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Herstellung von Nano- und Mikrokapsein durch schichtweise Poly-

elektrolyt-Selbstassemblierung

Beschreibung

Die Erfindung betrifft Nano- bzw. Mikrokapseln, die eine Polyelektrolythiille
umfassen, ein Verfahren zur Herstellung dieser Kapsein sowie ihre

Verwendung.

Mikrokapseln sind in verschiedenen Ausflihrungsformen bekannt und
werden insbesondere flur die kontrollierte Freisetzung und den zielgerichte-
ten Transport von pharmazeutischen Wirkstoffen sowie zum Schutz von
empfindlichen Wirkstoffen, wie etwa Enzymen und Proteinen verwendet
(siehe z.B. D.D.Lewis, "Biodegradable Polymers and Drug Delivery
Systems”, M.Chasin and R.Langer, Hrsg. (Marcel Decker, New York, 1990);
J.P.McGee et al., J.Control.Release 34 (1995), 77).

Mikrokapseln kénnen durch mechanisch-physikalische Verfahren, wie z.B.
Versprithen und nachfolgende Beschichtung hergestellt werden. Die auf
diese Weise erhaltlichen Mikrokapseln weisen jedoch eine Reihe von
Nachteilen auf. Insbesondere ist es mit den bekannten mechanisch-
physikalischen Verfahren nicht méglich, Mikrokapseln mit einer GréRe von
< 10 ym (Durchmesser) herzustellen. Vielmehr sind nur Mikrokapseln mit
relativ grolRen Durchmessern erhaltlich, deren Anwendungsbereich jedoch
aufgrund ihrer GréRRe beschrankt ist. Weiterhin wird bei den bekannten
mechanisch-physikalischen Verfahren keine monodisperse Kapselver-

teilung, sondern vielmehr eine uneinheitliche Verteilung von Kapseln ver-
schiedener Grof3e erhalten. Auch dies ist fir viele Anwendungen, bei denen

die GroRRe der Kapsel wichtig ist, nachteilig.
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Neben den mechanisch-physikalischen Verfahren sind auch chemische
Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln bekannt. So kénnen Mikrokap-
seln durch Grenzflachenpolymerisation bzw. -kondensation oder durch
Polymerphasentrennung aus einem Polymer/Losungsmittelgemisch
hergestellt werden (B.Miksa et al., Colloid Polym.Sci.273 (1995), 47;
G.Crotts et al., J.Control.Release 35 (1995), 91; S.L.Regen et al.,
J.Am.Chem.Soc.106 (1984), 5756). Aber auch die durch bekannte
chemische Verfahren hergestellten Mikrokapseln weisen eine Reihe von
Nachteilen auf. Insbesondere sind eine hohe Polydispersitdt, eine un-
gleichméRige Umhillung sowie oftmals eine Verfestigung des Kerns zu
beobachten. Ein weiterer wesentlicher Nachteil der bekannten chemischen
Verfahren liegt in der Verwendung von organischen Ldsungsmittein und
polymerisierbaren organischen Monomeren, was zu betrachtlichen
Beschrankungen hinsichtlich der verwendbaren einzukapselnden Wirkstoffe
fahrt. Insbesondere die oftmals dadurch notwendige Verwendung von mit
Wasser nicht mischbaren organischen FlUssigkeiten als Kernmaterial
schranktden Anwendungsbereich solcher Mikrokapseln, gerade im Hinblick

auf Proteine oder Enzyme drastisch ein.

Ein weiteres System, das zur Einkapselung von anorganischen und
organischen Materialien verwendet wurde, sind Lipidliposomen (D.D.Lasic,
"Liposomes: From Physics to Applications" (Elsevier, Amsterdam, 1993);
S.L.Regenetal., J,Am.Chem.Soc.106 (1984), 2446). Die Einkapselung von
Wirkstoffen in Lipidliposomen gestattet die Herstellung von Mikrokapseln
unter relativ schonenden Bedingungen, weshalb Liposomen als Trégersy-
steme fir verschiedene pharmazeutische und kosmetische Wirkstoffe
verwendet werden. Die biologische, chemische und mechanische Stabilitat
solcher Liposomkapseln ist jedoch sehr gering, was die aligemeine
Verwendbarkeit solcher Kapseln limitiert. Einen weiteren Nachteil stellt die
geringe Permeabilitdt von Liposomenkapseln, insbesondere fiir polare
Molekile, dar, die einen Stoffaustausch mit dem Umgebungsmedium

verhindert.
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Bei einem weiteren Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln werden
zundchst Mischungen aus dem einzuschlieRenden Material und einem mit
z.B. Ca?*-lonen verfestigbaren Polyelektrolytbestandteil gebildet. Diese
Mischung wird in Form kleinster Trépfchen in ein Ca%?*-Bad eingebracht,
wobei sich eine Gelstruktur bildet, die dann in weiteren Verfahrensschritten
mit einer Polyelektrolytkapsel umgeben werden kann. Eine Weiterentwick-
lung solcher Verfahren wird in DE 33 06 259 A1 beschrieben, wobei auf die
Verwendung von Ca?* verzichtet werden kann. Der hauptséchliche Nachteil
dieser Verfahren besteht darin, daR die GroRe der herstellbaren Mikrokap-
seln nach unten auf etwa 50 ym (Durchmesser) begrenzt ist und die

Wandstérke der erhaltenen Mikrokapseln mindestens 100 nm betréagt.

In DE-A-40 26 978 ist ein Verfahren zur Beschichtung von flachigen Tragern
beschrieben, wobei ein Trager so modifiziert wird, daR er flichenweit lonen
oder ionisierbare Verbindungen mit gleichsinniger Ladung tragt und eine
oder mehrere Schichten aus organischen Materialien, die in jeder Schicht
gleichsinnig geladene lonen enthalten, aus einer Lésung solcher organischer
Materialien auf den modifizierten Trager aufgetragen wird, wobei das
organische Material flr die erste Schicht lonen mit entgegengesetztem
Ladungsinn zum Ladungssinn der lonenmodifizierung des Tragers aufweist
und im Falle von mehreren Schichten abwechseind weitere Schichten mit
lonen mit dem jeweils entgegengesetzten Ladungssinn zur vorhergehenden
in gleicher Weise wie die erste Schicht aufgetragen werden. Als Trager
werden anorganische oder organische Tragermaterialien mit ebenmaRiger
Oberflache offenbart. Es findet sich keinerlei Hinweis auf die Verwendung
von Mikropartikeln als Trégermaterialien oder auf eine Auflésung der

Tragermaterialien nach der Beschichtung.

Eine Aufgabe der Erfindung bestand deshalb darin, Kapseln mit einem
geringen Durchmesser bereitzustellen, in denen Materialen, wie etwa
Makromolekile, Prézipitate, Flissigkeiten oder Gase, eingeschlossen werden

kénnen. Die Kapseln sollten weiterhin eine hohe Stabilitdt und Hillen mit
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geringer Wandstéarke aufweisen, die insbesondere fiir lonen und kleine

Molekule durchlassig sind.

Die Aufgabe wird erfindungsgemaR gelést durch Kapseln mit einer

Polyelektrolythiille und einem Durchmesser bis zu 10 ym oder mehr.

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daR bei Beschichtung von
Templatpartikeln mit einer Polyelektrolythiille und gegebenenfalls an-
schlieRender Desintegration der Templatpartikel Kapseln mit definierten
inneren und &auferen Hiulleigenschaften und mit selektiv steuerbaren
Permeabilitdtseigenschaften erhalten werden kénnen. Unter einer Polyelek-
trolythille wird eine Hille mit einem Gehalt an Polyelektrolyten verstanden.
Bevorzugt besteht die Polyelektrolythille zu mindestens 50% insbesondere
mindestens 60% und besonders bevorzugt zu mindestens 80% aus
Polyelektrolyten. Die erfindungsgemaRen Kapseln gestatten den EinschiuRR
auch empfindlicher Molekiile unter schonenden Bedingungen, z.B. in
waélrigen Losungen. Die Kapselwand ist eine Polyelektrolythiille, die den
Stoffaustausch im Hinblick auf niedermolekulare Stoffe und lonen mit der
Umgebung ermdglicht, aber gleichzeitig makromolekulare Stoffe zurtickhélt.
Diese Trennfunktion der Polyelektrolythille bewirkt einerseits, daR
gegebenfalls in die Kapsel eingeschlossene Wirkstoffe zuriickgehaiten
werden, andererseits, da® von auflen keine stérenden makromolekularen
Stoffe in die Kapsel gelangen kénnen. Auf diese Weise werden Wirkstoffe
auch ohne den Zusatz von konservierenden Stoffen effektiv vor biologischen
Abbauprozessen geschitzt. Die chemischen und physikalischen Eigen-
schaften der als Kapselwand dienenden Polyelektrolythille kénnen in weiten
Grenzen durch den Aufbau und die Zusammensetzung der Hiille sowie
durch Umgebungsparameter gesteuert werden. So kdnnen die erfindungs-
gemalien Kapseln beispielsweise als Transportrdume dienen, wobei hier die
Parameter der duReren Schicht den Transport an vorgegebene Zielorte, z.B.

im Organismus, bestimmen.
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Die erfindungsgemafien Kapseln umfassen Mikrokapsein mit einem Durch-

messer von 1 um bis 50 yum, bevorzugt < 10 um, besonders bevorzugt <5

um und am meisten bevorzugt < 2 uym sowie Nanokapseln mit einem

Durchmesser von = 10 nm bis < 1000 nm.

Die Hulle der Kapseln weist mehrere Polyelektrolytschichten auf. Unter
Polyelektrolyten werden allgemein Polymere mit ionisch dissoziierbaren
Gruppen, die Bestandteil oder Substituent der Polymerkette sein kénnen,
verstanden. Ublicherweise ist die Zah! dieser ionisch dissoziierbaren
Gruppen in Polyelektrolyten so groR3, daR die Polymeren in der dissoziierten
Form (auch Polyionen genannt) wasserloslich sind. Hierin werden unter dem
Begriff Polyelektrolyte auch ionomere verstanden, bei denen die Konzen-
tration der ionischen Gruppen fir eine Wasserléslichkeit nicht ausreichend
sind, die jedoch geniigend Ladungen aufweisen, um eine Selbstassem-
blierung einzugehen. Bevorzugt umfasst die Hille "echte" Polyelektrolyte.
Je nach Art der dissoziierbaren Gruppen werden Polyelektrolyte in
Polyséduren und Polybasen unterteilt. Aus Polysauren entstehen bei der
Dissoziation unter Abspaltung von Protonen Polyanionen, die sowohl
anorganische als auch organische Polymere sein kénnen. Beispiele fir
Polysduren sind Polyphosphorsaure, Polyvinylschwefelsdure, Polyvinyi-
sulfonséaure, Polyvinylphosphonséaure und Polyacrylsaure. Beispiele fur die
entsprechenden Salze, die auch als Polysalze bezeichnet werden, sind

Polyphosphat, Polysulfat, Polysulfonat, Polyphosphonat und Polyacrylat.

Polybasen enthalten Gruppen, die in der Lage sind, Protonen, z.B. durch
Reaktion mit S&uren unter Salzbildung, aufzunehmen. Beispiele fiir
Polybasen mit ketten - bzw. seitensténdigen dissoziierbaren Gruppen sind
Polyethylenimin, Polyvinylamin und Polyvinylpyridin. Polybasen bilden durch

Aufnahme von Protonen Polykationen.

ErfindungsgemaR geeignete Polyelektrolyte sind sowohl Biopolymere, wie

etwa Alginsdure, Gummi arabicum, Nucleinsiuren, Pektine, Proteine und
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andere, sowie chemisch modifizierte Biopolymere, wie etwa ionische oder

ionisierbare Polysaccharide, z.B. Carboxymethylcellulose, Chitosan und

Chitosansulfat, Ligninsulfonate sowie synthetische Polymere, wie etwa

Polymethacrylséure, Polyvinylsulfonsédure, Polyvinylphosphonséure und

Polyethylenimin.

Es kénnen lineare oder verzweigte Polyelektrolyte eingesetzt werden. Die
Verwendung verzweigter Polyelektrolyte fihrt zu weniger kompakten
Polyelektrolytmultifiimen mit einem héheren Grad der Wandporositat. Zur
Erhéhung der Kapselstabilitdét kéonnen Polyelektrolytmolekiile innerhalb
oder/und zwischen den einzelnen Schichten vernetzt werden, z.B. durch
Crosslinking von Aminogruppen mit Aldehyden. Weiterhin kénnen amphi-
phile Polyelektrolyte, z.B. amphiphile Block- oder Randomcopolymere mit
partiellem Polyelektrolytcharakter zur Verringering der Permeabilitat
gegenliber polaren kleinen Molekulen eingesetzt werden. Solche amphiphilen
Copolymere bestehen aus Einheiten unterschiedlicher Funktionalitat, z.B.
einerseits sauren oder basischen Einheiten und andererseits hydrophoben
Einheiten wie Styrolen, Dienen oder Siloxanen etc. die als Blocke oder
statistisch verteilt tUber das Polymer angeordnet sein konnen. Durch
Verwendung von Copolymeren, die als Funktion duRerer Bedingungen ihre
Struktur &ndern, kénnen die Kapselwande bezliglich ihrer Permeabilitit oder
anderer Eigenschaften definiert gesteuert werden. Hierzu bieten sich
beispielsweise Copolymere mit einem Poly(N-isopropyl-acrylamid)-Anteil,
z.B. Poly(N-isopropylacrylamid-acrylsédure) an, die tiber das Gleichgewicht
von Wasserstoffbriickenbindungen ihre Wasserléslichkeit als Funktion der

Temperatur andern, was mit einer Quellung einhergeht.

Durch Verwendung von unter bestimmten Bedingungen abbaubaren, z.B.
photo-, sdure-, base- oder salzlabilen Polyelektrolyten kann {ber die
Auflésung der Kapselwénde die Freisetzung von eingeschlossenen

Wirkstoffen gesteuert werden. Weiterhin kénnen fiir bestimmte Anwen-
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dungsméglichkeiten auch leitende Polyelektrolyten oder Polyelektrolyten mit

optisch aktiven Gruppen ails Kapselkomponenten verwendet werden.

Durch geeignete Wahl der Polyelektrolyte ist es moglich, die Eigenschaften
und Zusammensetzung der Polyelektrolythiille der erfindungsgemaéRen
Kapseln definiert einzustellen. Insbesondere bei schichtweise aufgebauten
Polyelektrolythillen kann die Zusammensetzung der Hullen durch die Wahl
der Substanzen beim Schichtaufbau in weiten Grenzen variiert werden.
Grundsétzlich ergeben sich keine Einschréankungen hinsichtlich der zu
verwendenden Polyelektrolyte bzw. lonomere, solange die verwendeten
Molekile eine genlgend hohe Ladung aufweisen oder/und die Fahigkeit
besitzen, Uber andere Wechselwirkungsarten, wie beispielsweise Wa-
sserstoffbriickenbindungen und/oder hydrophobe Wechselwirkungen, eine

Bindung mit der darunter liegenden Schicht einzugehen.

Geeignete Polyelektrolyte sind somit sowoh! niedermolekulare Polyelek-
trolyte bzw. Polyionen als auch makromolekulare Polyelektrolyte, beispiels-

weise Polyelektrolyte biologischer Herkunft.

Von besonderer Bedeutung fir die Verwendung der Kapseln ist die
Permeabilitdt der Hillwand. Wie bereits oben ausgefiihrt, ermdglicht die
Vielzahl der zur Verfligung stehenden Polyelektrolyte die Herstellung einer
Vielzahl von Hillkompositionen mit unterschiedlichen Eigenschaften.
Insbesondere kann die elektrische Ladung der AuRenhille dem Anwen-
dungszweck angepal3t werden. Zudem kann die Innenhiille an jeweils
verkapselte Wirkstoffe angepal®t werden, wodurch z.B. eine Stabilisierung
des Wirkstoffs erzielt werden kann. Daneben kann auch die Permeabilitat
der Hiliwand durch die Wahl der Polyelektrolyte in der Hille und durch die
Wanddicke sowie die Umgebungsbedingungen beeinfluRt werden. Dadurch
ist eine selektive Gestaltung der Permeabilistatseigenschaften sowie eine

definierte Verdnderung dieser Eigenschaften méglich.
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Die Permeabilitatseigenschaften der Hulle k6nnen durch Poren in mindestens
einer der Polyelektrolytschichten weiter modifiziert werden. Solche Poren
kénnen bei geeigneter Wahl durch die Polyelektrolyten selbst gebildet
werden. Neben den Polyelektrolyten kann die Hulle aber auch andere
Substanzen umfassen, um eine gewtinschte Permeabilitdt zu erzielen. So
kann insbesondere durch Einbringen von Nanopartikeln mit anionischen
oder/und kationischen Gruppen oder von grenzfidchenaktiven Substanzen,
wie etwa Tensiden oder/und Lipiden, die Permeabilitat fir polare Kom-
ponenten gesenkt werden. Durch die Inkorporation von selektiven Trans-
portsystemen, wie z.B. Carriern oder Kanélen, in die Polyelektrolythilie,
insbesonderein Lipidschichten, isteine genaue Anpassung der transversalen
Transporteigenschaften der Hille an den jeweiligen Anwendungszweck
moglich. Die Poren oder Kanéle der Hillwand kénnen durch chemische
Modifizierung oder/und Anderung der Umgebungsbedingungen gezielt
gedffnet bzw. verschlossen werden. So flihrt beispielsweise eine hohe
Salzkonzentration des Umgebungsmediums zu einer hohen Durchléssigkeit

der Hallwand.

Eine besonders bevorzugte Modifizierung der Permeabilitdt von Polyelek-
trolythiillen kann durch Abscheidung von Lipidschichten oder/und amphiphi-
ler Polyelektrolyten auf der Polyelektrolythilille nach Desintegration der
Templatpartikel erreicht werden. Auf diese Weise kann die Permeabilitat der
Polyelektrolythilien fir kleine und polare Molekiile sehr stark vermindert
werden. Beispiele fur Lipide, die auf den Polyelektrolythiillen abgeschieden
werden kénnen, sind Lipide, die mindestens eine ionische oder ionisierbare
Gruppe tragen, z.B. Phospholipide wie etwa Dipalmitoylphosphatidinsdure
oder zwitterionische Phospholipide wie etwa Dipalmitoylphosphatidylcholin
oderauch Fettsaurenbzw. entsprechende langkettige Alkyisulfonséuren. Bei
Verwendung zwitterionischer Lipide konnen Lipidmultischichten auf der
Polyelektrolythiille abgeschieden werden. Auf den Lipidschichten kénnen

anschlieRend weitere Polyelektrolytschichten abgeschieden werden.
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Die erfindungsgemaRen Kapseln weisen bevorzugt eine Hillwanddicke von
2 bis 1000 nm, insbesondere 2 bis 100 nm, z.B. von 5 bis 8 nm, auf. Die
Dicke der Hillwand ist abhéngig von der Anzahl der Schichten, der Polyelek-
trolythiilie. Die Kapseln enthalten bevorzugt 2 bis 40, bevorzugt 2 bis 20,
z.B. 3 bis 10 Schichten. Die Kapseln kénnen jedoch auch eine groRere
Anzahl von Schichten, d.h. Polyelektrolytschichten und gegebenenfalls

andere Schichten wie Lipidschichten, enthalten.

Die erfindungsgeméBen Kapseln zeichnen sich weiterhin durch ihre
Monodispersitdt aus. So ist es moglich, eine Zusammensetzung mit einer
Kapselverteilung zu erhalten, bei der der Anteil an Kapseln, deren Ab-
weichung vom mittleren Durchmesser > 50% ist, weniger als 20%,

bevorzugt weniger als 10% und besonders bevorzugt weniger als 1%.

Die Kapseln sind sehr stabil gegentiber chemischen, biologischen, mechani-
schen und thermischen Belastungen. Die Kapseln kénnen gegebenenfalls mit
eingeschlossenen Wirkstoffen ohne Beeintrachtigung ihrer Eigenschaften
getrocknet, eingefroren oder/und gefriergetrocknet werden. Nach dem
Auftauen bzw. Resuspendieren in Wasser werden wieder intakte Kapseln

erhalten.

Bei Trocknung oder Gefriertrocknung der Kapsein wird eine pulverférmige
Zusammensetzung erhalten, diein geeigneten Lésungsmitteln, insbesondere
in walrigen Losungen resuspendiert werden kann. Ein weiterer Gegenstand
der Erfindung ist deshalb eine getrocknete Kapseln umfassende Zusammen-
setzung. Die Trocknung kann nach bekannten Verfahren durchgefiihrt
werden, insbesondere bei erhéhter oder verringerter Temperatur oder/und

reduziertem Druck.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von

mit einer Polyelektrolythille beschichteten Kapseln umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen einer waRrigen Dispersion von Templatpartikeln
geeigneter GréRe und

b) Herstellen einer Hille um die Templatpartike! durch Aufbringen von

Polyelektrolyten auf die Templatpartikel.

Zunachst wird eine wélrige Dispersion von Templatpartikeln geeigneter
Grole bereitgestellt. Durch die GroRe der Templatpartikel wird die GréRe der
Kapseln festgelegt. AnschlieBend werden vorzugsweise mehrere Polyelek-
trolytschichten auf die Templatpartikel aufgebracht, wodurch ein umhiilites
Templatpartikel gebildet wird. Die Form der Hiille hdngt dabei unmittelbar
von der Form der Templatpartikel ab.

Zum Aufbringen der Polyelektrolytschichten auf das Templat wird vorzugs-
weise eine Dispersion der Templatpartikel in einer wéssrigen Lésung
erzeugt. Zu dieser Dispersion gibt man dann Polyelektrolytmolekile, aus
denendie erste Schichtaufgebaut werden soll. Diese Polyelektrolytmolekiile
kénnen die gleiche oder die entgegengesetzte Ladung wie die Oberfliche
der Templatpartikel haben. Die Menge der zugegebenen Polyelektrolytmole-
kale wird so gewaéhlt, dal? das gesamte Material fiir den Aufbau der ersten
Schicht benétigt wird oder es wird ein Uberschuf® verwendet. Im letzteren
Fall ist eine Entfernung der iberschiissigen Polyelektrolytmolekiile, die nicht
zum Aufbau der ersten Schicht benétigt werden, zweckméaRig, bevor die
Zugabe von entgegengesetzt geladenen Polyelektrolytmolekiilen fur den
Aufbau der zweiten Schicht erfolgt. Die Abtrennung der Polyelektrolytmole-
kile kann nach bekannten Verfahren erfolgen, insbesondere Zentrifugation,
Filtration oder/und Dialyse. Besonders bevorzugt ist die Abtrennung durch
Membranfiltration wie im folgenden beschrieben. AnschlieRend werden
weiterhin abwechselnd entgegengesetzt geladene Schichten von Polyelek-
trolytmolekilen aufgebracht, wobei fir jede Schicht mit gleicher Ladung

gleiche oder verschiedene Polyelektrolytspezies oder Gemische von
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Polyelektrolytspezies gewahit werden kdénnen. Die Anzahl von Schichten
kann grundsétzlich beliebig gewahlt werden. Neben Polyelektrolytmolekilen
kénnen auch andere Substanzen wie Nanopartikel, oberflichenaktive

Substanzen oder/und Lipide auf den Templatpartikeln abgeschieden werden.

Als Temblatpartikel kédnnen sowohl anorganische Materialien, z.B. Metalie,
Keramiken, Oxide oder Salzkristalle als auch organische Materialien wie
Polymerlatizes oder Melaminformaldehydpartikel, Lipidvesikel oder
biologische Templatpartikel eingesetzt werden. Ebenfalls geeignet sind
Emulsionstrépfchen. Die GroflRe der Templatpartikel kann - insbesondere bei
Verwendung biologischer Templatmaterialien - bis zu 50 ym erreichen. In
den meisten Féllen ist die GroRe der Templatpartikel jedoch bis zu 10 ym,
besonders bevorzugt 5 nm bis 5 yum. Die Form der Templatpartikel ist nicht
kritisch. Sowohl spharische als auch anisotrope Partikel kdnnen beschichtet

werden.

Es kénnen auch Aggregate von Subpartikeln als Ausgangskerne (Templatp-
artikel) zur Beschichtung mit Polyelektrolyten eingesetzt werden. Diese
Aggregate kénnen gegebenenfalls in vorgeformtem oder préformiertem
Zustand eingesetzt werden. Eine solche Praformierung kann beispielsweise
durch Anlegen externer elektrischer Gleichstrom- oder/und Wechselfelder
bzw. Magnetfelder auf Suspensionen mit Subpartikeln erzielt werden. Durch
vorgeformte Aggregate kann die Form der Kapsein bestimmt werden.
Weiterhin kénnen solche Aggregate mit einer hohen Einheitlichkeit
hinsichtlich der GréRenverteilung erhalten werden (Monodispersitit). Ebenso
geeignet sind jedoch auch nichtvorgeformte Aggregate. Von besonderem

Interesse sind Aggregate in sphéarischer Form.

Die verwendeten Templatpartikel missen nicht notwendigerweise geladen
sein, um eine Selbstassemblierung von Polyelektrolytschichten zu ermégli-

chen. Vielmehr kann auf nichtgeladene Kerne ein geladener Precursorfilm
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aufgebracht werden, der an die Templatpartikel durch andere Wechselwir-

kungen, beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen, gebunden ist.

Nach Aufbringen der gewtlinschten Anzahl von Polyelektrolytschichten
kénnen die umhiliten Templatpartike! - sofern gewiinscht - desintegriert,
insbesondere zerkleinert oder aufgelost werden. Dabei verbleiben "leere"
Kapseln mit einer Polyelektrolythtille. Die Auflésung der Templatpartikel wird
unter Bedingungen durchgefiihrt, bei denen die Hillen intakt bleiben. Eine
Aufiésung kann je nach Wahl des Templatpartikelmaterials z.B. thermisch
oder chemisch erfolgen. Die bei der Aufldsung entstehenden nieder-
molekularen Kernbestandteile kénnen durch die Poren der Hiilie nach auRen
gelangen. Auf diese Weise erhalt man Kapsein mit Polyelektrolythtillen, die
einen "leeren" Kern enthalten. Auf die leeren Polyelektrolytmolekilen

kénnen anderen Beschichtungssubstanzen aufgebracht werden.

Nach Desintegration der Templatpartikel kann im Inneren der Kapselhlle
eine Flissigphase vorliegen. Grundsatzlich kénnen die Kapseln jede
Flissigkeit in ihrem Innern enthalten, z.B. eine wélRrige Flussigkeit,
insbesondere eine walrige Salzlésung oder Wasser, oder auch organische
Lésungsmittel, insbesondere mit Wasser nicht mischbare Lésungsmittel wie
Alkohole oder Kohlenwasserstoffe mit mindestens 4 C-Atomen. Weiterhin

kénnen die Kapseln in ihrem Inneren auch Feststoffe oder Gase enthalten.

Bevorzugt werden teilvernetzte Melaminformaldehydpartikel als auflosbare
Templatpartikel eingesetzt, die durch Einstellung des pH-Werts in dem die
umhdilten Partikel enthaltenden Medium auf einen sauren Wert, z.B. < 1,5,
aufgeldst werden kénnen, wahrend die Hillschicht selbst intakt bleibt. Die
teilvernetzten Melaminformaldehydpartikel kénnen auch durch chemische
Reaktionen, insbesondere durch Sulfonierung in wéRrigen Medien aufgel6st
werden. Als Sulfonierungsagentien werden bevorzugt Alkalisulfate,

Alkalihydrogensulfite und andere wasseriésliche Salze der schwefeligen
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Séure verwendet. Weitere Beispiele fur aufldsbare Templatpartikel sind

I6sliche Polymerkerne, z.B. Harnstoff-Formaldehydpartikel, oder Salzkristalle.

Aulerdem kénnen als Templatmaterialien beispielsweise Zellen, z.B.
eukaryontische Zellen, wie etwa Saugererythrozyten oder Pflanzenzellen,
einzellige Organismen wie etwa Hefen, Bakterienzellen wie etwa E.coli
Zellen, Zellaggregate, subzelluldre Partikel wie etwa Zellorganelle, Pollen,
Membranpréaparationen oder Zellkerne, Viruspartikel und Aggregate von
Biomolekilen, z.B. Proteinaggregate wie etwa Immunkomplexe, kond-
ensierte Nukleinsauren, Ligand-Rezeptor-Komplexe etc. verwendet werden.
Das erfindungsgeméRe Verfahren eignet sich auch zur Verkapselung
lebender biologischer Zellen und Organismen. Ebenso als Template geeignet
sind Aggregate amphiphiler Materialien, insbesonder Membranstrukturen wie

etwa Vesikel, z.B. Liposomen oder Micellen sowie andere Lipidaggregate.

Die Desintegration biologischer Templatpartikel kann durch Zugabe von
Lysereagenzien erfolgen. Dabei sind Lysereagenzien geeignet, die biolo-
gische Materialien wie Proteine oder/und Lipide auflésen kénnen. Vorzugs-
weise enthalten die Lysereagenzien ein Deproteinisierungsmittel, beispiels-
weise Peroxoverbindungen wie etwa H,0, oder/und Hypochloritver-
bindungen wie etwa Natrium- oder Kaliumhypochilorit. Uberraschenderweise
erfolgt die Desintegration der Templatpartikel innerhalb einer kurzen
Inkubationsdauer, z.B. 1 min bis 1 h bei Raumtemperatur. Die Desintegra-
tion der Templatpartikel ist weitgehend vollsténdig, da selbst bei elek-
tronenmikroskopischer Betrachtung der verbleibenden Huilen keine Reste der
Partikel mehr nachweisbar sind. Bei Einbau biologischer Polyelektrolyte in
die Hualle kdnnen leere Schichten auch innerhalb der Polyelektrolythiille

erzeugt werden.

Die bei der Desintegration der Templatpartikel gebildeten Fragmente, z.B.
im Fall von teilvernetzten Melaminformaledhypartikeln, die bei Auflésung

entstandenen Oligomere, kdnnen durch Poren, insbesondere Nanoporen, der
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Hullwand aus dem inneren der Kapseln nach aulRen austreten. AnschlieRend
kénnen sie - sofern gewiinscht - von den Kapseln abgetrennt werden. Diese
Abtrennung kann durch dem Fachmann bekannte Verfahren durchgefiihrt
werden, z.B. durch Dialyse, Filtration oder/und Zentrifugation abgetrennt.
Eine Abtrennung von Templatpartikelfragmenten ist oftmals jedoch nicht

notwendig. Die Kapseln kénnen auch ohne Abtrennungsschritt verwendet

werden.

Mit dem erfindungsgemé&Ren Verfahren ist es auch maéglich, Kapseln mit
eingeschlossenen Wirkstoffen oder Kapsein zum Einschluf? von Wirkstoffen
herzustellen. Die Beladung des Innenraums mit kleinen Molekillen kann
dadurch erfolgen, dal3 die Permeabilitat der Hille als Funktion der externen
physikalischen und chemischen Parameter variiert wird. Zur Beladung wird
ein Zustand hoher Permeabilitét eingestellt. Das eingeschlossene Material
wird anschlielRend durch Verédnderung der &uReren Parameter oder/und
Verschlu® der Poren, beispielsweise durch Kondensation der Hille oder

chemische Modifikation der Poren oder Kanale zuriickgehalten.

Die Wirkstoffe kénnen sowohl anorganische als auch organische Stoffe
sein. Beispiele fir solche Wirkstoffe sind Katalysatoren, insbesondere
Enzyme, Nanopartikel, pharmazeutische Wirkstoffe, Polymere, Farbstoffe
wie etwa fluoreszierende Verbindungen, Sensormolekiile, d.h. Molekdile, die
auf die Anderung von Umgebungsbedingungen (Temperatur, pH-Wert)
nachweisbar reagieren, Pflanzenschutzmittel und Aromastoffe. Da die
Kapseln in ihrem Kern wéRrige Losungen enthalten kénnen, ist es méglich,
dal auch empfindliche Molekille unter schonenden Bedingungen einge-

schlossen werden.

Bei EinschluRR von Katalysatoren, z.B. keramischen oder/und metaliischen
Partikeln oder Enzymen, in die Kapsein kénnen die Katalysatoren entweder
an der Innenseite der Kapselwand adsorbiert sein oder als freie Molekiile im

Kapselinnenraum vorliegen, so daB eine nahezu verlustfreie Verwendung der
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Katalysatoren erméglicht wird. Die Katalysator enthaltenden Kapseln kénnen
einfacher als der freie Katalysator zurlickgehalten oder riickgewonnen
werden. Eine Kontamination der Katalysatoren wird durch die Schutz- und
Trennfunktion der Kapselhille gegenliber dem Umgebungsmedium
weitgehend ausgeschlossen. Insbesondere wird durch die Permeabilitats-
eigenschaften der Kapselwédnde verhindert, daR die im Kapselinneren
eingeschlossenen Katalysatoren durch makromolekulare Stoffe in ihrer
Wirksamkeit gehemmt oder inhibiert werden, wahrend der Zutritt von

Substrat und Austritt von Produkten méglich ist.

Die Kapseln kénnen auch eingeschlossene pharmazeutische Wirkstoffe
enthalten. In diesem Fall wirkt die Kapsel insbesondere als Transportvehikel,
um die pharmazeutischen Wirkstoffe zu stabilisieren, vor einem Abbau zu
schitzen oder/und an den gewilnschten Wirkungsort im Organimus zu
transportieren. Durch Auswahl der Oberfldcheneigenschaften der dufzeren

Hulle kann ein spezifischer Transport erzielt werden.

Die Polyelektrolythtille der Kapsein ist vorzugsweise fiir niedermolekulare
Substanzen durchlassig, verhindert aber den Durchtritt von Makromolekdilen.
Damit stellt die HGllwand eine Barriere gegeniiber Mikroorganismen und von
ihnen sekretierten externen Verdauungsenzymen dar. Deshalb kdnnen in die
erfindungsgeméaRen Kapseln biologisch abbaubare Substanzen -einge-
schlossen sein, ohne daR Konservierungsstoffe zur Haltbarmachung

notwendig waren.

Die Kapseln kdnnen auch als Reaktionsrdume fiir chemische Reaktionen
oder als Prazipitations- oder Kristallisationstemplate verwendet werden,
wobei man leere Kapseln oder einen Wirkstoff oder Katalysator enthaltende
Kapseln einsetzen kann. Aufgrund der Tatsache, daR die Permeabilitat der
Kapselwénde steuerbar ist, so daR sie beispielsweise niedermolekulare
Substanzen passieren lassen, Makromolekiile jedoch weitgehend zuriickhal-

ten, lassen sich bei einer chemischen Reaktion entstehende hochmolekulare
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Produkte, z.B. bei einer Polymerisation entstehende Polymere auf einfache

Weise wahrend der Synthese im Innenraum zuriickhalten. Das gleichzeitig

im Aufenmedium synthetisierte Reaktionsprodukt kann z.B. durch

Zentrifugation oder/und Filtration nachtraglich oder auch bereits wahrend

der Reaktion entfernt werden.

Wahrend der Reaktion kann die Zufuhr des Reaktionssubstrats Uber die
Diffusion durch die Kapselwénde gesteuert werden. Dabei ergeben sich
neue Wege, in Reaktionsablaufe einzugreifen. Da z.B. durch Filtration ein
kontinuierlicher oder z.B. durch Zentrifugation auch ein plotzlicher Aus-
tausch des AulRenmediums mdglich ist, kann die Polymerisationsreaktion
durch Substratentfernung beliebig angehalten werden bzw. das Monomer
kann ausgetauscht werden. Es ist somit moglich, auf neue Art und Weise
die Herstellung von definierten Co- oder Multipolymeren durchzufithren. Da
durch die Permeation der Reaktionsablauf Gber die Monomerenzufuhr
kontrollierbar ist, kobnnen in den Kapsein Produkte mit neuen und anderen
Molekulargewichtsverteilungen, z.B. hoch monodisperse Produkte erzeugt
werden. Im Kapselinneren synthetisierte Polymere lassen sich z.B. durch
NMR, durch IR, spektroskopisch durch Titration mit Fluoreszenzfarbstoffen
und durch konfokale Mikroskopie nachweisen. Mit Einzelteilchenlicht-
streuung laRt sich der Massenzuwachs und somit die Reaktionskinetik

verfolgen.

Bei Verwendung anisotroper Kapseln zur Verpackung von Wirkstoffen oder
als Reaktionsrdume, z.B. fir Synthesen oder Préazipitationsprozesse, und
gegebenenfalls anschliel’ender Auflésung der Templathiillen kdénnen
Partikelzusammensetzungen als Dispersionen mit vorbestimmten Formen
und Gestalten erzeugt werden. Die Erfindung betrifft somit auch anisotrope
Partikelzusammensetzungen, die durch Verkapselung von Wirkstoffen in
einer Polyelektrolythille, z.B. durch Synthese oder Prazipitation und
anschlieBende Entfernung des Templats, z.B. durch thermische oder

chemische Behandlung, erhdltlich sind. Vorzugsweise besitzen diese
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anisotropen Partikel die Form der als Templat verwendeten Strukturen.
Anisotrope Partikel kénnen bei Anlagen von Felder bewegt, z.B. gedreht
oder ausgerichtet werden. Auf diese Weise kénnen Dispersionen mit

schaltenden Eigenschaften erzeugt werden.

Weiterhin kénnen die Kapseln zum Einbringen von organischen Flssigkeiten
wie etwa Alkoholen oder Kohlenwasserstoffen, z.B. Hexanol, Octanol,
Octan oder Decan, oder zum Verkapseln von Gasen verwendet werden.
Solche mit einer organischen, nicht mit Wasser mischbaren Flissigkeit
gefillten Kapsein kénnen auch fur chemische Reaktionen, z.B. Poly-
merisationsreaktionen eingesetzt werden. So kann das Monomer (iber
dessen Verteilungsgleichgewicht gezielt im Innenraum der Kapseln ange-
reichert werden. Gegebenenfalls kann die Monomerenlésung bereits vor

Beginn der Synthese im Innenraum eingekapselt werden.

Es kénnen jedoch auch Wirkstoffe verkapselt werden, die aufgrund ihrer
GréRRe nicht die Polyelektrolythiille durchdringen kénnen. Hierzu wird der
einzuschiieBende Wirkstoff an das Templatpartikel gekoppelt bzw.
immobilisiert oder vom Templatpartikel eingekapselt oder aufgenommen,
z.B. durch Phagozytose oder Endozytose bei lebenden Zelien oder durch
Verkapselung von Nanopartikeln in idsliche Templatmaterialien. Nach
Desintegration der Templatpartikel wird der Wirkstoff ins Innere der
Polyelektrolythiille freigesetzt. Dabei werden zweckméRigerweise die
Bedingungen bei der Desintegration des Templatpartikels so gewahlt, daR

keine unerwiinschte Zersetzung des Wirkstoffs eintritt.

Eine Kopplung des Wirkstoffs an das Templat kann direkt erfolgen, aber
auch durch einen Bindevermittler bewirkt werden. Als Bindevermittler
werden bevorzugt Molekile verwendet, die bei bestimmten Bedingungen
degradierbar oder abbaubar sind. Besonders bevorzugt wird als Bindever-
mittler Polymilchsdure verwendet. Hierzu wird der Wirkstoff mittels des

Bindevermittlers, insbesondere Polymilchsdure, an das Templatpartikel,
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beispielsweise ein teilvernetztes Melaminformaldehydpartikel immobilisiert.
Auf diese Weise wird der einzuschlieRende Wirkstoff selbst Bestandteil des
Schichtaufbaus bei der Beschichtung des Kerns. Nach der Auflésung der
Templatpartikel und ggf. Degradation der Bindemolekiile wird der Wirkstoff
ins Innere der Hulle freigesetzt. Mit diesem Verfahren kénnen beliebige
Wirkstoffe in die Hllle eingeschlossen werden, insbesondere Nanopartikel
und nichtbiologische makromolekulare Komponenten und bevorzugt

biologische Makromolekile, wie etwa Proteine, insbesondere Enzyme.

Weiterhin kénnen z.B. mit 4-Pyrensulfat (4-PS) kationische Polymere oder
Partikel in der Hdlle fixiert v srden. Durch Herauslésen von 4-PS in

Salzlésungen werden diese Partikel dann in das Innere der Hiille freigesetzt.

Die Inkorporation von Wirkstoffen in den von den Hillen umschlossenen
Innenraum kann aber auch durch vorherige Einbringung der Wirkstoffe in die
Templatpartikel bei Verwendung von reversiblen Mikrogelen als Templat-
partikel durchgefiihrt werden. So erméglicht beispielsweise die Verwendung
von teilvernetzten Methyloimelaminkernen vor der Beschichtung, in
gequollene Kerne Substanzen zu inkorporieren, die nach einer reversiblen

Schrumpfung im Kern eingeschlossen sind.

Die Kapseln kénnen auch auf einer Oberflache immobilisiert werden. Die
Einstellung der Ladung der auRReren Schicht und die freie Funktionalisier-
barkeit der AuRenhiille erlaubt eine vom Zustand der eingeschiossenen
Molekiile unabhéngige Immobilisierung der Kapseln. Dies eréffnet zahireiche
Anwendungsmdglichkeiten, vor allem im Bereich der Sensorik und
Oberflachenanalytik. Dabei kénnen die mit Polyelektrolyt beschichteten
Templatpartikel an eine Oberflache adheriert und die Templatpartikel dann
aus den bereits immobilisierten beschichteten Kernen herausgelést werden,
um immobilisierte Kapseln zu bilden. Ebenso kann jedoch die Auflésung der

Kerne vor einer Deponierung an der Oberfliche erfolgen.



10

15

20

25

30

WO 99/47252 PCT/EP99/01855
-19 -
Die Kapseln kénnen auf zahlreichen Anwendungsgebieten, beispielsweise
Sensorik, Oberflachenanalytik, als Emulsionstrager, Mikroreaktionsrdume
wie etwa fiur katalytische Prozesse, Polymerisation-, Prazipitations- oder
Kristallisationsprozesse, in der Pharmazie und Medizin, z.B. zum Targeting
von Wirkstoffen oder als Ultraschallkontrastmittel, in der Lebensmittel-
technologie, Kosmetik, Biotechnologie, Sensorik, Informationstechnologie,
Druckindustrie (Einkapselung von Farbstoffen), photographische Industrie
und fur Tiermedizin oder Landwirtschaft (Wirkstoffe fir Tiergesundheit,
Wirkstoffe fir Landwirtschaft oder Gartenbau) eingesetzt werden. Weiterhin
kénnen die Kapseln zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen, d.h.
Werkstoffen, die aus mindestens zwei verschiedenen Materialien bestehen

und eine mikro- bzw. nanoskopische Ordnung aufweisen, eingesetzt

werden.

Bei der Verwendung der Kapseln als Reaktionsrdume kénnen nieder-
molekulare Substanzen, wie z.B. Edukte und Produkte, durch die Hillwande
permeiren, wahrend beispielsweise die Katalysatoren eingeschlossen sind.
Bei der Verwendung von mit Katalysatoren beladenen Mikro- bzw.
Nanokapseln, wobei die Kapseln beispielsweise in einer Saule gepackt sind,
steht fUr die Reaktion betrachtlich mehr Katalysator zur Verfiigung, als bei
herkémmlichen oberflachengebundenen Katalysatoren, da dort die GréRe der
Oberflache limitierend ist. Besonders vorteilhaft ist, daR der Katalysator im
Kapselinneren von der Produktion nicht durch aufwendige Verfahren wieder
abgetrennt werden mul. Weiterhin ist die Lebensdauer der Katalysatoren
verbessert, da makromolekulare Stoffe, insbesondere Bakterien und Pilze,
nicht durch die Hillwande gelangen kénnen. Dadurch werden die an viele
Verfahren gestellten hohen Anforderungen an die Sterilitét verringert, was
viele, technisch einfache Anwendungen von biologischen Katalysatoren

eroffnet.

Auch Sensormolekiile kdnnen in die Kapseln eingeschlossen werden. Dabei

kann es sich um Enzyme handeln, die in Anwesenheit eines Substrats unter
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geeigneten Bedingungen optisch oder auf andere Weise nachweisbare
Produkte, beispielsweise farbige oder fluoreszierende Produkte bilden. Es
kénnen aber auch elektrisch aktive Sensormoleklile, insbesondere oxidier-
bare oder reduzierbare Stoffe, eingeschlossen werden, wobei die Kapseln
auf Elektroden immobilisiert werden kénnen. Hier ist neben der schiitzenden
Funktion der Kapseln insbesondere von Vorteil, daR das Sensormolekdl,

nicht direkt mit der Elektrode in Beriihrung kommt.

Die Kapseln kénnen auch zur Herstellung von Kristallen oder amorphen
Prazipitaten aus organischen oder anorganischen Materialien oder zum
Einschluf? von organischen oder anorganischen Kristallen oder amorphen
Prazipitaten verwendet werden. Bevorzugtdienen die Kapseln als Kristallisa-
tions- oder Prazipitationsraum bzw. Template zur Herstellung von ins-
besondere monodispersen Kristallen oder Prazipitaten. Mit den erfindungs-
gemaélen Kapseln ist ein hoher Grad an Monodispersitat zu erhalten, da die
maximale Grofe der eingeschlossenen Partikel durch die GroRRe der Kapsein
begrenzt ist. Als Kristallisationskeime kénnen chemische Gruppen an der
inneren Hillwand verwendet werden. Dazu werden beim schichtweisen
Aufbau der Hulle der Kapseln in der innersten Schicht Molekule verwendet,
die Seitenketten aufweisen, die das Kristallwachstum begiinstigen. So
kénnen beispielsweise Polyphosphate an der Innenseite der Hiille aufge-
bracht werden, um im Inneren CaCO, zu bilden. Als &uRerste Schicht der
Polyelektrolythiille der Kapseln werden glnstigerweise Polyelektrolyte

verwendet, die ein Kristallwachstum unterdriicken, beispielsweise Amine.

Die Kapseln kdnnen auch zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen
verwendet werden. Mikro- und Nanokomposite sind Werkstoffe, die aus
mindestens zwei verschiedenen Materialien bestehen und eine mikro- bzw.
nanoskopische Ordnung aufweisen. Solche Komposite imitieren oftmals in
der Natur vorliegende Produkte, wie z.B. Muscheischalen, die aus Nanokom-
positen von gewdhnlichen Kalk- und EiweiRmolekiilen bestehen. Solche

Komposite haben bei geringem Gewicht eine Uberraschend hohe Festigkeit.
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Durch die Assemblierung kénnen makroskopische Strukturen geordnet

aufgebaut werden.

Anisotrope Hiillen, die unter Verwendung anisotroper Templatpartikel, z.B.
biologischer Templatpartikel hergestellt wurden, erlauben in Verbindung mit
z.B. Kristallisation oder/und Préazipitation die Herstellung von Kompositen mit
anisotropen Eigenschaften. So kdnnen beispielsweise magnetische Ellipsoide
hergestellt werden, z.B. durch Fiillung mit magnetischen Partikeln oder/und
durch Adsorption von magnetischen Nanopartikeln auf der Polyelek-
trolythille. Im Magnetfeld zeigen diese anisotropen Partikel eine Orientie-
rung, wodurch die optischen Eigenschaften einer Partikelsuspension rasant
geéandert werden kénnen (magneto-optischer Schalter). Auf analoge Weise
kann man mit ferroelektrischen Partikeln verfahren. Mit Hilfe dieser Teilchen
kann man beispielsweise mit einem rotierenden Feld kleine Schaufelréder
zum Pumpen erzeugen (Mikromechanik). Daneben kénnen anisotrope
Partikel di:rch Dissipation erwarmt werden. Dies kann zur Erzeugung extrem
lokalisierter Warmequellen genutzt werden, die man mit elektrischen bzw.
mit magnetischen Felderh bewegen kann. Dies erlaubt die Erzeugung lokaler
Hyperthermieffekte. Weiterhin kdénnen durch geordnete Ausrichtung
anisotroper Partikel Kompositmaterialien mit hierarchischer Struktur und
interessanten makroskopischen physikalischen anisotropen Eigenschaften

erzeugt werden.

Wie bereits ausgefiihrt, kann die Permeabilitat der Polyelektrolythiillie durch
Modifikationen, z.B. Aufbringen von Lipidschichten, gesteuert werden. Dies
kann fir pharmazeutischen Anwendungen genutzt werden, indem nach der
Verkapselung polarer niedermolekularer Substanzen Lipide auf die Hiille
aufgetragen werden, um auf diese Weise die Permeabilitat der Hille fir die
verkapselten Substanzen zu vermindern. Der verkapselte Stoff kann nur
noch langsam durch die Lipidschicht mit einer Gber lange Zeit konstanten
Rate austreten, was fir pharmakologische Applikationen oftmals wiin-

schenswert ist.
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Durch die Verkapselung und anschlieRende Auflésung von Templaten
kénnen formgetreue dreidimensionale Abdricke von Templatpartikeln
hergestellt werden. Bei Blockvernetzung der Polyelektrolythillen erhilt man
mesopordse Materialien mit monodisperser formgetreuer Porenverteilung.
Diese Materialien besitzen eine hohe innere Oberflache verbunden mit hoher
Festigkeit und machen sie zu hervorragenden Filtersubstanzen fir indu-
strielle Zwecke. Durch Auswahl der Template (Form und GroRe) kdnnen

mesopordse Materialien mit vorgegebenen Poren hergestellt werden.

Naturlich kann durch Variation der fiir die Herstellung der Polyelektrolythiille
verwendeten Materialien auch die Oberflachenchemie in weiten Bereichen

variiert werden.

SchiieBlich kénnen die Polyelektrolythiilien auch zur Erzeugung von pH-
Gradienten zwischen dem inneren der Hille und dem die Hiille umgebenden
Volumen verwendet werden. Dieser pH-Gradient kann wiederum zu

effizienten Beladungen der Hillen mit Wirkstoffen ausgenutzt werden.

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung ist das Aufbringen mehrerer
aufeinanderfolgender Schichten auf einen Trager durch ein Filtrationsver-
fahren. Durch diese Methode kénnen mit Polyelektrolytmolekiile beschich-
tete Kapseln effizient, auf einfache Weise und in groBem MaRstab
hergestellt werden. Uberraschenderweise konnen selbst empfindliche
Templatpartikel wie biologische Zellen durch ein Filtrationsverfahren

beschichtet werden.

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zum Aufbringen mehrerer

Schichten von Beschichtungssubstanzen auf Templatpartikel umfassend die

Schritte:

(a) Inkontraktbringen des Templatpartikels mit einer ersten Beschich-
tungssubstanz in einem fluiden, vorzugsweise wassrigen Reaktions-

medium in einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite
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(d)

(e)

-23-
durch eine Filtrationsmembran begrenzt ist, unter Bedingungen, bei
denen eine Schicht der ersten Beschichtungssubstanz auf dem
Templatpartikel gebildet wird,

Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit
gegebenenfalls darin enthaltener Gberschiissiger erster Beschich-
tungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen Filtratraum,
wobei vorzugsweise die Uberschissige erste Beschichtungssubstanz
im wesentlichen volistandig abgeleitet wird,

Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer zweiten Beschich-
tungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in einem Reak-
tionsraum der auf mindestens einer Seite durch eine Filtrations-
membran begrenztist, unter Bedingungen, bei denen eine Schicht der
zweiten Beschichtungssubstanz auf dem Templatpartikel gebildet
wird,

Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit
gegebenenfalls darin enthaltener (iberschiissiger zweiter Beschich-
tungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen Filtratraum,
wobei vorzugsweise die (berschiissige zweite Beschichtungssubstanz
vorzugsweise im wesentlichen vollstandig abgeleitet wird, und
gegebenenfalls mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und (b)
oder/und (c) und (d).

Als erste und zweite Beschichtungssubstanzen werden vorzugsweise

jeweils entgegengesetzt geladene Polyelektrolytspezies oder Gemische von

Polyelektrolyspezies verwendet. Weiterhin kénnen als Beschichtungssub-

stanzen auch Nanopartikel, amphiphile Polyelektrolyte, Lipide oder/und

Tenside verwendet werden.

Die Templatpartikel werden vorzugsweise aus Partikeln mit einem Durch-

messer von bis zu 50 um, insbesondere bis zu 10 ym ausgewihlt.

Vorzugsweise werden auflosbare Partikel wie zuvor genannt, z.B. teilver-

netzte Melaminformaldehydpartikel, biologische Partikel oder Aggregate
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biologischer oder/und amphiphiler Materialien, insbesondere biologische

Aggregate wie Zellen, Zellaggregate, Viruspartikel etc. verwendet.

Um eine vollstandige Entfernung Gberflissiger Beschichtungssubstanz nach
einem Beschichtungsschritt zu ermdéglichen, wird wahrend oder/und nach
Schritt (b) oder/und (d) ein Waschmedium, z.B. Wasser oder eine wéssrige
Pufferlésung in den Reaktionsraum eingebracht. Insbesondere bei empfindli-
chen Templatpartikeln wie biologischen Aggregaten erfolgt die Zugabe des
Waschmediums derart, dald das im Reaktionsraum befindliche Volumen des
Mediums gemaf einem vorgegebenen Programm gesteuert wird, z.B. in

Schritt (b) oder/und Schritt (d) im wesentlichen konstant bleibt.

Die Schritte (a) und (c) kénnen jeweils im gleichen Reaktionsraum, aber
auch in unterschiedlichen Reaktionsrdumen durchgefuhrt werden. Die
Filtrationsmembranen werden zweckmaéRigerweise so gewahlt, dal sie
einerseits in der Lage sind, partikelférmige Templatmaterialien zurtickzu-
halten, aber andererseits eine rasche Entfernung des verbrauchten
Reaktionsmediums ermoglichen. Beispiele flir geeignete Filtermaterialien sind
Polyamid, Cellulosenitrat und Celluloseacetat. Um bei empfindlichen
Templatpartikeln eine Aggregatbildung oder/und ein Verstopfen des Filters
zu vermeiden, wird das Verfahren unter Bedingungen durchgefiihrt, welche
die Adhéasion von Templatpartikeln unterdriicken. So kénnen gegebenenfalls
fur jeden Filtrationsschritt Membranen verwendet werden. die eine
gleichsinnige Ladung wie die im jeweiligen Schritt verwendete Polyelek-

trolytspezies haben.

Die Filtration kann durch Anlegen eines Uberdrucks im Reaktionsraum
oder/und eines Vakuums im Filtratraum beschleunigt werden. Bei empfindli-
chen Templatpartikeln, insbesondere biologischen Aggregaten, wird die
Filtration im wesentlichen ohne Druckdifferenz (Druckdifferenz < + 0,5
bar) zwischen Reaktionsraum und Filtratraum durchgefiihrt. Weiterhin ist ein

Rihren des Reaktionsraumes zumindest wahrend der Schritte (a) oder/und
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(c), insbesondere ein kontinuierliches Rihren wéhrend des gesamten

Prozesses in vielen Fallen vorteilhaft.

Das erfindungsgemaRBe Membranfiltrationsverfahren ist kontinuierlich
durchfihrbar, erlaubt die Produktion gréRerer Mengen an beschichteten
Partikein in kiirzester Zeit, ist visuell kontrollierbar und verhindert weitestge-
hend die Aggregatbildung von Teilchen. Das Verfahren kann im groRtechni-
schen MaRstab durchgefiihrt werden und kann aufgrund seiner Flexibilitat
an verschiedene Anforderungen der speziellen Partikel und Beschichtungs-
systeme adaptiert werden. Bei Verwendung |6slicher Templatpartikel kann
der Abbau der Kerne kontinuierlich im AnschluR an die Beschichtung

erfolgen.

Die Erfindung wird durch die beigefiigten Figuren und Beispiele weiter

erlautert.

Fig.1 stellt eine schematische Veranschaulichung einer bevorzugten

Ausfiihrungsform des erfindungsgemaRen Verfahrens dar.

Fig.2 zeigt die Schichtdicke als Funktion der Zahl der Schichten bei der
Absorption von Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH) und Poly(styrolsul-
fonat, Natriumsalz) (PSS) auf negativ geladene Polystyrol (PS)-
Latexpartikel.

Fig.3 zeigt ein SEM-Abbild (Rasterelektronenmikroskopie) einer Polyelek-
trolythille mit neun Schichten [(PSS/PAH),/PSS] nach Auflésung des
Kerns. Die duBere Schicht ist PSS.

Fig.4 zeigt ein TEM-Abbild (Transmissionselektronenmikroskopie) einer
Polyelektrolythiille mit neun Schichten [(PSS/PAH),/PSS].
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zeigt atomkraftmikroskopische Abbildungen von PSS/PAH-Polyelek-

trolythillen. Die Zahl der Polyelektrolythiillen betrdgt in Fig.5(A) 3
[PSS/PAH/PSS] und in Fig.5(B) 9 [(PSS/PAH),/PSS].

zeigt ein AFM-Abbild von PS-Latexteilchen mit 1,28 um Durchmesser
und einer Polyelektrolythllle mit sechs Schichten (PAH/PSS),. Die
auBere Schicht ist PSS.

zeigt normalisierte Lichtstreuungs-Intensitatsverteilungen von
PAH/PSS-beschichteten PS-Latexpartikeln. Partikel mit 11 und 21

Schichten werden mit den unbeschichteten Partikeln verglichen.

zeigt ein TEM-Abbild eines PS-Latexpartikels beschichtet mit vier
Schichten PAH/PSS und anschlieRend drei Schichtpaaren bestehend
jeweils aus einer Schicht Magnetit und einer Schicht PSS. Die Skala

entspricht 200 nm.

zeigtein AFM-Abbild einer Polyelektrolythiille erzeugt durch Beschich-
tung eines 3,7 um MF-Latexpartikels mit 10 Schichten PSS/PAH und

anschlieRende Auflésung des Templatpartikels.

zeigt ein AFM-Abbild von Polyelektrolythullen erhalten durch
Beschichtung von Glutardialdehyd-fixierten humanen Ery-
throzyten mit zehn Schichten PSS/PAH und anschlieBende
Auflésung des Templatpartikels. Die Skalenwerte der Achsen

sind in yum und die Werte der Hohenskala in nm angegeben.

zeigt ein AFM-Abbild von Polyelektrolythtllen erhalten durch
Beschichtung von 3,7 yum MF-Latexpartikeln mit zehn Schich-
ten Chitosan/Chitosansulfat und anschlieRende Auflésung des

Templatpartikels.
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zeigt ein CLSM-Abbildung von Chitosan/Chitosansulfatmikro-

kapseln bestehend aus elf Schichten, wobei als duferste

Schicht FITC-markiertes PAH verwendet wurde.

zeigt das Zetapotential von beschichteten und mit Chitosan/-

Chitosansulfat beschichteten 3,7 yum MF-Latexpartikeln.

zeigt die Fluoreszenzintensitat einer 6-CF als Fluoreszenzmar-
ker enthaltenden Suspension von Polyelektrolythiillen gegen-
Uber dem pH-Wert des umgebenden Mediums die durch HCI
oder H-PSS mit dem jeweils angegebenen Molekulargewicht

titriert wurde.

zeigt die Beziehung des pH-Werts im Inneren der Kapseln zum
pH-Wert des umgebenden Mediums, titriert mit H-PSS (MW
4200) in Abwesenheit von Salz (ausgefillte Kreise) und in
Gegenwart von 1 mM NaCl (leere Kreise). Die gestrichelte Linie
zeigt die durch Titration der Kapseldispersion mit HCl erhaitene

Kontrolle.
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Beispiele

Beispiel 1  Herstellung von teilvernetzten Melaminformaldehyd-Templat-

partikeln

Monodisperse Melaminformaldehydpolymerpartikel kénnen durch eine
Polykondensationsreaktion aus Melaminformaldehydprikondensaten im
Grélsenbereich bis zu 15 ym hergestellt werden (vgl. DD 224 602). Die
GréRe der Partikel kann durch die Monomerkondensation, den pH-Wert, die
Reaktionstemperatur und den Tensidzusatz beeinfluRt werden. Bei den im
Stand der Technik beschriebenen Verfahren werden hochvernetzte Partikel
erhalten, die in den meisten organischen Lésungsmitteln, wie etwa Xylol,
Toluol und Alkohol sowie in Sduren und Basen unléslich sind. Zur Herstel-
lungvonauflésbaren, teilvernetzten Melaminformaldehyd-Templat-Partikeln
wird das im Stand der Technik beschriebene Verfahren modifiziert, indem
der PolykondensationsprozeR auf einer bestimmten Initialstufe der Reaktion
unterbrochen wird. Dadurch werden in wéRrigen Medien lésliche Kerne
erhalten. Der Abbruch der Reaktion kann durch rasche Temperaturabsen-
kung, durch Veradnderung des pH-Werts in den alkalischen Bereich und
durchWahlgeeigneter Prékondensate, inshesondere Tetramethylolmelamin,

erreicht werden.

Die so erhaltenen Kerne kdénnen durch Saurezugabe und/oder durch
bestimmte chemische Reaktionen, insbesondere Sulfonierung in wéRrigen
Medien, aufgeldst werden. Als Sulfonierungsagentien kénnen insbesondere
Alkalisulfite, Alkalihydrogensulfite und andere wasserldsliche Salze der
schwefligen Séaure eingesetzt werden. Die Auflésbarkeit der Kerne kann
durch den Zeitpunkt der Unterbrechung des Polykondensationsprozesses
beeinfluRt werden. Die Unterbrechung wird 1 min bis 3 h nach Start der
Reaktionin Abhéngigkeit der Reaktionsbedingungen und in Abhéngigkeit der
gewunschten Auflosbarkeit der Kerne durchgefiihrt. Die Aufldsungs-

geschwindigkeit kann weiterhin durch die Wahl von pH-Wert, Temperatur
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und Sulfonierungsreagens gesteuert werden. Somit ist es moglich, Kerne

mit einer Auflésegeschwindigkeit von 0,1 s bis 10 h, wiederum in

Abhéngigkeit der Aufldsungsbedingungen, zu erhalten. Diese auflésbaren

Melaminformaldehydpartikel werden hierin als teilvernetzte Melaminformal-

dehydpartikel bezeichnet.

Beispiel 2  Herstellung von leeren Polyelektrolythiillen unter Verwendung

von Melaninformaldehydpartikeln als Templat

2.1

Auf wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellte monodisperse, kolloidale,
teilvernetzte Melaminformaldehydpartikel (MF) mit einem Durchmesser von
2,0 bzw. 3,3 ym werden schrittweise Polyelektrolyte aus verdiinnten
walrigen Ldsungen aufgebracht (vgl.Fig.1). Die Polyelektrolytschichten
werden durch alternierende Adsorption von entgegengesetzt geladenen
Polyionen, beginnend mit der Adsorption eines negativ geladenen Poly-
anions (z.B. Polystyrolsulfonat, Natriumsalz; PSS) auf die positiv geladenen
MF-Partikel aufgebracht. Typische Adsorptionsbedingungen waren 20 mM
Polyelektrolyt (Konzentrationsangabe bezogen auf Monomer) 0,5 MNaCl bei
Partikelkonzentrationen von 0,5 Gew.-%. Die Adsorptionsdauer betrug

20 min. Die MF-Partikel hatten eine Dichte von 1,5 g/cm?®.

Nach Beendigung dieses Adsorptionszyklus wurde Giberschiissiger Elektrolyt
durch wiederholte Zentrifugations/Waschzyklen entfernt. Dazu wurden die
beschichteten Kerne bei einer Zentrifugationsgeschwindigkeit von 2000
U/min (unter Verwendung eines Eppendorf-Rotors) abgesetzt. Dann wurden
drei Waschschritte mit entionisiertem Wasser vor der Zugabe des nachsten
Polyelektrolyten durchgefiihrt, um die vollstindige Entfernung von
nichtadsorbiertem Polyelektrolyten sicherzustellen. Durch Wiederholung
dieser Vorgehensweise kann die gewlinschte Zahl von Polyelektrolyt-

schichten aufgebracht werden.
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Anschliel3end wurde der pH-Wert auf < 1,6 erniedrigt, wodurch die MF-

Kerneinnerhalb weniger Sekunden aufgelst werden. Die Fragmente dringen

durch die Poren der Hiille nach auRen und kénnen entfernt werden, so daR

eine leere Polyelektrolythiille erhalten wird. Bei pH-Werten oberhalb 1,8 wird

keine nachweisbare Auflésung der Kerne beobachtet.

2.2

100 ul einer 3%-igen Dispersion von teilvernetzten Melaminformaldehyd-
Partikeln mit einer PartikelgréRe von 3 ym werden mit 400 ul einer Lésung
von 20 mono mM PSS in 0,5 M NaCl versetzt. Nach einer Einwirkzeit von
5 min unter leichtem Schutteln wird 1 ml reines Wasser zugesetzt. Nach
Zentrifugation bei 2000 U/min wird der Uberstand decantiert, das Sediment
mitreinem Wasser aufgefullt und die Zentrifugation wiederholt. Abermaliges
Decantieren und ein weiterer Zentrifugationszyklus ergeben gereinigte, mit
einer PSS-Schicht bedeckte MF-Partikel. In analoger Weise wird an-
schliel’end eine Poly(allylaminhydrochlorid)-Schicht (PAH) aufgebracht.
Diese Zyklen werden abwechselnd in Abhéngigkeit von der gew(inschten
Zahl der Schichten wiederholt. Nach dem Zentrifugationszyklus am Ende
des Aufbaus der letzten Schicht werden 1 ml einer 0,1 N Salzsiure
zugegeben. Nach etwa 5 min Schiitteln erhalt man eine kiare Lésung, da die
durch die Partikel verursachte Tribung der Lésung verschwunden ist.
AnschlieRBend zentrifugiert man fir etwa 10 min bei 10 000 U/min. Bei
dieser Zentrifugation scheidet sich ein feiner, leicht milchig wirkender
Bodensatz ab, der die gebildeten Polyelektrolythiillen enthélt. Bereits ein
leichtes Schitteln nach Zusatz von Wasser ist ausreichend um die Hillen
zu resuspendieren. Nach zwei weiteren Zentrifugationsschritten erhalt man
eine gereinigte, 3%-ige Dispersion von sphéarischen, monodispersen
Polyelektrolythiillen in Wasser. Eine Probe dieser Hillen kann durch
Rasterelektronenmikroskopie, Transmissionselektronenmikroskopie und/oder

Atomkraftmikroskopie untersucht werden.
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2.3

1,59 mg Na-Polystyrolsulfonat (PSS) werden einer Dispersion von teilver-
netzten Melaminformaldehydpartikeln in 0,5 M NaCl zugesetzt. Die MF-
Dispersion enthélt insgesamt 2,2 x 102 Partikel. Nach zwanzigminutigem
leichtem Schitteln werden 0,81 mg Polyallylaminhydrochlorid zugesetzt.
Nach wiederum 20 min werden unter leichtem Schiitteln 1,59 mg PSS
zugegeben. Diese Vorgehensweise wird 5x mit jeweils einer PAH- und einer
PSS-Zugabe wiederholt. Man erhélt dadurch Melaminformaldehydpartikel,
die mit 13 alternierenden Schichten bedeckt sind. Durch Zugabe von 10 ml
1 N-Salzsdure wird der pH-Wert erniedrigt, so daR sich die MF-Kerne
auflésen. Durch die Zentrifugation bei 15 000 g fiir 15 min werden die

Polyelektrolythiillen vom Uberstand abgetrennt.
Beispiel 3  Charakterisierung der Polyelektrolythiillen
3.1 Abhéngigkeit der Schichtdicke von der Anzah! der Schichten

Auf negativ geladene Polystyrol (PS)-Latexpartikel wurden abwechselnd
Schichten aus Poly(allylaminhydrochlorid) (PAH) und Poly(styrolsulfonat,
Natriumsalz) (PSS) adorbiert. Die Schichtdicke wurde durch Einzelteilchen-
Lichtstreuung gemessen. Der Intensitatsanstieg des gestreuten Lichts ist ein
MaR fir die adsorbierte Menge und wurde in die Schichtdicke unter
Verwendung des Refraktionsindex der Polyeletrolytschichten konvertiert.
Das Insert in Fig.2 gibt das aus elektrophoretischen Mobilitdtsmessungen
(Malvern Zetasizer 4) abgeleitete Zetapotential fiir die Adsorption von PAH
und PSS auf Polystyrolpartikel (ausgefullte Kreise) und fiir die Adsorption
von PSS und PAH auf positiv geladene MF-Partike! (offene Kreise) an.

Das Zetapotential ist ein MaR fur die effektive Ladungsdichte auf der
Partikeloberflache. Wie aus Fig.2 ersichtlich ist, tritt eine Umkehrung des

Oberflachenpotentials mit der Adsorption jeder Polyelektrolytschicht auf die
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Polystyrol- bzw. MF-Partikel auf. Eine Umkehrung des Oberflachenpotentials

beglinstigt die anschliellende Adsorption des entgegengesetzt geladenen

Polyions.

Flugzeitmassenspektrometrische Untersuchungen haben gezeigt, daR bei der
Auflésung der teilvernetzten MF-Templatpartikel bei einem pH-Wert < 1,6
MF-Oligomere gebildet werden, die hauptséchlich aus 5-10 Einheiten
Tetramethyloimelamin bestehen. Diese MF-Oligomere haben eine charak-
teristische Querschnittsausdehnung von etwa 1 nm, wie durch molekulare
Dynamiksimulationen bestimmt (unter Verwendung des Programms
DISCOVERY). Diese Oligomere werden aus dem Kern ausgestoRen und
permeiren durch Polyelektrolytschichten, die die Hiille bilden, und kdnnen
schlieBlich von den leeren Schalen durch Zentrifugation abgetrennt werden.
Dies bestétigt, daf3 die Hillen far Molekile mit einer GroRe im Bereich von
wenigen nm, insbesondere < 10 nm, bevorzugt < 5 nm, leicht permeabel

sind.

3.2 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Polyelek-

trolythiillen

Die Polyelektrolythilien wurden mittels Rasterelektronenmikroskopie (SEM)
untersucht. Zunachst wurde ein MF-Kern mit einem Durchmesser von 3,3
4m mit 9 Polyelektrolytschalen [(PSS/PAH),/PSS] beschichtet. Die d&uRerste
Schicht ist PSS. Nach Auflésung des MF-Kerns wurden die erhaltenen
Kapseln mit SEM untersucht. Wie aus Fig.3 ersichtlich, liegen die Durch-
messer im Bereich von 4,0 + 0,5 um. Die Schalen werden durch eine
starke elektrostatische Anziehung an die positiv geladene, Poly(ethylenimin)-
beschichtete Glasoberflaiche immobilisiert. Weiterhin tritt wahrend der
Untersuchung ein gewisses AusmaR an Austrocknen der Kapseln ein. Dies
fahrt dazu, daB die Hulle faltig wird. Wie jedoch aus Fig.3 ersichtlich ist,

sind keine Lécher oder RiBspuren in den Hillen zu finden.



10

15

20

25

30

WO 99/47252 PCT/EP99/01855
-33-
Die SEM-Messungen wurden unter Verwendung eines ZeiR-DSM40-
Instruments durchgeflihrt, welches bei einer Beschleunigungsspannung von
15 KeV betrieben wurde. Die Proben wurden durch Aufbringen eines
Tropfens einer die Hillen enthaltenden Lésung auf Poly(ethylenimin)-
beschichtetes Glas hergestellt. Nachdem sich die Hullen auf den Glastriagern
abgesetzt hatten, wurden sie grindlich mit Wasser gesplilt und vorsichtig

unter einem Stickstoffstrom getrocknet.

3.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Auf MF-Templatpartikel mit einem Durchmesser von 2 ym wurden neun
Schichten Polyelektrolyt [(PSS/PAH),/PSS] aufgebracht. AnschlieRend
wurden die Templatpartikel aufgeldst. Die Proben wurden mit Glutardialde-
hyd, OsO, und K,Cr,0, fixiert, in Ethanol/Aceton dehydriert, in ein Epon
812/Araldit M-Harz eingebettet und in einem Ofen fur zwei Tage polymeri-
siert. Dinnschnitte (80 bis 100 nm) wurden unter Verwendung eines
Reichert-Ultratom angefertigt und mit Uranylacetat und Bleicitrat eingefarbt.
Die Messungen wurden auf einem JEOL 100 B Elektronenmikroskop

durchgefihrt.

Wie aus Fig.4 ersichtlich, kann die angefarbte Polyelektrolytschicht, die das
weniger angefarbte Zellinnnere umgibt, deutlich identifiziert werden. Die
homogene Form der Hillen zeigt, daB die hergestellten Kapseln sowohl den
Durchmesser als auch die sphéarische Form der Templatpartikel beibehalten,
unter der Voraussetzung, da3 die innere waRrige Lésung nicht entfernt wird.
Weiterhin ist zu erkennen, dal3 die Dicke der aus neun Schichten bestehen-
den Polyelektrolythille in der GréRBenordnung von 20 nm ist. Dieser Wert
stimmt mit den in Fig.2 gezeigten Daten fir Polyelektrolyt-beschichtete
Polystyrolpartikel Giberein. Daraus kann man schlieRen, daR die Art der
Templatpartikel die Dicke der Polyelektrolytschichten nicht wesentlich
beeinfluBt. Aus dem TEM-Abbild ist auch ersichtlich, daR die Polyelek-

trolythillen weder Risse noch Lécher aufweisen.
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3.4 Atomkraftmikroskopische (AFM) Untersuchungen

PSS/PAH-Polyelektrolythillen wurden unter Verwendung von MF-Templat-
partikeln mit einem Durchmesser von 3,3 um wie oben beschrieben
hergestellt. Die Zahl der Polyelektrolytschichten betrug 3 [PSS/PAH/PSS]
(Fig.5(A)) bzw. 9 [(PSS/PAH),/PSS] (Fig.5(B)). Diese Kapsein wurden mit
AFM im Tapping Mode (TM) untersucht. Fig.5 zeigt, daR die dreidimensio-
nalen Polyelektrolythiillen durchgehende Folien sind, die Falten aufweisen,
die von der Verdampfung des waf¥rigen Inneren resultieren. Wie zu sehen
ist, steigt die Hoéhe der Kapseln mit ansteigender Schichtzahl an. Die
maximale Hoéhe der getrockneten Hullen in Abbildung A liegt in der
GréBenordnung von 50 nm und in Fig.5(B) in der GréRenordnung von 100

nm.
Beispiel 4 Herstellung von trégerfixierten Polyelektrolythiilien

Ein sorgféltig gereinigter Glastréager wird 5 min in eine wéRrige Lésung von
0,5 mg/ml Polyethylenimin eingetaucht. Danach blast man den Glastrager
in einem Stickstoffstrom trocken. 100 ul einer 3%-igen Dispersion aus
teilvernetzten Melaminformaldehydpartikeln mit einer PartikelgréRe von
1 um Durchmesser werden mit 400 ul einer 20 mono-mM Na-Poly(styrolsul-
fonat)-l6sung NaCl versetzt. Nach 5 min unter leichtem Schuittein wird 1 ml
reines Wasser zugesetzt. Nach Zentrifugation bei 2000 U/min wird der
Uberstand decantiert, das Sediment mit reinem Wasser aufgefillt und die
Zentrifugation wiederholt. Nach abermaligem Decantieren und einem
weiteren Zentrifugationszyklus erhalt man mit einer PSS-Schicht bedeckte
MF-Partikel. AnschlieRend gibt man 400 ul einer 20 mono-mM-Polydiallyldi-
methylammoniumchloridlésung in 0,5 M NaCl zu den Partikeln und inkubiert
fir 20 min Diesen Vorgang wiederholt man ein zweites Mal. AnschlieRend
werden die Partikel wiederum wie oben beschrieben mit PSS beschichtet
und dreimal zentrifugiert. Das Sediment wird in 0,5 ml reinem Wasser

redispergiert und auf den Glastrager aufgebracht. Nach 5 min taucht man
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den Glastrager fur 5 min in eine 0,1 N Salzsédurelésung. Danach taucht man

das Glasplattchen ohne Zwischentrocknung fiur jeweils 5 min dreimal in

reines Wasser. Danach wird das Glasplattchen in einem leichten Stickstoff-

strom getrocknet. Als Resultat erhalt man dichtgepackte, auf einem

Polyethylenimin-beschichteten Glastrager fixierte Polyelektrolythtillen, die

aus 5 Schichten bestehen.

Beispiel 5 EinschiuR von Wirkstoffen in Polyelektrolythiillen

100 ul einer 2%-igen Dispersion aus teilvernetzten Melaminformaldehyd-
partikeln mit einer PartikelgréRe von 0,9 yum Durchmesser werder mit 400 ul
einer 0,6 M NaCl-Lésung, pH 6, versetzt, die 0,5 mg/ml Polymilchsaure
enthélt. Nach 5 min unter leichtem Schitteln wird 1 ml Wasser zugesetzt.
Nach Zentrifugation bei 2000 U/min (5 cm Rotorradius) wird der Uberstand
decantiert, Wasser nachgefiillt und die Zentrifugation wiederholt. Nach
abermaligem Decantieren und einem weiteren Zentrifugationszyklus werden
mit einer Polymilchsdureschicht bedeckte Melaminpartikel erhalten. Diese
werden mit 0,4 ml einer 1 mg/ml Lysozymlésung bei pH 6,0 versetzt und
far 20 min bei leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieRend wird dreimal in
Wasser gewaschen. Bei pH 6 wird eine weitere Polymilchséureschicht wie
oben beschrieben aufgebracht. AnschlieRend wird eine Poly(allylaminhydro-
chlorid)schicht (PAH) aufgebracht, danach weitere Schichten in der Folge
PSS/PAH/PSS.

AnschlieBend Gberfihrt man die Partikel in eine 0,1 N Salzs&urelésung.
Nach wenigen Sekunden bilden sich unter Aufldsung der Kerne und der
zwei Polymilchsaureschichten mitLysozym gefuilite Polyelektrolythtilien aus.
Diese werden zweimal bei 15 000 g in reinem Wasser zentrifugiert. Der
Uberstand wird jeweils verworfen. Man erhilt als Sediment konzentrierte,
mit Lysozym, einem Protein, gefiilite Kapseln, die eine Polyelektrolythiille
aus 4 Schichten aufweisen. Andere biologische Makromolektile kdnnen auf

ahnliche Weise verkapselt werden.
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Beispiel 6  Herstellung von leeren Polyelektrolythiillen unter Verwendung

biologischer Partikel als Templat

Rinder- oder Humanerythrozyten werden mit Glutadialdehyd in einer
Konzentration von 2% fixiert. Nach 60 min Einwirkzeit bei 20°C wird die
Lésung abzentrifugiert und die Erythrozyten werden viermal in bidestilliertem
Wasser gewaschen. AnschlieRend werden die fixierten Erythrozyten mit

ungepufferter 154 mM NaCl-Lésung aufgefulit.

Zur Beschichtung werden 4 ml Lésung mit einer Konzentration von 0,5 g/dl
PAH und 0,5 M NaCl bei einer Erythrozytenkonzentration von ca. 2,5%
(v/v) angesetzt. Nach 10 min Einwirkzeit bei 20°C werden die Erythrozyten
abzentrifugiert und zweimal in einer 154 mM NaCl Losung gewaschen.
AnschlieRend werden 4 mi L6sung mit einer Konzentration von 0,5 g/di PSS
und 0,5 m NaCl und einer Erythrozytenkonzentration von ca. 2,5% (v/v)
angesetzt. Nach 10 min Einwirkzeit bei 20°C werden die Erythrozyten
abzentrifugiert und zweimal in einer 154 mM NaCl-Lésung gewaschen. Das
Aufbringen von PAH und PSS Schichten kann beliebig oft wiederholt

werden.

Die Auflésung des Templats kann in einer 1,2%-igen NaOCI| Lésung
erfolgen. Ebenso geeignet sind handelsiibliche Deproteinisierungsmittel
(Medical Instruments) oder AbfluRreiniger (z.B. Chlorix). Die Einwirkzeit
betrégt ca. 20 min bei 20°C und I&Rt sich optisch Uber die verschwindende
Trabung der Losung kontrollieren. Die verbleibenden Polymerhillen werden

anschliel3end in NaCl-Lésung gewaschen.

Auf analoge Weise kénnen auch E.coli oder Hefezellen beschichtet werden.

Auch nichtfixierte Zellen konnen beschichtet werden.
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Beispiel 7 Abscheidung von Lipidschichten auf Polyelektrolythiillen

Zur Abscheidung von Lipidschichten auf Polyelektrolythiillen wurden zwei

unterschiedliche Verfahren verwendet.

7.1

200yl einer Suspension von Polyelektrolythiilen werden durch wiederholtes
Waschen in Methanol resuspendiert. Nach dem dritten Waschen werden
anstelle von reinem Methanol 500 ul einer Lipidlésung von z.B. 1 mg/ml
Dipalmitoylphosphatidinsdure (DPPA) oder Dipalmitoylphosphatidylcholin
(DPPC) in Methanol dem Sediment zugesetzt. Die Hillen werden in dieser
Methanol-Lipidlésung resuspendiert und die Suspension bei einer Tempera-
tur von 90°C in einem Wasserbad gehalten. Der verdampfende Methanol
wird durch tropfenweise Zugabe von Wasser in Portionen von jeweils 20 ul
ersetzt. Der Austausch von 700 ul Methanol gegen Wasser dauert etwa 30

min.

Nach Beendigung der Verdampfung wird die Hillensuspension dreimal mit
Wasser gewaschen und wiederholt zentrifugiert. Durch 20 min Zen-
trifugation bei 25 000 Upm kénnen die Lipid-beschichteten Hullen sedimen-

tiert werden.

7.2

Dispersionen von DPPA oder 90% DPPC und 10% DPPA mit einer
Konzentration von 1 mg Lipid/ml in Wasser werden durch Ultraschall-
behandiung hergestellt. 500 ul der resultierenden Dispersion von Lipidvesi-
keln werden auf 200 ul einer konzentrierten Hullensuspension gegeben.
Nach 30 min werden die Proben 20 min bei 25 000 Upm zentrifugiert. Der

Uberstand wird entfernt und durch Wasser ersetzt. Diese Prozedur wird
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dreimal wiederholt. Dabei wird eine konzentrierte Suspension von Lipid-

beschichteten Hullen erhalten.

Beispiel 8 Einschluf® von organischen Losungsmitteln in Polyelektrolythiilien

Eine wassrige Suspension von Polyelektrolythiillen wird 5 min bei 3000
Upm zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstands wird Methanol zu-
gegeben. Die Hullen werden resuspendiert und 10 min lang bei 4000 Upm
zentrifugiert. Erneut wird der Uberstand entfernt, Methanol zugegeben und
die Probe unter denselben Bedingungen wie zuvor zentrifugiert. Diese
Prozedur wird dreimal wiederholt. Nach der letzten Zentrifugation mit
Methanol wird der Uberstand durch Hexanol ersetzt. Die Hillen werden
resuspendiert und 10 min bei 5000 Upm zentrifugiert. Diese Prozedur wird

wiederum dreimal wiederholt.

Zum Einschiuf? von Octanol, Octan oder Decan in die Hullen wird eine
ahnliche Prozedur verwendet, wobei als Ausgangsmaterial die in einer
Hexanollédsung vorliegenden Hiillen verwendet werden. Die Zentrifugations-
geschwindigkeit wird flr Octanol und Octan auf 7000 Upm (10 min) und
far Decan auf 7500 Upm (10 min) erhdht.

SchlieBlich wird das resultierende Sediment in Wasser resuspendiert. Die
Hullen verbleiben in der wassrigen Phase, wahrend die noch vorhandenen
Spuren des Lésungsmittels im Sediment zwischen den Hillen eine zweite
organische Phase bilden. Durch Verwendung von Fluoreszenzmarkern fiir
die organische und die wéssrige Phase kann mittels konfokaler Mikroskopie

gezeigt werden, dal die Hullen mit organischem Losungsmittel gefiillt sind.

Die beschriebene Prozedur ermdglicht die Herstellung einer hochstabilen
Emulsion von nichtpolaren Flissigkeiten in Wasser. Als Folge der Mono-
dispersitat der urspringlichen Hlllen ist die erzeugte Emulsion ebenso

monodispers. Ein weiterer Vorteil ist, dal® selbst die Form der einzeinen
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Trépfchen - abhdngig vom verwendeten Templat - reguliert werden kann.

Dies erméglicht die Herstellung von Emulsionen mit Oberflache:Volumen-

Verhdltnissen, die von denjenigen einer Kugel verschieden sind.
Beispiel 9  Prézipitation und Kristallisation in Polyelektrolythiillen

Die leeren Polyelektrolythiillen kénnen auch zur kontrollierten Prazipitation
oder Kristallisation organischer oder anorganischer Materialien verwendet
werden. Hierzu werden Polyelektrolythillen in einer 30 mM 6-Carbofluores-
cein (6-CF) Lésung bei pH 7 inkubiert. AnschlieBend wird der pH-Wert der
Lésung rasch auf einen Wert von 3,5 verdndert, bei dem 6-CF weitgehend
unléslich wird. Nach Inkubation Gber 1 bis 12 h wird eine Mischung von
vollstandig mit G-CF gefiliten und leeren Hullen erhalten. In weiteren
Experimenten konnte Rhodamin B in Polyelektrolythtillen durch Erhéhung

des pH-Werts préazipitiert werden.

Die Prazipitation von Wirkstoffen kann auch durch andere MaRnahmen, z.B.
Lésungsmittelaustausch, Salzféllung, etc. ausgeldést werden. Diese
Ergebnisse zeigen, daf’ die Polyelektrolythtillen als Template fiir Kristallisa-
tions- oder Préazipitationsprozesse dienen kdnnen, wodurch eine Kontrolle
der GréRe und Form von durch die Reaktion entstandenen kolloidalen

Teilchen ermdéglicht wird.

Beispiel 10 Polymerisation in Polyelektrolythiillen

Eine 3% Ldsung von Diallyldimethyldiammoniumchlorid (DADMAC) wird in
einer 2%-igen Suspension von Polyelektrolythiillen mitdem Polymerisations-
initiator Natriumperoxodisulfat (30 mg/100ml) versetzt und 9,5 h bei 70°C
polymerisiert. Durch Zentrifugation wird das in der Volumenphase syn-
thetisierte Polymer PDADMAC abgetrennt. Durch Behandlung mit 100 mM
6-CF, das an die Aminogruppen von PDADMAC bindet, kann das Vorhan-
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densein von an die negativ geladenen Kapselwande adsorbiertem Polymer

und im Inneren der Kapsel befindlichem Polymer nachgewiesen werden.

Aus 9 Schichten bestehende Polyelektrolythillen ([PSS/PAH],PSS) werden
auf Humanerythrozyten abgeschieden und die Templatpartikel entfernt.
Anschlielend wird eine weitere Schicht PAH aufgetragen. Die Kapseln
werden zur radikalischen Polymerisation von Acrylsdure zu Polyacrylsaure
verwendet. Hierzu wird eine 3%ige Monomerlésung in einer 2%igen
Kapselsuspension mit dem Initiator Natriumperoxodisulfat (30 mg/100 ml)
versetzt und 9,5 h bei 70°C polymerisiert. Durch Zentrifugation wird die in
der Volumenphase synthetisierte Polyacrylsaure entfernt. Nach Zugabe von
100 mM Rhodamin B, das selektiv an anionische Gruppen bindet, kann das
Vorhandensein von Polyacrylsdure adsorbiert an die negativ geladenen
Kapselwénde, aber auch im Inneren der Kapseln nachgewiesen werden. Die
Adsorption von Acrylsdure an Kapselwéande kann durch Verwendung von

Kapseln mit einer du3eren negativen Ladung verhindert werden.

Beispiel 11 Kolloidale Stabilisierung von mit organischen Lésungsmitteln

gefiillten Polyelektrolythiillen

Polyelektrolythillen in wéassriger Lésung werden mit DPPA (unter Zusatz
von 5% markiertem DPPC) beschickt. Die wéssrige Dispersion wird mit
Pentanol, Octanol oder Decan gemischt. Die Proben werden fiir 2 min bei
17.000 Upm zentrifugiert. Die Mischung trennt sich in zwei Phasen auf,
wobei die Hillen an der Zwischenschicht zwischen der wissrigen und der
organischen Phase lokalisiert sind. Die wassrigen Phase wird extrahiert und

die Probe dreimal mit dem organischen Lésungsmittel gewaschen.

Durch konfokale Mikroskopie kann nachgewiesen werden, daR die Lipide
selbst nach Kontakt mit dem organischen Lésungsmittel an den Hillen
verbleiben und daR im Inneren der Hiille eine wéRrige Phase verkapselt ist.

Hierzu werden die Kapseln vor dem Aufbringen der Lipidschicht 1 h in einer



10

15

20

25

30

WO 99/47252 PCT/EP99/01855
-41 -

0,1 mM 6-CF-Lésung inkubiert und die Probe nach Aufbringen der Lipide

viermal mit Wasser zur Entfernung von Gberschiissigen Lipiden und 6-CF

gewaschen. Ein 12 h nach der Préparation aufgenommenes konfokales Bild

zeigt, daRR die wassrige 6-CF-Losung immer noch innerhalb der Hullen

verkapselt ist. Das organische Lésungsmittel zeigt keine Fluoreszenz.

Diese Ergebnisse zeigen, da die Polyelektrolythiillen zur Verkapselung
organischer Lésungsmittel in Wasser und auch umgekehrt zur Verkapselung
einer wassrigen Phase im organischen Medium verwendet werden kénnen.
Somit kdénnen stabile Ol-in-Wasser- und Wasser-in-Ol-Emulsionen ohne

Verwendung oberflachenaktiver Mittel erzeugt werden.

Beispiel 12 Herstellung von Polyelektrolythiillen durch Membranfiltration

12.1 Materialien

Als Templatpartikel wurden geladene Polystyrol-Latexteilchen mit einem
Durchmesser von 640 nm, die nach der Methode von Furosawa et al.
(Colloid-Z. Z. Polym. 250 (1972), 908) hergestellt wurden, teilvernetzte
Melaminformaldehydpartikel mit Durchmessern von 3,7 yum und 5 um sowie
mit Glutardialdehyd fixierte humane Erythrozyten verwendet. Als Beschich-
tungssubstanzen werden Natriumpoly(stryrolsulfat) PSS (MW 70.000),
Poly(allylaminhydrochlorid) PAH (MW 8.000 bis 11.000), Poly(diallyldime-
thylammoniumchiorid) PADMAC (MW 100.000), Chitosan (MW 200.000
bis 300.000), Chitosansulfat (MW 200.000 bis 300.000) und Magnetit-
partikel verwendet. Hierzu werden wéssrige Lésungen von 1 oder 2 mg/mi
PSS, PAH oder PDADMAC in 0,5 M NaCl hergestellt. Chitosahsulfat wird
als Lésung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in 0,5 M NaCl hergestelit.
Chitosan wird in einer Konzentration von 1 mg/ml! in 0,5 M NaCl unter

Zusatz von 0,3% (v/v) Essigsaure aufgeldst.
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Es wird die Vakuumpumpe SM 16692 (Sartorius AG, Géttingen, Deutsch-

land) zur Membranfiltration verwendet, mit der ein Vakuum von etwa 100

mbar und ein Uberdruck bis zu 3 bar erzeugt werden kann. Zur Vakuumfil-

tration wird die Polycarbonatfiltrationseinheit SM 16510 (Sartorius) und zur

Druckfiltration die Einheit SM 16526 (Sartorius) verwendet.

Es werden Membranfilter mit einem Durchmesser von 47 mm der folgenden
Typen verwendet: Sartolon Polyamid SM 25007-047 N (0,2 um), Sartolon
Polyamid SM 25006-047 N (0,45 um), Celluloseacetat SM 11104-047 N
(0,8 um) und Cellulosenitrat SM 11306-100 N (0,45 um).

12.2 Methoden

Polystyrol- und Melaminformaldehyd-Latexsuspensionen werden in einer
Konzentration von 1 bis 30 % (v/v) eingesetzt. Die Konzentration der
Erythrozytensuspension sollte etwa 10% (v/v) nicht Ubersteigen. Das
Volumen der im ersten Adsorptionsschritt verwendeten Partikelsuspensio-
nen ist zwischen 10 ml und 50 ml. Die Adsorptionsdauer ist immer 5 min.

Danach werden die Partikel mit Wasser gewaschen.

Die Membranfiltration kann als Vakuumfiltration, Druckfiltration und
Filtration ohne Druckveranderung durchgefithrt werden. Wahrend der
Polyelektrolytadsorption wird vorzugsweise ein schwacher Unterdruck in der
Inkubationskammer beziiglich der unteren Filtratkammer angelegt, um einen
Verlust des Inkubationsmediums und des Polyelektrolyten wahrend der

Adsorption zu vermeiden.

Ein Gesichtspunkt bei der Auswahl des Membranfilters ist das Ladungsvor-
zeichen des zu adsorbierenden Polyelektrolyten. Im Falle von Polykationen
(PAH, Chitosan) sind beispielsweise Polyamidfilter geeignet. Im Falle von

Polyanionen kénnen Celluloseacetat oder Cellulosenitratfilter verwendet
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werden. Auf diese Weise kann Verstopfen des Filters durch Polyelek-

trolytadsorption gering gehalten werden.

ZweckmaRigerweise wird die Filtration unter Bedingungen durchgefiihrt, bei
denen ein Entstehen oder Zusammenbacken des Filterkuchens vermieden
bzw. begrenzt wird. Die Adhasion von PS und MF-Latexpartikel mit einer
aulReren Schicht von PSS oder PAH an die Filteroberflaichen ebenso wie
deren Aggregations- oder/und Flokkulationsneigung ist gering. Die Filtration
kann daher bis zu hohen Teilchenkonzentrationen (20%) ohne Unter-
brechung oder Ersetzen des abfiltrierten Suspensionsmediums durch das
Waschmedium durchgefiihrt werden. Im Falle von Erythrozyten muf
wahrend der Abscheidung der ersten vier oder finf Schichten vorsichtig
gearbeitet werden, um eine Aggregation zu verhindern. Die Suspension
sollite daher nicht auf Konzentrationen von mehr als etwa 5 bis 10% (v/v)
eingeengt und die Bildung eines Filterkuchens soweit wie méglich vermieden
werden. Nach Abschlu® der ersten Adsorptionszyklen nimmt die Ag-
gregationsneigung sowie die Neigung zur Adhésion an den Filter ab. Eine
gegebenenfalls zwischenzeitlich auftretende Flockung wahrend der Zugabe
eines Polyelektrolyten kann bei laufendem ProzeR durch Zugabe eines
entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten, z.B. des nachfolgenden
Polyelektrolyten ohne Schadigung des Produkts wieder aufgelést bzw.

gebrochen werden.
Ahnliche Ergebnisse werden mit dem Chitosan/Chitosansulfat-System
erhalten. Eine weitgehend vollstandige Unterdriickung der Aggregatbildung

kann durch Rihren erreicht werden.

12.3 Ergebnisse

In Figur 6ist eine AFM-Abbildung von PS-Latexoberfidchen nach Aufbringen
von 3 PAH/PSS-Schichtpaaren gezeigt. Die Oberflachen sind glatt und es

sind keine Polyelektrolytaggregate zu erkennen. Diese Partikel wurden durch
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Vakuummembranfiltration mit einem Saugdruck von etwa 100 mbar und

unter Verwendung von 450 nm Cellulosenitrat-Membranfiltern hergestelit.

Ebenso kdnnen Polyamidfilter oder abwechselnd negativ geladene Cel-

luloseacetat- und positiv geladene Polyamidfilter verwendet werden.

In Figur 7 wird das Wachstum der Hullendicke an der Oberfliche von 640
nm PS-Latexpartikeln durch Einzelpartikel-Lichtstreuung nach der bei
Lichtenfeld et al. (Colloid Surfaces A 104 (1995), 313) beschriebenen
Methode bestimmt. Die Streulichtintensitat nimmt mit der TeilchengréRe zu.
Es sind die Ergebnisse von Teilchen mit 11 bzw. 21 PAH/PSS Schichten im

Vergleich zu unbeschichteten Teilchen gezeigt.

Das TEM-Bild eines mit einer gemischten Schichten aus Polyelektrolyt- und
Magnetitteilchen, die durch Prazipitation von Eisen (Il)- und Eisen (l11)-Salzen
in Ammoniumhydroxydiésung und Stabilisierung durch HCl erzeugt wurden
(Massart und Cabuil, J. D. Chemie Physique 84 (1987), 967), ist in Figur
8 gezeigt. Zundchst werden zwei PAH/PSS Doppelschichten adsorbiert.
Danach werden drei Magnetit/PSS Doppelschichten adsorbiert. Die
Filtratidsung war jeweils ungeférbt und klar. Dies bedeutet eine vollstandige

Adsorption des Magnetits. An der Oberflache gebildete Magnetitaggregate

sind deutlich erkennbar.

Bei Verwendung von aufldsbaren MF-Partikeln als Templat werden ebenfalls
gute Ergebnisse bei der Membranfiltration erzielt. Mikrokapseln mit 10
PAH/PSS Schichten auf 3,7 um MF-Partikeln sind im AFM-Bild von Figur 9
gezeigt. Die Templatpartikel wurden im Citratpuffer pH 1,4 aufgeldst. Die

Morphologie der flachen Hiuille ist deutlich zu erkennen.

In Figur 10 ist ein AFM-Bild von PAH/PSS Mikrokapseln mit 10 Schichten
gezeigt, die an der Oberfliche von Glutaraldehyd fixierten humanen
Erythrozyten abgeschieden wurden. Trotz der negativen Ladung der Zellen

ist es glnstig mit einer PSS-Adsorptionsschicht zu beginnen. Auf diese
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Weise kann wahrend der ersten Adsorptionsschritte das AusmafR der

Aggregation vermindert werden. Die Filtration sollte unter milden Druckbe-

dingungen (kein oder nur geringer Uber- oder Unterdruck) erfolgen, um die

Bildung von Filterkuchen zu vermeiden. Ahnliche VorsichtsmaRnahmen sind

bei Verwendung von PDADMAC als Polykation zu beachten. Unter

druckfreien Bedingungen werden auch in solchen empfindlichen Systemen

hervorragende Ergebnisse erzielt.

In den Figuren 11 bis 13 sind Ergebnisse dargestellt, die unter Verwendung
von Chitosan/Chitosansulfat als Polyelektrolytpaar erhalten wurden. Figur
11 ist ein AFM-Bild von mit 10 Schichten belegten MF-Partikeln nach
Auflésung des Kerns. Um die Untersuchung der Huillmorphologie zu
erleichtern wurde mit FITC markiertes PAH als elfte Schicht aufgebracht und
die Huille durch konfokale Laserrastermikroskopie untersucht. Das Ergebnis
ist in Figur 12 gezeigt. In Figur 13 sind die Zetapotentiale von schichtweise
wachsenden Mikrokapseln angegeben. Ungerade Schichtzahlen entsprechen
Chitosansulfat und sind durch negative Zetapotentiale gekennzeichnet.
Geradzahlige Schichten entsprechen Chitosan und zeigen positive Zetapo-

tentiale.

Beispiel 13 Permeabilitat von Polyelektrolythiillen

Polyelektrolythiillen wurden durch Beschichtung von 3 yum Melaminformal-
dehydpartikeln unter Verwendung von Natriumpoly(styrolsulfonat) mit einem
Molekulargewicht von 70.000 und Poly(allylaminhydrochlorid) mit einem
Molekulargewicht von 50.000 erzeugt. Fir die konfokale Fluoreszenzmi-
kroskopie wird ein mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes PAH (FITC-PAH)

eingesetzt (Sukhorukov, Colloids Surfaces A 137 (1998), 253).

Suspensionen von Melaminformaldehydpartikein mit 3 um Durchmesser
werden mit 13 Schichten PAH und PSS beschichtet. Dann wird durch 5 min
Inkubation in 0,1 NaCl der Kern aufgel6st.
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Mittels konfokaler Mikroskopie wird die Permeabilitét der Polyelektrolytmi-
krokapseln untersucht. Hierzu wird zunachst eine Lésung von PAH-FITC
(Molekulargewicht 50.000) mit den Hdllen auf eine Endkonzentration von
0,5 mg/ml vermischt. Die Permeabilitdt der Hullwande fiir hochmolekulares
PAH-FITC ist so gering, dal nach 20 min Inkubation keine Fluoreszenz im
Inneren dér Kapseln nachweisbar war. Im Gegensatz dazu kann 6-Carbofluo-

reszein (6-CF) die Wande der Hillen ohne weiteres durchdringen.

Figur 14 zeigt die Fluoreszenzintensitat einer Suspension von 6-CF als
Fluoreszenzmarker enthaltenden Polyelektrolytkapseln gegentiber dendurch
Polystyrolsulfonsédure und HCI titrierten pH-Wert im umgebenden Medium.
Die Ergebnisse zeigen, daR Polystyrolsulfonsdure in den jeweils ver-
wendeten Molekulargewichten (70.000-4.200) die Polyelektrolythillen nicht

durchdringen konnte.

Figur 15 zeigt den pH-Wert im Inneren der Kapseln als Funktion des mit H-
PSS (Molekulargewicht 4200) titrierten Volumen pH-Werts in Abwesenheit
von Salz und in Gegenwart von 1 mM NaCl. Es ist zu erkennen, daR
mindestens innerhalb einer Stunde keine signifikante Diffusion von PSS
Polyanionen mit dem jeweils getesteten Molekulargewichten ins Innere der
Kapsel stattfindet. Dies fihrt zum Entstehen eines pH-Gradienten zwischen
dem Inneren der Kapsel und dem Volumen. Der pH-Wert im Inneren ist um
etwa eine pH-Einheit basischer als der pH-Wert des Volumens. Dies gilt

insbesondere fir einen Volumen pH-Wert geringer als 5,5.
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Anspriiche

1. Kapsel mit einer Polyelektrolythiille und einem Durchmesser bis zu

10 yum.

2. Kapsel nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,

daR sie einen Durchmesser < 5 ym aufweist.

3. Kapsel nach Anspruch 1 oder 2, erhaltlich durch Aufbringen von

Polyelektrolytmolekilen auf ein Templatpartikel.

4, Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Hulle mehrere Polyelektrolytschichten umfaft.

5. Kapsel nach Anspruch 3,
dadurch gekennzeichnet,
dal3 die Hulle abwechselnde Schichten von kationischen und

anionischen Polyelektrolyten umfafit.

6. Kapsel nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,

daR sie das Templatpartikel in ihrem Inneren enthélt.

7. Kapsel nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,

daR das Templatpartikel mindestens teilweise aufgeldst ist.
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Kapsel nach einem der vorhergehenden Asnpriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dal’ innerhalb der Hulle eine Flussigphase vorliegt.

Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dal sie einen Wirkstoff enthalt.

Kapsel nach Anspruch 9,
dadurch gekennzeichnet,
dal® der Wirkstoff ausgewahlt ist aus Katalysatoren, insbesondere
Enzymen, Nanopartikeln, pharmazeutischen Wirkstoffen, Sensormole-

kulen, Kristallen, Polymeren und Gasen.

Kapsel nach einem der vorhergehenden Asnpriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dal} die Hullen Poren enthélt.

Kapsel nach Anspruch 11,
dadurch gekennzeichnet,
dalB die Poren den Durchtritt von Substanzen mit einem Molekularge-

wicht < 4 kD erlauben.

Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

daR die Hille weiterhin Nanopartikel, Tenside oder/und Lipide enthiilt.

Kapsel nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

daR die Stérke der Hillwand 2 bis 100 nm betrégt.

PCT/EP99/01855
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Zusammensetzung,

dadurch gekennzeichnet,

dal3 sie mehrere Kapseln nach einem der vorhergehenden Anspriiche

mit monodisperser GréRenverteilung enthalt.

Zusammensetzung,
dadurch gekennzeichnet,
daR sie Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 14 in getrockneter,

eingefrorener oder gefriergetrockneter Form enthélt.

Verfahfen zur Herstellung von mit einer Polyelektrolythiille beschich-

teten Kapseln umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen einer waRrigen Dispersion von Templatpartikeln
geeigneter GréRe und

b) Herstellen einer Hille um die Partikel durch Aufbringen von

Polyelektrolyten auf die Templatpartikel.

Verfahren nach Anspruch 17,
dadurch gekennzeichnet,
dal® als Templatpartikel l6sliche Partikel, z.B. teilvernetzte Mela-

minformaldehydpartikel verwendet werden.

Verfahren nach einem der Anspriche 17 oder 18,
dadurch gekennzeichnet,

dal? Aggregate von Subpartikeln als Templatpartikel verwendet

werden.

Verfahren nach Anspruch 19,
dadurch gekennzeichnet,
dal® vorgeformte Aggregate durch Anlegen elektrischer oder/und

magnetischer Felder auf eine Suspension von Subpartikeln hergestelit

werden.

PCT/EP99/01855
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Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 20,

dadurch gekennzeichnet,

dal nacheinander Schichten von jeweils entgegengesetzt geladenen

Polyelektrolyten auf die Templatpartikel aufgebracht werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 21 weiterhin umfassend

den Schritt

(c) Desintegration der Templatpartikel.

Verfahren nach Anspruche 22,
dadurch gekennzeichnet,
dal die Desintegration der Templatpartikel durch eine Verénderung

des pH-Werts oder/und Sulfonierung der Templatpartikel bewirkt

wird.

Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, weiterhin umfassend den
Schritt:

(d)  Abtrennen von Templatpartikel-Fragmenten.

Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 24,
dadurch gekennzeichnet,
dal® die Kapsel vor, wahrend oder/und nach der Beschichtung mit

einem Wirkstoff beladen wird.

Verfahren nach Anspruch 25,
dadurch gekennzeichnet,

daR die Kapsel durch Poren in der Hiliwand mit niedermolekularen

Stoffen beladen wird.

PCT/EP99/01855
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Verfahren nach Anspruch 25,

dadurch gekennzeichnet,

dal® der Wirkstoff vor dem Aufbringen der Beschichtung an die

Templatpartikel immobilisiert oder von den Templatpartikeln aufge-

nommen wird.

Verfahren zur Herstellung einer beschichteten Oberfiache,

dadurch gekennzeichnet,

daR Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 16 oder erhéltlich durch
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 27 auf einer

Oberflache angelagert werden.

Verwendung von Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 16 oder
erhéltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 27

zum Einschluf3 von Wirkstoffen.

Verwendung nach Anspruch 29,

dadurch gekennzeichnet,

daR der Wirkstoff ausgewahlt wird aus Katalysatoren, insbesondere
Enzymen, pharmazeutischen Wirkstoffen, Sensormolekiilen, Polyme-
reh, Farbstoffen wie etwa fluoreszierenden Verbindungen, Pflanzen-

schutzmitteln, Aromastoffen und Gasen.

Verwendung von Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 16 oder
erhéltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 27

als Reaktionsraum.

Verwendung von Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 16 oder
erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 27

zur Herstellung von Kristallen.

PCT/EP99/01855
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Verwendung von Kapseln nach einem der Anspriiche 1 bis 16 oder

erhéltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis 27

zum Aufbau von Mikro- bzw. Nanokompositen.

Teilvernetzte Melaminformaldehydpartikel mit einem Durchmesser <

10 ym.

Partikel nach Anspruch 34,
dadurch gekennzeichnet,

daf’ sie vorgeformte Aggregate aus Subpartikeln enthalten.

Partikel nach Anspruch 35,
dadurch gekennzeichnet,

dal} sie eine sphéarische Form aufweisen.

Partikel nach einem der Anspriiche 34 bis 36,
dadurch gekennzeichnet,
daR sie durch Einstellen eines sauren pH-Werts oder/und durch

chemische Reaktion auflésbar sind.

Partikel nach einem der Anspriiche 34 bis 37,
dadurch gekennzeichnet,
daf sie weiterhin immobilisierte Wirkstoffe und gegebenenfalls einen

Bindevermittler enthalten.

Verwendung der Partikel nach einem der Anspriiche 34 bis 38 zur
Herstellung von Nano- oder Mikrokapsein, insbesondere mit einer

Polyelektrolythdille.

PCT/EP99/01855
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Verfahren zur Herstellung von teilvernetzten Melaminformaldehyd-
partikeln durch Polykondensation aus Melaminformaldehydpréakon-
densaten,

dadurch gekennzeichnet,

dal® der Polykondensationsproze wéhrend der Reaktion unter-

brochen wird.

Verfahren zum Aufbringen mehrerer Schichten von Beschichtungs-

substanzen auf Templatpartikel umfassend die Schritte:

(a) Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer ersten
Beschichtungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in
einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite durch
eine Filtrationsmembran begrenzt ist unter Bedingungen, bei
denen eine Schicht, der ersten Beschichtungssubstanz auf
dem Templatpartikel gebildet wird,

(b)  Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit
gegebenenfalls darin enthaltener {berschiissiger erster
Beschichtungssubstanz durch die Filtrationsmembran in einen
Filtratraum,

(c) Inkontaktbringen des Templatpartikels mit einer zweiten
Beschichtungssubstanz in einem fluiden Reaktionsmedium in
einem Reaktionsraum, der auf mindestens einer Seite durch
eine Filtrationsmembran begrenzt ist, unter Bedingungen, bei
denen eine Schicht der zweiten Beschichtungssubstanz auf
den Templatpartikel gebildet wird,

(d)  Ableiten von mindestens einem Teil des Reaktionsmediums mit
gegebenenfalls darin enthaltener (berschiissiger zweiter
Beschichtungssubstanz durch Filtrationsmembran in einen
Filtratraum, und

(e) gegebenenfalls mehrmaliges Wiederholen der Schritte (a) und
(b) oder/und (c) und (d).
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Verfahren nach Anspruch 41,

dadurch gekennzeichnet,

dal3 die ersten und zweiten Beschichtungssubstanzen aus entgegen-

gesetzt geladenen Polyelektrolytspezies oder Gemischen von

Polyelektrolytspezies ausgewahit werden.

Verfahren nach Anspruch 41 oder 42,
dadurch gekennzeichnet,
daf die Templatpartikel aus Partikeln mit einem Durchmesser von bis

zu 50 pym, insbesondere bis zu 10 ym ausgewahit werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 43,

dadurch gekennzeichnet,

daR Iésliche Templatpartikel verwendet werden und daR die Auflé-
sung der Kerne nach Beendigung des Beschichtungsvorgangs

durchgefilihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 43 oder 44,
dadurch gekennzeichnet,
dal die Partikel ausgewahlt werden aus biologischen Partikeln oder

Aggregaten.

Verfahren nach einem der Anspriiche 41 bis 45,
dadurch gekennzeichnet,

dafl wahrend oder/und nach Schritt (b) oder/und Schritt (d) ein

Waschmedium zugegeben wird.

Verfahren nach Anspruch 46,
dadurch gekennzeichnet,
dal3 die Zugabe des Waschmediums so erfolgt, daR das Volumen des

Mediums in Schritt (b) oder/und Schitt (d) im wesentlichen konstant
bleibt.

PCT/EP99/01855
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Verfahren nach Anspruch 41 bis 47,
dadurch gekennzeichnet,

dal} die Filtration im wesentlichen ohne Druckdifferenz zwischen

Reaktionsraum und Filtratraum durchgefuhrt wird.

Veffahren nach einem der Anspriche 41 bis 48,
dadurch gekennzeichnet,

dal der Reaktionsraum zumindest wahrend der Schritte (a) oder/und

(c) gerlhrt wird.

Verfahren nach Anspruch 49,
dadurch gekennzeichnet,

da der Reaktionsraum wahrend des gesamten Prozesses geriihrt

wird.
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