
Internationale Ausgabe: DOI: 10.1002/anie.201505493Tuberkulose
Deutsche Ausgabe: DOI: 10.1002/ange.201505493

Isoniazid@Fe2O3-Nanocontainer mit antibakterieller Wirkung auf
Tuberkulose-Mykobakterien
Peter Leidinger, Jens Treptow, Kristine Hagens, Jacqueline Eich, Nicole Zehethofer,
Dominik Schwudke, Wulf Oehlmann, Heinrich Lînsdorf, Oliver Goldmann,
Ulrich E. Schaible,* Kurt E. J. Dittmar* und Claus Feldmann*

Professor Ulrich Mîller zum 75. Geburtstag gewidmet

Abstract: Isoniazid-gefîllte, nanoskalige Fe2O3-Hohlkugeln
(INH@Fe2O3, Durchmesser < 30 nm, 48 Gew.-% INH-Bela-
dung) werden erstmals vorgestellt und fîr die Tuberkulose-
Therapie vorgeschlagen. Nach Dextran-Funktionalisierung
zeigen die INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer hohe Aktivit�t
gegenîber Mycobacterium tuberculosis (M.tb.) und M.tb.-in-
fizierten Makrophagen. Die Nanocontainer kçnnen als „Tro-
janisches Pferd“ aufgefasst werden und zeigen effiziente,
aktive Aufnahme in M.tb.-infizierte Makrophagen und sogar
in mykobakterielle Zellen.

Tuberkulose (TB) gehçrt weltweit zu den am weitesten
verbreiteten Infektionskrankheiten mit hoher Mortalit�t. So
wurden 2013 etwa 9 Millionen TB-Erkrankungen mit
1.5 Millionen Todesf�llen gemeldet.[1] TB hat inzwischen
wieder erhebliche Bedeutung in Verbindung mit HIV und
infolge der besorgniserregenden multiresistenten (multidrug
resistant, MDR) und extrem resistenten (extrem drug resi-
stant, XDR) Isolate gewonnen.[1, 2] Weiterhin ist davon aus-
zugehen, dass etwa ein Drittel der Weltbevçlkerung latent
infiziert ist, wobei die Wahrscheinlichkeit eines akuten Ver-
laufs bei etwa 10% îber die Lebenszeit liegt. Der pathogene
Erreger, Mycobacterium tuberculosis (M.tb.), befindet sich als
fakultativ interzellul�rer Parasit in Makrophagen eingekap-
selt in Granulome.[3] Vor diesem Hintergrund stellt insbe-

sondere die latente Tuberkulose eine große Herausforderung
dar.[1,3]

Grunds�tzlich stehen sehr wirksame Antibiotika wie
Isoniazid (Isonikotinylhydrazin, INH), Rifampicin (RIF),
Pyrazinamid (PYZ) oder Ethambutol (ETB) fîr die TB-
Therapie zur Verfîgung.[2,4] Allerdings mîssen diese antimy-
kobakteriellen Wirkstoffe nicht nur Granulom-Einkapselung
und die Membran der Wirtsmakrophage, sondern auch die
lipidreiche Zellwand der mykobakteriellen Zellen durch-
dringen. Weitere Einschr�nkungen betreffen die geringe
Permeabilit�t in Biofilmen sowie den schnellen Abbau unter
physiologischen Bedingungen bei geringer Dosis, aber
schweren Nebenwirkungen bei hçherer Dosis.[2, 4] Die TB-
Therapie erfordert eine t�gliche Dosis von bis zu 5 mg kg¢1

Kçrpergewicht îber 6–9 Monate. Typische Nebenwirkungen
sind dabei Hepatitis, An�mie, Kr�mpfe, Niereninsuffizienz,
Ataxie oder allergische �berempfindlichkeit. Infolge der re-
duzierten Lebensqualit�t neigen Patienten jedoch zu vorzei-
tigem Therapieabbruch, woraus die Hauptgefahr fîr bakte-
rielle Multiresistenzen resultiert.[2–5]

Vor diesem Hintergrund sind kostengînstige und effizi-
ente TB-Wirkstoffe und Verabreichungsformen erforderlich,
um geringere Dosierungen und kîrzere Behandlungsdauern
zu erreichen und Nebenwirkungen zu vermeiden. Dies wîrde
die Patientenzustimmung erhçhen und das Risiko therapeu-
tischer Misserfolge und bakterieller Resistenzen minimie-
ren.[1–5] Nanomaterialien bieten generell bereits vielverspre-
chende Strategien fîr Molekularbiologie und Medizin. So
wurde deren Verwendung fîr neuartige Bildgebungstechni-
ken[6] oder die Tumortherapie in den letzten Jahren bereits
intensiv untersucht.[7] Fîr die TB-Behandlung w�ren effizi-
ente Transportsysteme zur Infiltration von Antibiotika in in-
fizierte Zellen erforderlich. Derartige Transportsysteme
sollten mçglichst hohe Antibiotikagehalte aufweisen und
zudem biovertr�glich, leicht abbaubar und im besten Fall
nach 2–3 Tagen vollst�ndig ausgeschieden sein.[8] Insgesamt
wurden Nanomaterialien fîr die TB-Behandlung bislang
wenig untersucht.[9] Hier wurden SiO2-

[10] und Polymernano-
partikel[11] mit TB-Antibiotika beschichtet oder beladen.
Darîber hinaus wurde die intrinsische antibakterielle Wir-
kung von nanoskaligem Silber genutzt.[12] Die Untersuchun-
gen beziehen sich zumeist auf vergleichsweise große Partikel
(> 50 nm) mit begrenzter Antibiotika-Beladung (< 10 Gew.-
%).
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Als neuartige Strategie schlagen wir Isoniazid-gefîllte
Eisenoxid-Nanocontainer (INH@Fe2O3) fîr die TB-Therapie
vor. INH@Fe2O3-Nanocontainer wurden îber einen modifi-
zierten Mikroemulsionsansatz synthetisiert (Abbildung 1).[13]

Dabei wurde eine inverse Mikroemulsion mit n-Dodecan als
unpolarer Dispersionsphase, Hexadecyltrimethylammonium-
bromid (CTAB) als Tensid, n-Hexanol als Cotensid und ver-
dînntes H2O2 (1.4 Vol.-%) als polare Phase verwendet. INH
wurde zur Wasserphase zugegeben, wogegen Fe(CO)5 in der
Dodekan-Phase der Mikroemulsion vorlag. Die nachfolgende
H2O2-bedingte Oxidation des Fe(CO)5 bei Raumtemperatur
fîhrt zur langsamen Bildung von br�unlichem Fe2O3. Die
Tatsache, dass Fe(CO)5 und H2O2 in unterschiedlichen
Phasen gelçst vorliegen, begrenzt ihre Reaktion auf die
Flîssig-Flîssig-Phasengrenze der Mizellen. Als Ergebnis
werden die INH-haltigen Wassertrçpfchen durch Fe2O3 unter
Bildung der INH@Fe2O3-Nanocontainer eingekapselt (Ab-
bildung 1). Mit Fe(CO)5 als st�rkerem Reduktionsmittel wird
die Oxidation des INH unterbunden und H2O2 durch Reak-
tion mit Fe(CO)5 vollst�ndig verbraucht (siehe Hintergrund-
informationen (SI): Abbildungen S1–S3).

Die Elektronenmikroskopie (SEM, STEM, HRTEM)
zeigt eine einheitliche, sph�rische Morphologie der
INH@Fe2O3-Nanocontainer (Abbildung 2). Durch statisti-
sche Auswertung von 100 Partikeln kann ein mittlerer
Durchmesser von 18(1) nm ermittelt werden (Abbil-
dung 2A,B und SI: Abbildung S1A). STEM-und HRTEM-
Abbildungen verdeutlichen die Struktur der Nanocontainer
mit einem �ußeren Durchmesser von 15–20 nm, einer
Wandst�rke von 2–4 nm und einem Durchmesser der inneren

Kavit�t von 8–10 nm (Abbildung 2C,D). HRTEM verdeut-
licht die Kristallinit�t der Kugelwand mit Gitterabst�nden
von 2.6 è (Volumenmaterial g-Fe2O3/Maghemit: d(311) mit
2.52 è) (Abbildung 2D).[14]

Die chemische Zusammensetzung der INH@Fe2O3-Na-
nocontainer wurde mittels Infrarotspektroskopie (FT-IR),
Thermogravimetrie (TG), Massenspektrometrie (MS), Ele-
mentaranalyse (EA), Pulverdiffraktometrie (XRD), Elek-
tronenenergieverlustspektroskopie (EELS) und energiedi-
spersiver Rçntgenanalyse (EDX) verifiziert. FT-IR und MS
zeigen Schwingungen entsprechend dem charakteristischen
Fingerabdruck sowie die Massenpeaks von INH (SI: Abbil-
dung S2). Das Vorliegen von Fe2O3 wurde îber HRTEM
(Abbildung 2D), EDX, XRD, und EELS (SI: Abbildun-
gen S3, S4, S6 und S7) belegt. Die INH-Beladung der Nano-
container wurde îber TG quantifiziert (SI: Abbildung S3).
Demzufolge bestehen die Nanocontainer aus 9 Gew.-%
Wasser und 48 Gew.-% INH in der inneren Kavit�t sowie 43
Gew.-% Fe2O3 als Kugelwand. Mit etwa der H�lfte des Ge-
samtgewichts ist die INH-Beladung im Vergleich zu be-
kannten Nanopartikelkonzepten fîr die TB-Therapie erheb-
lich hçher.[9–12] Um Membranpermeabilit�t und Zellaufnah-
me zu erhçhen, wurden die INH@Fe2O3-Nanocontainer
weiterhin mit Dextran (DEX) funktionalisiert und in isoto-
nischem Wasser redispergiert (Abbildung 1).[15] Hier wurde
Sephadex als quervernetztes hochmolekulares Dextran-De-
rivat verwendet (siehe SI). Die resultierenden
INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer weisen einen mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von 26(2) nm nach der
DEX-Funktionalisierung auf (SI: Abbildungen S1B,C und
S5).

Biovertr�glichkeit und Zellaufnahme der
INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer wurden in vitro nach
Aufnahme in S�ugetierzellen (d.h. murine Knochenmarks-

Abbildung 1. Illustration von Mikroemulsions-Synthese, Dextran-Funk-
tionalisierung, Aufnahme von INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainern und
INH-Freisetzung in M.tb.-infizierten Makrophagen.

Abbildung 2. Partikelgrçße und Grçßenverteilung von INH@Fe2O3-Na-
nocontainern gem�ß Elektronenmikroskopie bei unterschiedlichen Ver-
grçßerungsstufen: A) SEM, B) STEM, C,D) HRTEM.
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makrophagen, unreife humane
dendritische Zellen, siehe SI) ge-
testet. Diese Zellen zeichnen sich
generell durch hohe Aufnahme
von Nanopartikeln und schnelle
Reaktion auf mutmaßlich toxische
Verbindungen aus.[16] Beide Zell-
typen zeigen jedoch normale Le-
bensf�higkeit und Proliferations-
raten nach Internalisierung von
INH@Fe2O3@DEX. Die Reaktion
der Makrophagen wurde hinsicht-
lich reaktiver Sauerstoffspezies
(reactive oxygen species, ROS),
induzierbarem Stickstoffmonoxid
(iNOs) und freigesetzter Lac-
tatdehydrogenase (LDH) quanti-
fiziert (SI: Abbildungen S8 und
S9). Obwohl aufgrund des Fe-Ge-
halts der Nanopartikel eine sub-
stanzielle ROS-Bildung wie er-
wartet zu beobachten ist,[17] bele-
gen niedrige Werte fîr NO und
LDH eine ausreichende Biover-
tr�glichkeit der INH@Fe2O3@-
DEX-Nanocontainer. Tats�chlich kann die ROS-Bildung in
Abwesenheit zytotoxischer Effekte einen zus�tzlichen anti-
mikrobiellen Vorteil bei der TB-Abwehr darstellen, da diese
sich auf die mykobakterielle Lebensf�higkeit auswirkt,
gleichzeitig die Zellen aktiviert und die Zytokin-Sekretion
immunostimuliert.[3, 18]

Um die Aufnahme der Nanocontainer in Makrophagen zu
belegen, wurden Zellen auf Kunstoffoberfl�chen fixiert und
„en Face“ in parallele Bereiche geschnitten. Elektronenmi-
kroskopische Aufnahmen zeigen, dass das Zytoplasma der
Nanocontainer-behandelten Makrophagen mit Elektronen-
undurchl�ssigen Clustern angereichert ist, die eine charakte-
ristische granulare Substruktur aufweisen (Abbildung 3A,B).
Die Nanocontainer sind somit ausschließlich in den Vesikeln
lokalisiert. Parallele Elektronenenergieverlustspektroskopie
(PEEL) der INH@Fe2O3@DEX-belandenen Vesikel zeigen
eindeutig die Fe-M23/L23-Ionisationskanten und best�tigen
das Vorliegen von Eisen in den granularen Strukturen (Ab-
bildung 3 C–E). Die INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer ko-
lokalisieren in den Vesikeln entsprechend der �berlagerung
mit Fe-L23-Elementkarten (Abbildung 3 C,D). Statistische
Analysen von Zellschnitten zeigen im Mittel etwa 1400 Na-
nocontainer pro Zelle (SI: Tabelle S1). Eine derart hohe Zahl
an Nanocontainern in den Makrophagen erlaubt auch den
Zugang zu intrazellul�ren Mykobakterien, die sich nach
Phagozytose in den Phagosomen der Makrophagen befin-
den.[2–5]

Die Aktivit�t der INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer
wurde zun�chst gegenîber M.tb.-Kulturen getestet (Stamm
H37Rv, die Handhabung von M.tb. erfordert Biosicherheits-
bedingungen der Stufe 3, siehe SI). Unterschiedliche Kon-
zentrationen an INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainern,
Fe2O3@DEX-Referenz, reinem INH und Kontrollmedium
wurden bezîglich der Aktivit�t gegen M.tb. mittels Resazu-

rin-Assay (Abbildung 4A) und Test koloniebildender Ein-
heiten (colony forming unit, CFU) (Abbildung 4B) unter-
sucht. W�hrend Resazurin-Assays den mykobakteriellen
Stoffwechsel anzeigen, erlauben CFU-Assays eine Absch�t-

Abbildung 3. Zellaufnahme der INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer: A) Niedrig und B) hoch aufgelçste
Abbildungen der mit Nanocontainern behandelten Makrophagen; C,D) Vesikel mit íberlagerter Fe-
L23-Elementkarte geben die INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer als rote Punkte zu erkennen; E) WR-
PEEL-Spektren von Nanocontainer-Agglomeraten (roter Kreis in (D)).

Abbildung 4. Aktivit�t der INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer: A) Res-
azurin-Assay als Indikator der M.tb.(H37Rv)-Viabilit�t: orange-rot:
M.tb. positiv/aktiver Metabolismus; dunkelblau: M.tb. negativ/kein ak-
tiver Metabolismus; B) M.tb.-Wachstum gem�ß CFU-Assay (Referen-
zen: INH-freies Fe2O3@DEX, reines INH, Leerprobe) (INH entspricht
48 Gew.-% des INH@Fe2O3@DEX-Gesamtgewichts).
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zung der Zahl lebensf�higer Mykobakterien. Reines INH
zeigt in beiden Tests antibakterielle Aktivit�t bei geringster
Konzentration (1 mgmL¢1), was bei direkter Einwirkung von
INH auf die Mykobakterien zu erwarten ist. Die INH-freie
Fe2O3@DEX-Referenz hat keinerlei Effekt, was aber die
generelle Biovertr�glichkeit belegt (Abbildung 4). Im Ge-
gensatz hierzu inhibieren die INH@Fe2O3@DEX-Nanocon-
tainer die metabolische Aktivit�t und tçten M.tb. bei geringen
Konzentrationen von 8 mgmL¢1 ab (Abbildung 4). Analog zur
wohlbekannten langsamen und vollst�ndigen Auflçsung
massiver Eisenoxidnanopartikel unter physiologischen Be-
dingungen unter Ferretin-Bildung[17,19] wird INH offensicht-
lich mit voranschreitender Auflçsung der Nanocontainer
freigesetzt. Diese spezifischen Eigenschaften des Eisenoxids –
Biovertr�glichkeit, Bioabbaubarkeit und langsame Auflç-
sung[20] – kommen in unserem Nanocontainer-Konzepts
ebenfalls zum Einsatz.

Nach Verifizierung von Biovertr�glichkeit, zellul�rer
Aufnahme und Aktivit�t gegen Mykobakterien wurden M.tb.-
infizierte Makrophagen mit INH@Fe2O3@DEX-Nanocon-
tainern behandelt. Auf TEM-Abbildungen sind die M.tb.-
Mykobakterien in den Phagosomen der Makrophagen klar
erkennbar (Abbildung 5A–C). Charakteristische dunkle,
granulare Strukturen – analog zu den Abbildungen
3A,B – belegen das Vorliegen Elektronen-dichter
INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer in unterschiedlichen Sta-
dien der Auflçsung (Abbildung 5D,E). Sehr oft befinden sich
die Nanocontainer in submikronem Abstand zu M.tb.-Zellen
(Abbildung 5A–C). Diese Beobachtung deutet auf eine
aktive Aufnahme von Eisen als essentiellem Spurenelement
fîr Wachstum und Virulenz der Mykobakterien.[21] Tats�ch-
lich wurde bereits vorgeschlagen, den mykobakteriellen Ei-
senstoffwechsel fîr eine effiziente TB-Therapie in Betracht
zu ziehen.[21] Insgesamt kçnnen die INH@Fe2O3@DEX-Na-
nocontainer entsprechend der Elektronenmikroskopie als
„Trojanisches Pferd“ fîr Antibiotika aufgefasst werden.
HRTEM-Aufnahmen zeigen die Nanocontainer und deren

partikul�re Bruchstîcke sogar in den mykobakteriellen
Zellen (Abbildung 5 D; SI: Abbildung S10).

Die Auflçsung der INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer
innerhalb des Zytoplasmas der Makrophagen sowie außer-
halb der Makrophagen kann anhand von TEM-Aufnahmen
und EELS verdeutlicht werden (Abbildung 6; SI: Abbil-
dung S11). Elektronenmikroskopie und Fe-L23-Elementkar-
ten verdeutlichen nach Kultivierung îber Nacht eindeutig
einen geringeren Eisengehalt intrazellul�rer im Vergleich zu
extrazellul�ren Nanocontainern. Dieser Befund belegt eine
bevorzugte Auflçsung internalisierter INH@Fe2O3@DEX-
Nanocontainer und die Notwendigkeit von Eisen fîr den
Metabolismus der Makrophagen.[21] Im Gegensatz zu inter-
nalisierten Nanocontainern stellt sich zudem die INH-Frei-
setzung aus INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainern in physio-
logischen Medien als sehr langsam heraus (SI: Tabelle S2 und
Abbildung S12), was die aktive Aufnahme von Eisen durch
die Makrophagen wie durch die Mykobakterien zus�tzlich
stîtzt.

Insgesamt stellen INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer
eine neue Art nanoskaliger Hohlkugeln mit Durchmessern
< 30 nm dar, die als effiziente Systeme zur Wirkstofffreiset-
zung von Antibiotika in der TB-Therapie dienen kçnnen. Mit
48 Gew.-% INH enthalten sie im Vergleich zu alternativen
Nanocontainer-Konzepten eine deutlich hçhere Wirkstoff-
beladung. Biovertr�glichkeit, Bioabbaubarkeit und aktive
Eisenaufnahme sowohl durch Makrophagen als auch Myko-
bakterien stellen weitere Vorteile Fe2O3-basierter Nanocon-
tainer dar. Somit verbindet INH@Fe2O3@DEX einerseits
eine geringe zellul�re Toxizit�t der Nanocontainer mit einer
hohen Aktivit�t des eingekapselten INH. Wie ein „Trojani-
sches Pferd“ werden die Nanocontainer aktiv in die Makro-
phagen internalisiert und setzen INH durch langsame meta-
bolische Auflçsung der Fe2O3-Wand in unmittelbarer Nach-
barschaft zu den Mykobakterien frei, wobei auch der Eisen-
bedarf der Mykobakterien ausgenutzt wird. Aerosol-basierte
Rezepturen und In-vivo-Studien stellen wichtige Folge-

Abbildung 5. Ultrastrukturelle Analyse M.tb.-infizierter Makrophagen nach Behandlung mit INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainern: A) TEM (90 nm
Ausschnitt) mit M.tb.-infizierten Makrophagen und B,C) INH@Fe2O3@DEX (rote Pfeile) in unmittelbarer Nachbarschaft von Bakterienzellen
(gelbe Pfeile); D) Detailansicht von INH@Fe2O3@DEX-behandelten, M.tb.-infizierten Makrophagen. Sowohl das Zytoplasma (cp) der Makropha-
gen als auch das Zytoplasma von M.tb. enthalten Bruchstícke der Nanocontainer (rote Kreise: innerhalb der Makrophagen; gelbe Kreise: inner-
halb von M.tb.-Zellen); E) Detailaufnahme eines Clusters mit INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainern (rote Pfeile) sowie Bruchstícke von Nanocon-
tainern (rote Kreise) im Zytoplasma (cp) von Makrophagen. Ultradínne Schnitte in (A) und (B) enthalten einige Risse und Lçcher durch inhomo-
gene Harzinfiltration/-polymerisation aufgrund der Wechselwirkung mit der Biomatrix.
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schritte dar, um unmittelbar Lungentuberkulose behandeln
zu kçnnen und um eine Verminderung von Nebenwirkungen
durch das neuartige Nanocontainer-Konzept nachweisen zu
kçnnen. Neben dem Potential fîr die TB-Therapie kçnnen
Konzept, Synthesestrategie und Art der Nanocontainer
ebenfalls fîr Einkapselung, Transport und Freisetzung ande-
rer Antibiotika und Wirkstoffe in unabh�ngige Zielstruktu-
ren wie Virus-infizierte Zellen oder Tumorzellen von hoher
Relevanz sein.

Experimentelles
Synthese: INH@Fe2O3@DEX-Nanocontainer und INH-freie
Fe2O3@DEX-Referenz wurden îber einen modifizierten Mikro-
emulsionsansatz hergestellt, der unserer Strategie zur Herstellung
nanoskaliger Hohlkugeln folgt (z.B. Ag, Au, AlO(OH), SnO2, La-
(OH)3, Cu2S, CuS, Ag2S) und an anderer Stelle publiziert wurde.[13]

Eine detaillierte Synthesevorschrift fîr INH@Fe2O3 und
INH@Fe2O3@DEX ist in den Hintergrundinformationen zu finden.

Weitere Details zu Synthese, Materialcharakterisierung, In-vitro-
Studien mit Makrophagen, Assays und Zelltests mit virulenten M.tb.
sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.
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