanokifigen verkapselt werden
kann.'?'l Um die Freisetzung des Wirkstoffs zu steuern,
wurde eine diinne Schicht eines thermoresponsiven Polymers
auf PNIPAAm-Basis durch Au-S-Bindungen auf die Ober-
fliche der Nanokifige aufgebracht.'??! Die anfingliche
Wirkstoffbeladung wurde iiber Diffusion bei erhohter Tem-
peratur erreicht, bei der die Polymerketten schrumpften, um
die Poren in den Wiénden der Nano-
kifige freizugeben. Beim Abkiihlen
auf physiologische Temperatur rela-
xierten die Polymerketten in ihre
ausgedehnte Konformation und ver-
siegelten die Poren auf effiziente
Weise, wodurch die Wirkstoffmole-
kiile an einem Entkommen in das
Medium gehindert wurden. War eine
Wirkstofffreisetzung gewiinscht,
wurde ein Laser auf die Nanokifige
gerichtet, um die Polymerbeschich-
tung zu erwédrmen und deren starke
Reaktion auf den photothermischen
Reiz auszunutzen. Infolgedessen
wurden die Poren in den Wanden der
Nanokifige geoffnet, was eine

c) 15 f

— 1.6

P

0.3

1.24

o
N
h

Konzentration (uM)
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0.8+

Absorbanz

o
N
1
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Verhéltnis der SUV-Werte

[ Salzlésung wurde injiziert
V7777) Nanokaéfige wurden
injiziert

schnellere Diffusion der verkapselten
Wirkstoffe — ermoglichte  (Abbil-
dung 22c¢). Es ist zu betonen, dass die
Au-Nanokifige selbst direkt fiir die
Krebstherapie ohne Verkapselung ir-
gendeines Wirkstoffs genutzt werden
konnen. Die Abbildungen 22d-f
zeigen die photothermische Behand-
lungswirkung von PEGylierten Au-

0 T T T g 0.0
300 400 500 600 700

Wellenlange (nm)

Abbildung 22. a) TEM-Aufnahmen von Au-Nanokifigen, deren Oberfliche mit einer Polymerbiirste
aus pNIPAAm-co-pAAm mit einer unteren kritischen Losungstemperatur von 39 °C bedeckt waren.
Der Einschub zeigt eine vergréfRerte TEM-Aufnahme der Kante eines solchen Nanokifigs. b) Sche-
matische Darstellung der photoinduzierten Wirkstofffreisetzung. c) Absorptionsspektren von Aliza-
rin-PEG, das aus den mit Copolymer bedeckten Au-Nanokifigen bei Bestrahlung mit einem gepul-
sten NIR-Laser mit einer Leistungsdichte von 10 mWcm™2 tiber 1, 2, 4, 8 bzw. 16 min freigesetzt
wurde. d) Thermographien von tumortragenden Miusen nach 10-minditiger Injektion von Au-Na-
nokafigen (links) und Kochsalzlosung (rechts). e) Kombinierte PET/CT-Aufnahmen mit '®F-FDG
von tumortragenden Mausen, denen intravends entweder Au-Nanokifige oder Kochsalzlésung inji-

vor Laser-
bestrahlung

Nanokéfigen bei Midusen mit
USTMGWtEGFR-Tumoren.””! Nach
24 h Bestrahlung mit einem Dioden-
laser bei einer Leistung von
0.7 Wem™ (10 min) war die metabo-
lische Aktivitdit des behandelten
Tumors im Vergleich zu einer Koch-

nach Laser-
bestrahlung

salzkontrolle signifikant gesunken
(gemessen mittels "FDG/PET-Bild-
gebung).

ziert wurde: 1,2) Maus mit injizierten Nanokéafigen vor und nach Laserbestrahlung (CW-NIR-
Laser); 3,4) Maus mit injizierter Kochsalzlosung vor und nach Laserbestrahlung. Die weifien Pfeile

geben die Tumore an, die dem Laser bei einer Leistungsdichte von 0.7 W cm™ 10 min lang ausge-
setzt waren. f) Auftragung der Verhiltnisse von standardisierten '®F-FDG-Aufnahmewerten (SUV,

7. Zusammenfassung und Aus-
blick

*P<0.001) bei einem laserbehandelten Tumor (rechter Tumor) und einem nicht behandelten
Tumor (linker Tumor). Wiedergabe von (a)—(c) aus Lit. [121c] mit freundlicher Genehmigung, Co-

pyright 2009 Nature Publishing Group. Wiedergabe von (d)—(f) aus Lit. [329] mit freundlicher Ge-

nehmigung, Copyright 2010 Wiley-VCH.
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eine signifikante Verbesserung der Krebstherapie. Ein ziel-
gerichteter Transport kann die systemischen Nebenwirkun-
gen verringern, unter denen die Patienten in der herkémm-
lichen Chemotherapie leiden, indem sichergestellt wird, dass
ausgesprochen zytotoxische Wirkstoffspiegel nur an Tumor-
stellen vorkommen. Abgesehen vom Targeting wurden Na-
nopartikel auch so entworfen, dass sie ihre Fracht in Reaktion
auf verschiedenste Reize freisetzen. Dabei wurden sowohl fiir
die Tumorumgebung spezifische Reize, wie etwa niedrigere
pH-Werte und erhohte Sekretion bestimmter Enzyme (z.B.
Matrixmetalloproteinase, MMP),**l oder #uBere Reize wie
etwa Lichtexposition oder Erwédrmen genutzt. Mit Nanopar-
tikeln ldsst sich auch eine Multifunktionalitidt realisieren,
indem sowohl diagnostische (d.h. Bildgebungskontrastver-
stairkung oder molekulare Erkennungsfihigkeit) als auch
therapeutische Merkmale kombiniert werden: Diese Kom-
bination wird als Theranostika bezeichnet.

In den letzten Jahren gab es auch erstmals Anlass zur
Hoffnung, dass nanopartikelbasierte Transportsysteme fiir
die Krebsimmuntherapie von Nutzen sein konnten, da sie den
(gemeinsamen) Transport von tumorassoziierten, immun-
modulatorischen Substanzen und/oder Antigenen an dendri-
tische Zellen erlauben. Die aktivierten dendritischen Zellen
tragen daraufhin die ,,Gefahr“-Information zu den T-Zellen
weiter, die dann eine kontinuierliche und langfristige Elimi-
nierung der betreffenden Tumorzellen initiieren.”*! Man
kann davon ausgehen, dass dieses faszinierende Forschungs-
thema umfassend und intensiv untersucht wird, was die
Vielseitigkeit und Wirksamkeit von Nanopartikeln als
Krebstherapeutika deutlich erweitern wird.

Trotz des beeindruckenden Fortschritts sind jedoch noch
viele Herausforderungen auf dem Weg zu einer weitverbrei-
teten Anwendung der Nanomedizin zu bewiltigen. Zum
Beispiel liegt eine wesentliche Hiirde in der Entwicklung von
Verfahren fiir eine optimale Wirkstoffbeladung und Freiset-
zung aus den Nanopartikeln. Physikochemische Eigenschaf-
ten eines Trdgers miissen préazise malBgeschneidert werden,
um sicherzustellen, dass dieser die verkapselten Wirkstoff-
molekiile wihrend inerter Phasen (z.B. Lagerung, Blutzir-
kulation) stabilisiert, aber auch zur Freisetzung des Wirk-
stoffs aktiviert werden kann, sobald die Tumorstelle erreicht
ist. Grundsitzlich sollte ein nanopartikelbasiertes Transport-
system gleichermaf3en eine hohe Wirkstoffbeladungskapazi-
tit, eine lange Halbwertszeit im Blutkreislauf, eine effiziente
Targeting-Féhigkeit, die Moglichkeit einer programmierten
Freisetzung, Reaktionsfdhigkeit auf Reize und diagnostische
Merkmale vereinen.

Haufig sind die Targeting- und therapeutischen Fiahig-
keiten von Nanopartikeln eher begrenzt, da die Tumor-
mikroumgebung hoch heterogen und komplex aufgebaut ist
und eine Mischung mehrerer Unterpopulationen enthéilt, wie
etwa primére Krebszellen, Krebsstammzellen, mutierte Va-
rianten und tumorassoziierte Stromazellen.”™ Andererseits
haben viele Tumore einige Eigenschaften mit normalen Ge-
weben gemeinsam, wie etwa die Sekretion von MMP und
Expression von Folatrezeptoren, die auch an vielen anderen
Stellen als auf Tumoren auftreten, jedoch in geringerer
Konzentration.”! Um dieses Problem zu bewiiltigen, wurden
zwei Ansitze entwickelt, an denen mehrere Transport- und
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Targeting-Mechanismen beteiligt sind. Anstatt nur ein Ziel
im Tumor anzusteuern, konnen Nanopartikel entwickelt
werden, die gleichzeitig zwei oder mehr Wirkstoffe mit pro-
grammierten Freisetzungsprofilen tragen, oder der Wirkstoff
selbst kann so modifiziert werden, dass er gleichzeitig meh-
rere Antitumoreinheiten ansteuert.** Ebenso kénnen meh-
rere Antikorper, die fiir einen Tumortyp spezifisch sind (z.B.
HER-2- und MMP-Antikorper bei einigen Brusttumo-
ren),’®! an die Oberfliche von Nanopartikeltrigern konju-
giert werden, um die Wahrscheinlichkeit und Genauigkeit der
Tumorerkennung zu maximieren.

Die Clearance von Nanopartikeln in vivo ist ein weiterer
entscheidender Aspekt, der bei deren Design beriicksichtigt
werden muss. Wihrend die meisten polymerbasierten Nano-
partikel so entworfen werden konnen, dass sie nach Erfiillung
ihrer Aufgabe als Wirkstofftransportvehikel (zumindest in
gewissem MafBe) abgebaut werden, gibt es viele andere Sys-
teme (z.B. anorganische Nanopartikel), die nicht so ohne
Weiteres abgebaut werden, jedoch zu wirksam sind, um sie
von einer Verwendung auszuschlieBen. In diesen Fillen ist fiir
den Aufbau der Transportsysteme ein hoheres MafB3 an
Komplexitit erforderlich, die auf der physiologischen Rele-
vanz dieses Systems sowohl in den kanzerdsen als auch den
normalen Geweben basiert. Eine mogliche Losung liegt in
mehrstufigen, programmierten Systemen, bei denen grofSere
Partikel (etwa 50 nm) durch die Verwendung von abbaubaren
Linkern aus zahlreichen kleineren Partikeln (<6 nm grof3)
zusammengefiigt werden.®! Die zuniichst verabreichten
grolen Partikel konnen die durch den EPR-Effekt des Tu-
morgefifsystems begiinstigte Targeting-Effizienz verbessern,
aber sobald sie in die Tumorregionen gelangen, werden die
Linker durch tumorspezifische Enzyme abgebaut, sodass die
kleinen, < 6 nm groB3en Partikel frei werden und anschlieSend
vom Korper tiber Nierenfiltration eliminiert werden konnen.

Neben den Bemiihungen an den Nanopartikeln selbst ist
die Entwicklung von realistischen In-vitro-Testplattformen
unerlésslich, mit denen sich die Leistung von nanopartikel-
basierten Wirkstofftransportsystemen effizient bewerten
lasst. Bis heute funktionieren die meisten Transportsysteme
in vitro sehr gut, versagen jedoch, wenn sie in der viel kom-
plexeren Mikroumgebung in vivo getestet werden. Zwischen
In-vitro-Tumormodellen und vorklinischen Modellen (d.h.
kleinen oder groBen Labortieren) sowie zwischen Tieren und
menschlichen Korpern bestehen ausgeprigte Unterschiede.
Im vergangenen Jahrzehnt haben dreidimensionale (3D)
Kultursysteme, die auf porosen Geriisten oder Hydrogelen
basieren, allmihlich die herkdmmlichen zweidimensionalen
(2D) Kulturen auf Kunststoffgewebekulturplatten (tissue
culture plates, TCP) abgelost, um die Organisation von Ge-
weben invivo besser nachzuahmen. Beruhigenderweise
wurde vor einigen Jahren ein neues und spannendes Konzept,
das ,,organ-on-a-chip“ von Ingber und Mitarbeitern vorge-
schlagen, basierend auf eigenen Arbeiten und solchen von
Schuler et al.** Bei diesem Ansatz werden miniaturisierte,
menschliche 3D-Gewebe/Organe (z.B. Leber, Lunge, Herz,
Niere und Blutgefide) in vitro aus Perfusionskulturen auf
Mikrofluidikchips geschaffen und miteinander verbunden,
um eine den Menschen nachahmende Multiorganplattform
zu bilden, die zum Testen von Wirkstoffen und Nanopartikeln
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verwendet werden kann. Unter Verwendung dieser ,,organ-
on-a-chip“-Plattform kann die Beurteilung von Nanoparti-
keln als Wirkstofftransportsystemen sehr viel effizienter er-
folgen und so ihr In-vivo-Verhalten vorhergesagt werden.
Von besonderer Bedeutung ist dariiber hinaus, dass aufgrund
der ,humanisierten Merkmale auf der Plattform vorklini-
sche Modelle am Ende womoglich nicht mehr erforderlich
sind.

Angesichts des jiingsten technischen Fortschritts sowie
des in den vergangenen Jahrzehnten angesammelten Wissens
sind wir der Ansicht, dass intelligente, zielgerichtete Nano-
partikel als Wirkstofftrager das Gebiet der Krebstherapie
revolutionieren werden und damit sowohl die Lebensqualitat
wie auch die Lebenszeit von Patienten signifikant verbessern
werden. Wir hoffen, schon in naher Zukunft die Entwicklung
personalisierter Krebstherapeutika zu erleben, die auf Na-
nopartikel mit zunehmend ausgereifteren Designs und Ver-
netzungen basieren.
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