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1 Einleitung

Die Entwicklung neuartiger antiinflammatorischer Pharmaka im letzten Jahrzehnt spiegelt
den grof3en Bedarf an wirksamen Arzneistoffen fur die Behandlung chronisch entzindlicher
Erkrankungen, wie z. B. der Psoriasis oder der Rheumatoiden Arthritis (RA) wider. So wur-
den u. a. der Dehydroorotatdehydrogenasehemmer Leflunomid sowie die Biologicals Inflixi-
mab, Adalimumab, Etanercept, Golimumab und Ustekinumab fiir die Entziindungstherapie
zugelassen und erganzen somit die NSAR (nichtsteroidalen Antirheumatika), Glucocorticoi-
den und die DMARDs (disease modifying antirheumatic drugs) entscheidend.

Bei den Biologicals handelt es sich um eine neue Generation von Medikamenten von ver-
schiedenartig gentechnisch hergestellten Proteinen, welche die Aktivitat nattrlich vorkom-
mender Substanzen férdern oder inhibieren, die bspw. bei Entziindungsreaktionen eine Rolle
spielen. Wichtige Angriffspunkte sind z. B. die CD11a-Untereinheit des LFA-1 von T-Lympho-
zyten (Efalizumab [Li et al. (2009)], die Botenstoffe TNF-a (Golimumab [Reisdorf (2008)],
Etanercept [Campanati et al. (2007)]) oder Vertreter aus der Familie der Interleukine. So rich-
tet sich bspw. das Ustekinumab gegen IL-12 und IL-23 [Leonardi et al. (2008), Papp et al.
(2008)] und bei dem Tocilizumab handelt es sich um einen Inhibitor sowohl des I6slichen als
auch des membrangebundenen IL-6-Rezeptors [Ohsugi (2007), Plushner (2008)]. Fur beide
wurde im Jahr 2008 die Zulassung zur Behandlung der RA beantragt. Ein Vorteil dieser
Wirkstoffe sind ihre grofen Applikationsintervalle, jedoch ergeben sich auch Nachteile, da
die Zielstrukturen der Biologicals vielfaltige physiologische Prozesse steuern [Patel et al.
(2009)]. IL-12 und IL-23 spielen bspw. eine wichtige Rolle bei der Bekampfung von Infektio-
nen sowie bei der Tumorabwehr, sodass die Gefahr eines erhohten Infektions- und Krebsri-
sikos unter der Anwendung des Inhibitors Ustekinumab besteht.

Darlber hinaus erfordert der chronische Verlauf der Entziindungserkrankungen einen
langfristigen Einsatz, wodurch die Wahrscheinlichkeit des Auftretens schwerwiegender, sys-
temischer Nebenwirkungen bei der Anwendung der meisten Pharmaka zusatzlich steigt. So-
genannte Drug Delivery Systeme, mit denen eine gezielter Transport eingeschlossener
Wirkstoffe an den Ort des Krankheitsgeschehen ermdglicht wird, stellen eine vielverspre-
chende Option fur den Einsatz bei chronischen Entziindungskrankheiten dar, um die uner-
wuinschten Nebeneffekte an gesunden Zellen und Geweben zu minimieren.

Die in den 80er Jahren entwickelten Immunoliposomen (IL) haben sich als erfolgver-
sprechende Drug Delivery Systeme herauskristallisiert. Bei den IL handelt es sich um Lipo-
somen, welche durch die Kopplung von spezifischen Antikdrpern gegen bestimmte Zellober-
flachenstrukturen eine Zielspezifitat flr Zellen oder Gewebe erhalten. Durch Einsatz dieser

spezifischen liposomalen Systeme wird ein zielgerichteter Arzneistofftransport durch die
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16 Einleitung

hohe Spezifitat sowie Affinitdt der Antikdrper ermdglicht. Allerdings wird die Effizienz der IL
auch entscheidend durch die Art und Zuganglichkeit der Zielstrukturen gepragt.

Mit einem tieferen Einblick in die molekularen Grundlagen und Mechanismen der zellula-
ren Immunabwehr werden die Prozesse des chronischen Entziindungsgeschehens heute
besser verstanden. Dabei treten Leukozyten in initialen Kontakt mit dem Gefaflendothel, bin-
den im weiteren Verlauf an den Endothelzellen und emigrieren anschlieRend in das umlie-
gende Gewebe. Die Familie der Selektine spielt hierbei eine entscheidende Rolle, sodass die
Identifizierung dieser Adhasionsrezeptorgruppe einen bedeutenden Schritt fir das Verstand-
nis der Entziindungsreaktionen darstellte [Springer (1995)]. Die Selektine sind dariiberhinaus
aufgrund ihrer zeitlich und lokal begrenzten Exprimierung im Rahmen des Entziindungsge-
schehens eine vielversprechende Zielstruktur flir eine zielgerichtete Anreicherung antiinflam-
matorischer Wirkstoffe im entziindeten Gewebe.

E-Selektin-gerichtete IL, welche durch die Kopplung von E-Selektin-Antikérpern auf der
Liposomenoberflache erhalten wurden, sollten im Rahmen dieser Arbeit als Transportvehikel
zur Targetierung von Endothelzellen dienen. Allerdings garantiert ein erfolgreicher, zielge-
richteter Transport in das entziindete Gewebe noch keinen therapeutischen Effekt. Die Wir-
kung der eingeschlossenen Substanzen kann sich erst nach der Freisetzung aus diesen IL
therapeutisch entfalten. Durch die Variation der liposomalen Zusammensetzung kann dafur
eine extrazellulare oder intrazellulare Freisetzung des liposomalen Inhaltes erreicht werden,
was zu einer Intervention in pathologische Prozesse auf der Endothelzelloberflache oder zu
einer Regulation von pathologischen Veranderungen intrazellular bspw. auf genetischer
Ebene fiihren kann.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten E-Selektin-gerichtete IL dargestellt und in ge-
eigneten zellularen Systemen hinsichtlich ihrer Targetbindungsfahigkeit charakterisiert wer-
den. Dabei sollte die Lipidzusammensetzung so variiert werden, dass einerseits durch eine
extrazellulare Freisetzung von Chemokinrezeptorantagonisten mittels target-sensitiver IL und
andererseits durch den Transport und die intrazellulare Freisetzung von genetischem Mate-
rial durch pH-sensitive SPLP eine Regulation potentieller inflammatorischer Prozesse ermdg-
licht wird. Die Nutzung dieser beiden sensitiven Drug Delivery Systeme konnte neue M6g-

lichkeiten einer antiinflammatorischen Therapie erdéffnen.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Die Entziindung

Die Entziindungsreaktion ist ein sichtbares Kennzeichen einer ortlich begrenzten Immun-
antwort des Organismus auf exogene und endogene Noxen, wie z. B. eindringende Mikroor-
ganismen oder Fremdpartikel aber auch entartete korpereigene Zellen. Es handelt sich bei
einer Entziindung um eine Mobilisierung und Aktivierung verschiedener Zellen des Immun-
systems und deren Infiltration des betroffenen Gewebes. Wahrend bei einer akuten Reaktion
insbesondere Granulozyten infiltrieren, setzt sich in chronischen Entziindungen das Infiltrat
vorwiegend aus Makrophagen und Lymphozyten zusammen.

Bei einer akuten Entziindung werden nach dem Einwirken einer Noxe Mediatorstoffe (His-
tamin, Serotonin, Kinine etc.) durch korpereigene und korperfremde Zellen ausgeschiittet,
was zu einer Dilatation und Permeabilitadtserhdhung von Gefalten flhrt. Dariber hinaus zie-
hen andere Substanzen, wie Leukotriene, bakterielle Peptide, der Komplementfaktor 5a oder
TNF, Immunzellen chemotaktisch an. Es folgt die Emigration dieser aus der Blutbahn ins um-
liegende Gewebe zum Ort der Schadigung. Dieser Vorgang erfolgt sowohl bei den meisten
akuten und bakteriellen Entzindungen als auch bei chronischen Entziindungsprozessen, je-
doch in unterschiedlichem zeitlichem Ausmal. Als Folge des anhaltenden Ausstromens von
Leukozyten bei chronischen Entzindungen kommt es zu irreversiblen Schaden des Gewe-
bes bis hin zum Absterben der gewebsbildenden Zellen (siehe Kapitel 2.1.3.4).

An dem mehrstufigen Prozess der Emigration sind mehrere Klassen von Adhasionsmole-
kiilen beteiligt. Deren Expression beeinflusst sowohl die zeitliche als auch die raumliche

Ausdehnung und Intensitat des gesamten Entzindungsprozesses.

2.1.1 Die Adhasionskaskade als zentraler Schritt der Entziindungsreaktion

Die Margination stellt den vorbereitenden Schritt fir die Adhasion der Leukozyten am
Endothel dar. Bei diesem Prozess verlagern sich Leukozyten aus dem axialen Strom des
BlutgefalRes in den Randstrom im Zuge von Migrationsstdérungen, da sich Erythrozyten auf-
grund ihrer groReren Verformbarkeit in der Strommitte aufhalten (Axialmigration) und somit
die Leukozyten an den Gefallrand verdrangen [Schmidt-Schdnbein et al. (1980)]. Durch die
Annaherung der Leukozyten nimmt die FlieRgeschwindigkeit aufgrund des paraboloiden Ge-
schwindigkeitsprofil der Blutstrémung ab [Goldmann et al. (1967)]. Beides fuhrt dazu, dass

es nun zu vermehrten endothelial-leukozytaren Interaktionen kommt und somit die Rekrutie-
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rung der Leukozyten erfolgen kann. Sie ist entscheidend fur die Entzindungsreaktion und

wird Uber eine Reihe von sog. Adhasionsmolekilen gesteuert (siehe Abbildung 1).

Margination Endothelial-leukozytare Adhasion  Transmigration

Integrinaktivierung

Integrin s
Rollen Sa Adhésion

Aktiviertes
Integrin

Glycosamino-  cajylar adhesion
glycane (GAG) molecule (CAM)

Diapedese

Abbildung 1:  Adhéasionskaskade
Uber endotheliale und leukozytare Adhasionsmolekiile erfolgt nach der Margination die
Adhasion der Leukozyten an die Endothelzellen. Durch Bildung weiterer Entziindungs-
mediatoren und der Affinitat von Adhasionsmolekiilen resultiert eine feste Bindung der
Leukozyten als Voraussetzung fiir die anschliefende Transmigration durch das Endothel
ins umliegende Gewebe.

Durch Bindung der Selektine an die Kohlenhydratreste (Sialyl-Lewis*) von Glykoproteinen
wird der erste Kontakt der Leukozyten mit dem Endothel hergestellt. Die Bindung zwischen
den Selektinen mit ihren Liganden unterliegt einer sehr schnellen Bindungskinetik, so dass
es zunachst zu einer standigen Abfolge von Adhasion und Dissoziation der Bindung und da-
raus resultierend zu einer rollenden und sich weiter verlangsamenden Bewegung (Rolling)
der Zellen entlang des Endothels kommt. Die folgende Aktivierung von Integrinen durch
chemotaktische Mediatoren bewirken Interaktionen zwischen diesen und Adhasionsmoleki-
len der Immungloblin-Superfamilie, den Intercellular Adhesion Molecules (ICAM’s), welche
zu starken Wechselwirkungen und schlieBlich zu einer festen Adhasion flihren. Diese che-
motaktischen Mediatoren (Chemotaxine) sind vor allem Chemokine, die auf Glykosamingly-
canen des Endothels prasentiert werden. Gleichzeitig werden schwacher bindende Selektine
abgespalten. Somit kontrollieren die Chemokine die Adhasionskaskade, da sie durch eine
Erhéhung der Integrinaktivitat den Ubergang der Leukozyten vom rollenden Zustand in die

feste Bindung fordern. Dariber hinaus wird durch einen lokalen Chemokingradienten die
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transendotheliale Migration ins Gewebe gesteuert [Wang et al. (2005), Parish (2005), Peled
et al. (1999)].

Im letzten Schritt folgt die Transmigration (Diapedese) der Leukozyten durch das Endothel
in das umliegende Gewebe. Zwei Mdglichkeiten gibt es fir den Durchtritt der Zellen durch
das Endothel. Einerseits die Wanderung der Leukozyten zwischen den Endothelzellen hin-
durch, andererseits aber auch das direkte Durchdringen der Zellen des Endothels. Es wird
angenommen, dass der Leukozyt-Subtyp, die Stimulusart, der Gewebetyp und die Spezies
des Organismus ausschlaggebend dafiir sind, welcher Mechanismus des Diapedese bevor-
zugt wird [Middelton et al. (2002)].

2.1.2 Die Familie der Selektine

Selektine sind Lektin-artige Adhasionsmolekile (kohlenhydratbindende Glykoproteine —
Lektine) und werden ebenso wie ihre spezifischen Liganden oberflachlich auf Leukozyten
(L-Selektin, CD62L), Blutplattchen (P-Selektin, CD62P) und dem Endothel (E-Selektin,
CD62E) exprimiert.

Strukturell handelt es sich um drei monomere, transmembranéare Glykoproteine. Die fur
die Ligandbindung essentielle Lektin-Domane befindet sich am extrazellularen N-Terminus.
An diese schlieRen sich eine EGF (epidermal growth factor)-analoge Region sowie ein Ab-
schnitt mit zwei bis neun sog. SCR (short consensus repeat)-Domanen, deren Sequenzen
homolog zu denen in Komplement-regulatorischen Proteinen sind und die jeweils aus unge-
fahr 60 Aminosauren bestehen. Diese beiden Abschnitte scheinen als Kofaktoren fir die
Lektin-vermittelte Bindung zu fungieren [Bradford et al. (1994), Varki (1997)], da durch die
grof’e raumliche Ausdehnung die Lektin-Domane weiter von der Zelloberflache entfernt
exponiert und somit eine bessere Zuganglichkeit fir die Selektin-Liganden ermdglicht wird.
Es folgt der transmembranare Teil und daran abschliefiend eine kurze zytoplasmatische
Domane.

Leukozyten gelingt es, vermittelt Gber Selektin-Ligand-Bindung aus der Blutbahn am
Endothel anzudocken. Daraufhin folgt ein langsames Rollen entlang des Endothels wahrend-
dessen Chemokin-vermittelt eine Integrinaktivierung erfolgt, was schlielich zu einer festen
Anheftung der Leukozyten und zum Eindringen dieser in das umliegende Gewebe fuhrt. Fur
die Schritte der festen Adhasion und Transmigration der Leukozyten ins Gewebe ist die Se-
lektin-Ligand-Bindung somit die essentielle Voraussetzung.

Nicht nur bei der Leukozytenrekrutierung im Rahmen entzundlicher Prozesse spielen die
Selektine eine entscheidende Rolle, sondern sie fungieren auch bei der Steuerung der

Lymphozytenrezirkulation als sog. homing receptors und Adressine [Dal Canton (1995)].
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2.1.2.1 Liganden der Selektine

Alle drei Selektine erkennen als minimales Bindungsepitop das Tetrasaccharid Sialyl
Lewis™ (sLe”) sowie dessen Isomer Sialyl Lewis® (sLe®). Allerdings bilden diese Saccharide
nur einen kleinen Teil der natirlich vorkommenden Selektinliganden, die mucindhnliche
Glykoproteine mit einem bis zu 70 %igen Kohlenhydratanteil darstellen. Die Bindungsepitope
bilden in den Ligandmolekiilen die Kohlenhydratseitenketten, die Gber O- oder N-glykosi-
dische Bindungen an den Serin- oder Threonin-reichen Proteingrundgristen geknupft sind.
Die Bindung der Selektine Uber ihre Lektindomane an die Bindungsepitope ist Calcium-
abhangig. Die deutlich hohere Bindungsaffinitdt zum Mucinliganden gegeniber der nur ge-
ringen Affinitat zu den Bindungsepitopen (millimolarer Bereich) wird durch die Beteiligung

anderer struktureller Areale an der Bindung diskutiert.

Endothel ¢

Leukozyten
MAdCAM-1

= CD-34
L-Selektin «

GlyCAM-1
ESL-1
PSGL-1 S ) - SIS E-Selcktin

P-Selektin

) LectinDoméne [ EGF-Region @ SCREinheit @@ Mucin-Doméne

Abbildung 2: Struktur der Selektine und ihrer Liganden [modifiziert nach Vestweber et al. (1999)]
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2.1.2.2 L-Selektin

L-Selektin wird konstitutiv von den meisten zirkulierenden Leukozyten exprimiert. Es be-
sitzt nur zwei SCR-Domanen und ist somit das kleinste Selektin. Allerdings findet es sich v.a.
auf den Mikovilli-Spitzen von Leukozyten, was die Bindung dieser aus dem Blutfluss durch
die raumlich herausstehende Anordnung erleichtert [von Adrian et al. (1995)]. Durch schnelle
Ligandenbindungen kann L-Selektin die initiale Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut-
fluss an das Endothel (,capture) initiieren, wobei die L-Selektin-Bindung sehr schnell wieder
dissoziiert. Gemeinsam mit P-Selektin ist L-Selektin somit flir die Rekrutierung von Leukozy-
ten an das Endothel verantwortlich.

Als ,homing receptor” spielt L-Selektin darlber hinaus an der Transmigration von Lym-
phozyten in die peripheren Lymphknoten eine wichtige Rolle.

Zu den L-Selektin-Liganden zahlen CD34, GlyCAM-1 (Glycosylation-dependent Cell Ad-
hesion Molecule-1), MadCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule-1) aber auch
der P-Selektin-Ligand PSGL-1 (P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1) (siehe Abbildung 2).

Der L-Selektin-Ligand MadCAM-1 mit seinen Immunglobulin- und Mucin-artigen Doménen
zeigt allerdings auch Interaktionen mit dem Integrinrezeptor a4B;. Er befahigt somit Lympho-
zyten sowohl zum Selektin-vermittelten Rollen, als auch zur Integrin-vermittelten festen Ad-

hasion.

2.1.2.3 E-Selektin

Die Expression des E-Selektins ist nur auf Endothelzellen beschrankt und erfolgt erst
nach Stimulation durch Mediatoren wie z. B. TNF-a, IL-1 oder LPS auf transkriptioneller
Ebene [Yao et al. (1999), Lowe (2002), Unger (2001)]. Aufgrund dieser verzdogerten Expres-
sionskinetik wird E-Selektin erst nach einigen Stunden auf der Endothelzelloberflache pra-
sentiert. Der zeitliche Verlauf zeigt ein Maximum der E-Selektin-Konzentration nach vier bis
acht Stunden nach dem Stimulationsreiz [Bevilacqua et al. (1989)]. Danach wird es langsam
durch Endozytose wieder von der Oberflache entfernt und in Lysosomen abgebaut, bis die
Konzentration nach 24 Stunden wieder ihren Ausgangswert erreicht.

Durch den Transkriptionsfaktor NF-kB wird die Expression des E-Selektins gesteuert.
Freie Sauerstoffradikale, die normalerweise durch Radikalfanger abgebaut werden, aktivie-
ren u. a. diesen Transkriptionsfaktor. Daher fuhrt ein gestorter Radikalabbau zu vermehrtem
oxidativen Stress und somit auch zu einer verstarkten Expression von E-Selektin.

Der fur E-Selektin spezifische Ligand ist ESL-1 (E-Selektin-Ligand-1) (siehe Abbildung 2),

ein aus 1148 Aminosauren bestehendes Glykoprotein (GréRe 150 kDa), in welchem die Zu-

Claudia Ulbrich



22 2 Theoretischer Teil

ckerketten im Gegensatz zu den anderen Liganden N-glykosidisch an das Proteingrundge-
rust geknlpft sind.

Zu L- oder P-Selektin zeigt ESL-1 keine Affinitaten. Die Expression von ESL-1 erfolgt im
Randbereich der Mikrovilli. Das spricht fir eine spatere Funktion des E-Selektins und seines
Liganden in der Adhasionskaskade im Gegensatz zu P- und L-Selektin und deren Liganden,
welche Uber langgestreckte gut zugangliche Strukturen verfiigen und somit das Tethering

und Rollen der Leukozyten vermitteln.

2.1.2.4 P-Selektin

Durch eine groRere Anzahl an SCR-Domanen ist P-Selektin im Vergleich zu den anderen
beiden der raumlich ausgedehnteste Vertreter der Selektine (siehe Abbildung 2). Es findet
sich in Endothelzellen, gespeichert in den Weibel-Palade-Kérperchen, und in Thrombozyten,
gespeichert in den a-Granula (Granulosomen).

Nach Stimulation durch Signalstoffe wie Histamin, Thrombin, Peroxidradikale u. a. wird
P-Selektin vermehrt und schnell, innerhalb weniger Minuten, aus den Speicherreservoirs auf
der Endothelzelloberflache prasentiert und steht somit fir initiale Interaktionen zwischen dem
Endothel und anndhernden Leukozyten zur Verfigung [Lowe (2003), Yao et al. (1999)].

PSGL-1 (P-Selektin-Glycoprotein-Ligand-1) ist der naturliche Ligand, strukturell gesehen
ein Disulfid-verbriicktes Homodimer einer Molekilmasse von 240 kDa (siehe Abbildung 2).
Es verfugt Uber zahlreiche O-glykosidisch aber auch bis zu drei N-glykosidisch gebundene
Kohlenhydrate. Es findet sich an den Spitzen der membranaren Mikrovilli zirkulierender Neu-
trophilen, Monozyten und Lymphozyten. PSGL-1 bindet auch schwach an E-Selektin, was
die Vermutung zulasst, dass E-Selektin im spateren Entzindungsverlauf zum Teil die Aufga-
ben des P-Selektins Ubernimmt [Vestweber et al. (1999)].

Aus verschiedenen Untersuchungen konnte durch Blockade von P- oder E-Selektin eine
Uberlagerung der Funktionen beider endothelialer Selektine abgeleitet werden. Als Vermittler
des Leukozytenrollens kdnnen sich die beiden gegenseitig ersetzen, jedoch resultiert aus
den Interaktionen mit P-Selektin ein schnelleres Rollen (20 bis 50um/s) als mit E-Selektin
(<10um/s) [Kunckel et al. (1996a+b)].
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2.1.3 Chemokine und ihre Bedeutung

Chemokine (chemotaktisch wirkende Zytokine; ,chemoattractant cytokines®) wirken am
Entzindungsort Uber spezifische Rezeptoren modellierend auf das Verhalten der Leukozy-
ten. Sie induzieren die gezielte Wanderung dieser, indem sie indirekt Uber Signaltransduk-
tionswege Integrine aktivieren und gleichzeitig die Abspaltung schwacher bindender Selekti-
ne induzieren [Worthylake et al. (2001), Kishimoto et al. (1989)]. Dies spielt im Rahmen der
Entziindung eine entscheidende Rolle, da die Integrin-vermittelte feste Adhasion die Voraus-
setzung fir die Transmigration (Diapedese) der Leukozyten durch das Endothel in das be-
treffende Gewebe darstellt.

Nicht nur bei der Steuerung von Immunantworten tibernehmen Chemokine entscheidende
Funktionen, sie sind ebenfalls im Hinblick auf z. B. Wachstumsregulierung [Luster (1998)],
Entwicklung von Th1/Th2-Lymphozyten und lymphoiden Organen, T-Zell-Aktivierung [Hase-
gawa et al. (2001)], Angiogenese [Broxmeyer (2001), Romagnani et al. (2004)], Hdmatopo-
ese [Horuk (2001)], der Wundheilung [Singer (1999)] u.v.m. regulatorisch tatig.

2.1.3.1 Klassifizierung der Chemokine

Urspriinglich den Zytokinen untergeordnet, stellen die Chemokine heute eine eigene
komplexe Superfamilie von kleinen, meist sekretierten Polypeptiden einer Lange von 67 bis
127 Aminosauren dar [Moser et al. (2004)], da sie spezifischere Eigenschaften im Hinblick
auf die Aktivierung der Zielzellen aufweisen als Zytokine. Die Einteilung der Chemokine kann
sowohl strukturell als auch funktionell erfolgen (siehe Abbildung 3). In Abhangigkeit der cha-
rakteristischen Anordnung der ersten bzw. ersten beiden N-terminalen Cystein(C)-Amino-
saurereste in der Chemokindomane lassen sich die Chemokine strukturell in vier Gruppen
klassifizieren. Die Gruppe der CXC-Chemokine (a-Chemokine) bilden die Chemokine, bei
denen die beiden Cysteinreste durch eine weitere Aminosaure voneinander getrennt sind.
Liegen die Cysteinreste jedoch direkt nebeneinander, werden sie der Gruppe der CC-
Chemokine (B-Chemokine) zugeordnet. Diese beiden Hauptgruppen werden erganzt durch
die Gruppe der C-Chemokine (y-Chemokine), aus welcher bisher nur zwei Vertreter, das
Lymphotactin a und (3, bekannt sind, und abschliel3end durch das einzige CXXXC-Chemokin
(6-Chemokine), dem Fraktalkin. Eine Standardisierung der Nomenklatur war unausweichlich,
da die Familie der Chemokine stetig wachst und beim Menschen z. B. inzwischen aus Uber

50 Chemokinliganden und mindestens 18 Chemokinrezeptoren besteht (siehe Tabelle 1).
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Abbildung 3:  Struktur der Chemokine [Zlotnik et al. (2000)]

An den physiologischen Eigenschaften der Chemokine orientiert sich die zweite mogliche
Unterteilung in homing Chemokine und inflammatorische Chemokine [Baggiolini (2001)],
welche gleichzeitig Ort und ihre Produktionsbedingungen genauso wie die zellulare Vertei-
lung ihrer Rezeptoren bericksichtigt.

Am homoostatischen Wandern von Zellen zum Lymphsystem beteiligte Chemokine (sog.
homing chemokines) werden konstitutiv von Zellen des lymphatischen Gewebes exprimiert.
Sie sind an der Erhaltung und Direktion der Chemotaxis von Zellen beteiligt. Sie kontrollieren
somit die Wanderung und das Homing von Lymphozyten und dendritischen Zellen beziglich
ihrer Reifung, Differenzierung und Aktivierung. Aufierdem ist dies ein wesentlicher Bestand-
teil der erworbenen Immunitat, der Hamatopoese, der Antigenerkennung in sekundaren lym-
phatischen Organen sowie der Uberwachung des Immunsystems [Broxmeyer (2001)].

(Pro-)inflammatorische Chemokine werden dagegen nur unter spezifischen Bedingungen
und kurzzeitig von verschiedenen Geweben und migrierenden Leukozyten gebildet. Dies ge-
schieht bspw. als Reaktion auf inflammatorische Zytokine oder auf bakterielle Toxine. In das
Entziindungsgebiet infiltrierte Zellen induzieren die Expression von Chemokinen, nachdem
sie durch (pro-)inflammatorische Zytokine wie IL-1, TNF-a oder Interferone aktiviert wurden.

In den letzten Jahren stellte sich heraus, dass es auch Chemokine gibt, denen die Funkti-
onen nicht eindeutig zuzuordnen sind, da sie Kennzeichen beider Gruppen aufweisen. Diese
Chemokine besitzen duale Funktionen z. B. IP10, ITAC, MIP 3a [Moser et al. (2004)], die ei-
nerseits z. B. bei Entzlindungen verstarkt exprimiert werden und somit an der Immunabwehr
beteiligt sind, andererseits jedoch eine Rolle bei der Reifung von Leukozyten sowie bei der

ImmunUberwachung spielen.

Chemokin Chemokin-Rezeptor Humaner Ligand Expression = Vorkommen

C-Chemokine/Rezeptor-Familie
XCL1 XCR1 Lymphotactin/ ATAC

XCL2 XCR2 SCM-1a

CC-Chemokine/Rezeptor-Familie

CCL1 CCR8 1-309 induzierbar Th2-vermittelte Entzindungen
Th1-vermittelte Entziindungen; Leber, ZNS;
CCL2 CCR2 MCP-1/MCAF Induzierbar Allergische Lungenentziindungen;

Atherosklerotische Lasionen
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Chemokin Chemokin-Rezeptor Humaner Ligand Expression Vorkommen

CCL3 CCR1, CCR5 MCP-1a/LD78a Induzierbar Thi-vermittelte Entziindungen; Lunge, ZNS:

CCL4 CCR5 MIP-1a Induzierbar Atherosklerotische Gefallschaden
Th1-, Th2-vermittelte Entziindungen; Lunge,

CCL5 CCR1,CCR3,CCR5 RANTES Induzierbar ZNS; Hautverletzungen; Atherosklerotische
Lasionen

(CCLe) Unbekannt Unbekannt Induzierbar

ceLr CCR1, CCR2, CCR3  MCP-3 Induzierbar Iﬂgg;’;itz"j:g“u':g'te Entzlindungen; ZNS;

CCL8 CCR3 MCP-2 Induzierbar

(CCL8/10) Unbekannt Unbekannt Induzierbar

COLM  CORS Eotavin Induzierbar [0 C N rankuingen: Hauierkrankngen.

CCL12 CCR2 Unbekannt Induzierbar Th1-, Th2-vermittelte Entziindungen;

ccL13 CCR2, CCR3 MCP-4 Induzierbar ~ Allergische Lungenerkrankungen

CCL14 CCR1 HCC-1

CCL15 CCR1, CCR3 HCC-2/Lkn-1/MIP-15

CCL16 CCR1 HCC-4/LEC

CCL17 CCR4 TARC Induzierbar Th2-vermittelte Entziindungen der Haut

CCL18 Unbekannt Rl\a_ACCK_ 11/PARC Konstitutiv T-Lymphozyten

CCL19 CCR7 MIP-3B/ELC/exodus-3 Konstitutiv T-Lymphozyten

CCL20 CCR6 2/I)(I(I:(;3<;_/1LARC/ Konstitutiv Darmvilli, Haut

CCL21 CCR7 6Ckine/SLC/exodus-3 Konstitutiv Organe des Lymphsystem, Hepatitis-E-Virus

ceoL22 CCR4 MDC/STCP-1 konst. /ind. ;ﬂgrggcmti'ﬁgi‘;g‘:&‘g‘;”kﬂigJ}hymus

CCL23 CCR1 MPIF-1

CCL24 CCR3 MPIF-2/Eotaxin-2 Induzierbar Th2-vermittelte Entziindungen; Diinndarm,

CcCL25 CCR9 TECK Konstituty ~ 1nymus

CCL26 CCR3 Eotaxin-3 Induzierbar Th2-vermittelte Entziindungen

CCL27 CCR10 CTACK/ILC/Eskine Konstitutiv Haut

CXC-Chemokine/Rezeptor-Familie

CXCL1 CXCR2>CXCR1 GROa/MGSA-a Induzierbar Neutrophilen-vermittelte Entziindungen:

CXCL2 CXCR2 GROB/MGSA-B Induzierbar ~ Atherosklerotische Lasionen

CXCL3 CXCR2 GROyY/MGSA-y Induzierbar

CXCL4 Unbekannt PF4

CXCL5 CXCR2 ENA-78 Induzierbar Neutrophilen-vermittelte Entziindungen

CXCL6 CXCR1, CXCR2 GCP-2 Induzierbar Neutrophilen-vermittelte Entzindungen

CXCL7 CXCR2 NAP-2 Induzierbar Neutrophilen-vermittelte Entziindungen
Neutrophilen-vermittelte Entztindungen;

CXCL8 CXCR1, CXCR2 IL-8 Induzierbar Leber; Akute Lungenerkrankungen;
Atherosklerotische Lasionen

CXCL9 CXCR3 Mig Induzierbar  14_yermittelte Entziindungen; ZNS;

CXCL10 CXCR3 IP-10 Induzierbar ~ Darmverletzungen

CXCL11 CXCR3 I-TAC Induzierbar Th1-vermittelte Entzindungen

CXCL12 CXCR4 SDF-1a/pB Konstitutiv Knochenmark; Thymus; Lunge;

CXCL13 CXCR5 BLC/BCA-1 Konstitutiy ~ Lymphorgane; Lymphknoten
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Chemokin Chemokin-Rezeptor Humaner Ligand Expression Vorkommen

CXCL14 Unbekannt BRAK/Bolekine

(CXCL15) Unbekannt Unbekannt

CXCL16 CXCR6 CXCL16 Th1-vermittelte Entziindungen

CX3C-Chemokine/Rezeptor-Familie
CX3CL1 CX3CR1 Fractalkine konst./ind. ubiquitar

Tabelle 1: Einteilung der Chemokine und ihrer Rezeptoren [modifiziert nach Zlotnik et al. (2000) und
Olsen et al. (2002)]

2.1.3.2 Bindungspartner der Chemokine — Chemokinrezeptoren und

Glykosaminoglycane (GAG)

Die Rezeptoren der Chemokine gehéren zu der grol3en Familie der heptahelikalen G-Pro-
tein-gekoppelten Rezeptoren. Die sieben transmembranaren Helices sind abwechselnd Uber
extra- und intrazellulare Schleifen miteinander verbunden. In Anlehnung an die Chemokin-
spezifitat werden sie in die vier Gruppen der CXC-, CC-, C- und CXXXC-Rezeptoren einge-
teilt (Tabelle 1). Die meisten von ihnen erkennen jedoch mehr als nur ein Chemokin inner-
halb ihrer Klasse, so wie ein Chemokin ebenfalls an mehrere Rezeptoren innerhalb der Re-
zeptorfamilie binden kann. Beispielsweise zeigt MIP 1a hohe Affinitaten zu CCR1, CCR3 und
CCR5 [Horuk (2001)]. Allerdings gilt diese bindende Vielfalt nur fir die Rezeptoren, die zu
den inflammatorischen Chemokinen gehdéren. Die Rezeptoren der Homing-Chemokine besit-
zen dagegen hauptsachlich nur einen Bindungspartner [Baggiolini (2001)]. Dartber hinaus
kann die Wirkung der Chemokine auch nicht klar als agonistisch oder antagonistisch einge-
teilt werden. Viele I6sen sowohl agonistische als auch antagonistische Effekte an verschie-
denen Rezeptoren aus [Loetscher (2001)].

Allerdings unterscheiden sich die Expressionsmuster der Chemokinrezeptoren von
Granulozyten und T-Lymphozyten. Die Granulozyten zeigen nur eine geringe Auswahl an
Chemokinrezeptoren und exprimieren vorwiegend CXC-Rezeptoren, wogegen bei den T-
Lymphozyten vornehmlich CC-Rezeptoren zu finden sind, diese aber auch fast alle anderen
Rezeptoren zumindest in geringerem Malle aufweisen. Durch diese moégliche Vielfalt passt
sich die Expression der Chemokinrezeptoren der T-Lymphozyten dem funktionellen Zustand
an und wird als Ausdruck der Reife, Differenzierung und Aktivitat angesehen [Baggiolini
(2001)].

Nach Bindung der Chemokine an ihren Rezeptor folgt die Transduktion verschiedener
G-Protein-gekoppelter Signalwege. Diese Aktivierung verschiedener Signaltransduktions-
wege hat eine Affinitdtserhdhung der Integrine sowie eine Neuorientierung des Zytoskeletts

zur Folge, was schlief3lich die feste Bindung und die nachfolgende Transmigration/Diape-
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dese der Zelle mdglich macht [Olson et al. (2002)]. Auf diese Weise sind Chemokine ent-
scheidend an den Wanderungsmechanismen der Leukozyten beteiligt.

Die hauptsachlich basischen Chemokine interagieren dariber hinaus ebenfalls mit 16sli-
chen oder auf Zelloberflachen und auf der extrazellularen Matrix (ECM) immobilisierten
Glukosaminoglykanen (GAG), wie z.B. Heparansulfat, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
Keratinsulfat und Hyaluronsaure [Lortat-Jacob et al. (2002), Wagner et al. (1998), Ali et al.
(2005)]. Die Interaktion der Chemokine mit diesen immobilisierten GAGs flihrt zu einer Erh6-
hung der Chemokinkonzentration am Produktionsort und der Bildung eines lokalen Chemo-
kingradienten [Wang et al. (2005), Parish (2005)]. Durch die selektive Bindung von Chemo-
kinen an verschiedenen GAGs und deren Isoformen stellt diese Interaktion eine erweiterte
Form der Spezifitdt und Kontrolle der Migration Uber die Rezeptor-definierte Wirkung hinaus
dar [Kuschert et al. (1999), Laudanna et al. (2002), Middelton et al. (2002)].

2.1.3.3 Expression von Chemokinen und ihrer Rezeptoren auf Th-Zellen

Die Polarisierung und somit die Differenzierung zu Th1- oder Th2-Zellen ist die Folge der
Aktivierung naiver T-Zellen durch antigenprasentierende Zellen (APC). Nach der Differenzie-
rung unterscheiden sich beide Th-Zelltypen in ihrer Zytokin- und Chemokinrezeptorproduk-
tion. Th1-Zellen sezernieren vor allem IL-2, INF-y, TNF-a und tragen vorwiegend CCR5 und
CXCRa3 [Bonecchi et al. (1998), Sallusto et al. (1998)]. Sie fiihren tUber Makrophagen-Akti-
vierung vor allem zu ausgepragten Entziindungsvorgangen [Abbas et al. (1996)]. Th2-Zellen
zeichnet die Sekretion von IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 und die Expression von CCR3, CCR4
und CCRS8 aus. Diese Chemokinrezeptoren sind vor allem an der T-Zell-Differenzierung und
Steuerung der Th2-Zellen beteiligt [Bonecchi et al. (1998)].

Durch ihre eigenen Zytokine gelingt es beiden Th-Zelltypen, die Entwicklung und Aktivie-
rung der jeweils anderen Population zu inhibieren. Daraus resultiert ein Gleichgewicht zwi-
schen Th1- oder Th2-Zellen, durch dessen Verschiebung die Immunantwort modelliert wird
[Luther et al. (2001)]. Darliber hinaus erméglicht das unterschiedliche Expressionsmuster der
Chemokinrezeptoren eine selektive Rekrutierung ins Gewebe [Baggiolini (2001), Laudanna
et al. (2002)].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der T-Helfer 1-Lymphozytenklon IF12 (Th11F12) als Mo-
dellzelle genutzt, um die Beeinflussung des Adhasionsverhaltens von Th-Zellen am Endothel
zu untersuchen. Nach Stimulation sezernieren diese Th1lF12-Zellen INF-y und IL-2 und wei-
sen somit das typische Th1-Zytokinprofil auf. Daruber hinaus konnten die Th1-charakte-
ristischen Chemokinrezeptoren CCR2, CCR3, CCR6, CCR7 und CXCR3 nachgewiesen
werden [Rubant (2005)].
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2.1.3.4 Dysregulationen im Rahmen pathologischer Entziindungsreaktionen

Bei vielen Autoimmunerkrankungen und anderen Formen von pathologischen Entzin-
dungsreaktionen bildet nicht nur eine gestérte Selektinregulation sondern auch eine Dysre-
gulation des Chemokinnetzwerkes eine zentrale Rolle. Die aus beiden resultierende Uber-
schieRende oder dauerhaft persistierende Emigration von Leukozyten in spezifische Gewebe
pragen den Krankheitsverlauf pathologischer Entziindungen, wie z. B. der rheumatoiden
Arthritis, der Atherosklerose, Multiplen Sklerose, Psoriasis, Colitis ulcerosa u.v.m. [Marshall
et al. (2002)]. Oftmals finden sich bei diesen krankhaften Veranderungen nicht nur erhdhte
Serumkonzentrationen von P- und E-Selektin, sondern es treten auch Chemokine im ent-
zundlich veranderten Gewebe auf.

Die haufigste chronisch entziindliche Systemerkrankung des Bindegewebes ist die rheu-
matoide Arthritis, bei der eine starke Anreicherung von E-Selektin im rheumatoiden Gewebe
eine entscheidende Bedeutung in der Pathogenese spielt [Marshall et al. (2002)]. Durch ge-
bildete Immunkomplexe aus autoimmunen Rheumafaktoren mit Antikbrpern kommt es zu ei-
ner starken Infiltration von phagozytierenden Leukozyten in die Synovialis, wobei der chroni-
sche Entziindungsprozess durch standige Freisetzung von Entzindungsmediatoren aufrecht
gehalten wird.

Ebenso wie bei der rheumatoiden Arthritis spielen auch bei der Atherosklerose die Selek-
tine und Chemokine eine entscheidende Rolle [Bursill et al. (2004)]. Sie ist die Folge einer
Anreicherung von cholesterolreichen Lipoproteinen in der GefalRwand und der dadurch aus-
geldsten lokalen Entzindungsreaktion, was zu einer Invasion von Monozyten ins umgeben-
de Gewebe fiihrt. Oxidiertes Low Density Lipoprotein (ox. LDL) verursacht eine starkere Ex-
pression von P-Selektin, sodass die Gewebeinvasion hauptsachlich durch dieses vermittelt
wird. Verschiedene Untersuchungen konnten eine verstarkte Bildung von P-Selektin und an-
deren Adhasionsmolekulen (ICAM-1, VCAM-1) unter erhdhten ox. LDL-Mengen nachweisen.

Oxidativer Stress spielt ebenso bei der Entstehung diabetischer Gefdl3schdden (Angio-
pathie) eine entscheidende Rolle. Dieser entsteht durch dauerhaft erhdhte Glucosekonzen-
trationen, fihrt zu lokalen Entziindungen und somit zu einer Schadigung der Gefale. Auf-
grund des oxidierten Stresses exprimieren die Endothelzellen vermehrt Adhasionsmolekiile,
wodurch die Bindung und Transmigration von Monozyten ins Gewebe resultiert und beglns-
tigt wird.

Die Psoriasis ist die haufigste chronisch entziindliche Hauterkrankung, welche primar
T-Zell-vermittelt als Ursache eines reaktiven Autoimmunprozesses stattfindet. Durch Freiset-
zung von Zytokinen durch aktivierte T-Zellen kommt es zu einer starken Proliferation der
Keratinozyten und einer raschen Wanderung dieser aus dem Stratum basale, was zu einer

Parakeratose an der Oberflache flhrt. Dabei werden die Keratinozyten zusatzlich von Ent-
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zindungszellen begleitet, die Uber Zytokine (IL-2, -3, -5, -6, -8 und INF-y) und Chemokine
(CTACK, CCL27) die Entzlindung steuern [Campanati et al. (2007)].

Bei der atopischen Dermatitis spielen hautinfiltrierende T-Zellen ebenfalls eine entschei-
dende Rolle in der Pathogenese. Dabei unterscheidet sich das Zytokinprofil je nach Art der
Dermatitis — bei akuten Lasionen dominieren die Th2-zugeordneten Zytokine IL-4, IL-5 und
IL-13 wahrend bei chronischen Lasionen vorrangig das Th1-Zytokin INF-y zu finden ist
[Grewe et al. (1995)]. Darlber hinaus exprimieren dermale Endothelzellen in Bereichen
atopischer Lasionen vermehrt Adhasionsmolekile wie E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1
[Leung et al. (2003)]

Auch bei infektiosen Erkrankungen spielen Chemokine und ihre Rezeptoren
eine wichtige Rolle. Viele Viren entwickelten Strategien, um durch Neutralisation jeweils aus-
geschitteter Chemokine durch Bildung von Chemokin-bindenden Proteinen, Chemokin-
rezeptoren und Chemokinantagonisten die Chemokin-vermittelte Abwehrreaktion des Wirtes
zu storen [Luster (1998)].

2.1.3.5 Antiinflammatorische Strategien

Die Dysregulation der Selektine und Chemokine liegt vielen entzindlichen Erkrankungen
zugrunde. Fur die Intervention und somit zur Behandlung von akuten und chronischen Ent-
zindungsreaktionen gibt es verschiedene molekulare Ansatzmdglichkeiten. Zum einen kann
schon auf transkriptioneller Ebene in die Ubermafige Expression von Selektinen sowie wich-
tiger Chemokine durch den Organismus eingegriffen werden. Dies wurde z. B. durch den
Einsatz der siRNA (small-interfering RNA) [Kawakami et al (2007)] oder TFO (Triple-Helix-
forming Oligonucleotides)-Technik erreicht [Kautz et al. (2005)].

Andererseits flhrt eine Inhibierung der Aktivierung und Rekrutierung der Immunzellen auf
Proteinebene durch spezifische Antikorper, kleine nichtpeptidische Moleklle oder spezifische
Rezeptor-Antagonisten zu einer Stérung der Adhasionskaskade und somit zu einer vermin-
derten Immunreaktion am Entzindungsort. In der Vergangenheit wurden Effekte von Anti-
korpern zur Hemmung sowohl der Selektin- als auch der Zytokinfunktion in vitro und in vivo
bei verschiedenen entziindlichen Erkrankungen untersucht. Durch Blockierung der L-Selek-
tin-Funktion mittels monoklonaler Antikdrper in einem Ischamie- und Reperfusionsmodell des
Kaninchenohres wurde eine Abschwachung der Schaden erreicht [Winn et al. (1993)]. An
einem Ischamiemodell des Katzenohres konnte mit der Gabe von L-, E- und P-Selektin-Anti-
korpern eine Reduktion der GroRe des nekrotisierten Myokardareals gezeigt werden [Wey-
rich et al. (1993), Ma et al. (1993)].
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Inhibitorische Effekte auf Selektine zeigen darlber hinaus Oligosaccharide wie das Sialyl-
Lewis™ oder ahnliche, sialysierte und fucosylierte als auch sulfatierte Kohlenhydrate, wie z. B.
Dextransulfat oder Heparinabkdmmlinge. lhre breite Wirkung konnte in verschiedenen Ent-
ziindungsmodellen gezeigt werden [Nelson et al. (1993)].

Fur die Behandlung der chronischen Polyarthritis (rheumatoiden Arthritis) sind mittlerweile
mehrere Biologicals zugelassen, so z. B. der TNF-a-Rezeptor-Antagonist Infliximab, ein chi-
marer monoklonaler Antikorper, der mit grolRem Erfolg eingesetzt wird [Paleolog (2003),
Braun et al. (2003)]. Mit dem I6slichen TNF-a-Rezeptor Etanercept gibt es eine weitere Mog-
lichkeit der Behandlung, welcher auch bei der Psoriasis gute Erfolge erzielt, wobei er nicht
nur als I6slicher Rezeptor eine Wirkung ausibt, sondern ebenfalls regulatorischen Einfluss
auf die Expression bestimmter Chemokine (dem CCL27/CTACK) zeigt [Campanati et al.
(2007)]. Darlber hinaus bildet Efalizumab eine weitere Therapieoption der Behandlung. Die-
ser monoklonale Antikérper richtet sich gegen die CD11a-Untereinheit des LFA-1 von
T-Lymphozyten (Efalizumab [Ortonne et al. (2005), Li et al. (2009)]. Mit der Zulassung des
Ustikinumab steht ein monoklonaler, humanisierter IgG-1-Antikérper gegen die Interleukine
IL-12 und IL-23 zur Verfigung stehen, welcher eine Therapieoption zur Behandlung der mit-
telschweren bis schweren Plaque-Psoriasis darstellt [Leonardi et al. (2008), Papp et al.
(2008)]. Und mit dem Tocilizumab steht ein weiterer Zytokin-Inhibitor zu Behandlung der
rheumatioden Arthritis vor der Zulassung. Bei ihm handelt es sich um einen humanisierten,
monoklonalen Antikérper sowohl des l8slichen als auch des membrangebundenen |L-6-
Rezeptors [Plushner (2008)].

Durch den Einsatz von Chemokin-Antagonisten wird eine Beeinflussung der Chemokin-
regulation erreicht. Da Chemokine und ihre Rezeptoren spezifisch flir bestimmte Zelltypen,
immunologische Funktionen und auch physiologische Kompartimente sind, scheint die Anta-
gonisierung von Chemokinrezeptoren ein vielversprechender Ansatz zu sein, um selektiv
(immun)regulatorisch in das Entziindungsgeschehen einzugreifen. Virale Proteine stellen
dabei eine wichtige Gruppe natirlich vorkommender Chemokinrezeptor-Antagonisten dar.
Ein Beispiel eines solchen Antagonisten ist virales MIP-II (vVCCL2). Unter nattrlichen Bedin-
gungen ist vMIP-Il ein Chemokin des Karposi's-Sarkom-assoziierten Herpesvirus KSH/HHV-
8. Es weist am Chemokinrezeptor CCR3 agonistische (Zellen anlockende) und an den Re-
zeptoren CCR1, CCR2, CCR5, CXCR4 und XCR1 antagonistische Eigenschaften
(Rezeptorblockade) auf [Lindow et al. (2003), Luttichau (2008)]. In Untersuchungen stellte
sich heraus, dass vMIP-II die héchste Affinitdt zu CCR2 zeigt, gefolgt von CCR5 und CXCR4
[Kledal et al. (1997)]. Aufgrund seiner vielfaltigen Bindungseigenschaften wird vMIP-Il auch
als Breitband-Antagonist bezeichnet [KLedal et al. (1997), Rubant et al. (2006), Luttichau et
al. (2007)]. vMIP-Il ist in der Lage, die Th1-Zellmigration zu inhibieren und somit einen nega-

tiven Einfluss auf das Adhasionsverhaltens von Th1-Zellen auszutben [Lindow et al. (2003)].
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Dies fuhrt zur Verschiebung der von der Th1- zur Th2-vermittelten Immunantwort [Weber et
al. (2001)].

2.2 Liposomales Targeting

Die Entwicklung von sogenannten zielgerichteten Drug Delivery Systemen wird stetig
durch verschiedene medizinische und pharmazeutische Herausforderungen vorangetrieben.
Dabei handelt es sich um Systeme, die den Arzneistoff direkt an den gewlinschten Zielort
(Zellen, Gewebe, Organ) ,liefern“. So soll eine gleichzeitige Beeinflussung gesunder Zellen
vermieden werden, da dies die haufigste Ursache der unerwiinschten Nebenwirkungen ist.

Vor allem bei der Therapie von chronisch entzlindlichen Erkrankungen, bei denen durch
eine hohe Dosierung und langzeitige, systemische Anwendung von antiinflammatorischen
Wirkstoffen negative Nebeneffekte auftreten, kbnnte man von zielgerichteten Drug Delivery
Systemen profitieren.

Fir ein optimales Delivery System kénnen folgende Kriterien formuliert werden: Es garan-
tiert einen direkten Arzneistofftransport zum Wirkort, flir gesunde Zellen und Organe treten
bei der Anwendung minimale toxische Effekte auf, es treten keine gravierenden Bioinkompa-
tibilitaten auf und nach erfolgter Transportfunktion ist es metabolisier- und aus der Zirkulation
eliminierbar [Forsen et al. (1998)]. Da Liposomen im Vergleich zu anderen Carrier Systemen
meist aus naturlichen oder halbsynthetischen Lipiden hergestellt werden, entsprechen lipo-

somale Drug Delivery Systeme diesen Anforderungen [Gregoriadis (1976a+b)]

2.2.1 Probleme bei der Applikation von Liposomen

Durch ihre grofde Variabilitat der physikalischen Eigenschaften (z. B. Grofde, Lipidzusam-
mensetzung und Membranfluiditat, Oberflachenladung) zeichnen sich Liposomen fir die An-
wendung als in vivo-Transportvesikel besonders aus. Die Hauptkomponenten der Liposomen
(Phospholipide, Cholesterol) entsprechen den natirlichen Bestandteilen der Saugetierzell-
membranen. Daraus resultierend zeigen sie eine normale Metabolisierung, geringe Toxizitat
sowie Immunogenitat und eine gute Biokompatibilitdt bei der systemischen Applikation.

Zahlreiche, mit Erfolg durchgefuhrte in vitro- und in vivo-Untersuchungen sprechen flr
den Nutzen der Liposomen. So kénnen bspw. die Toxizitdt und somit unerwinschte Neben-
wirkungen durch die Einkapselung von Wirkstoffe in Liposomen reduziert werden [Hermann
et al. (1983), Bendas (2001)].
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Die systemische Applikation der Liposomen ist trotz aller glinstigen Eigenschaften fir ih-
ren Einsatz als Arzneistoffvehikel mit zahlreichen Problemen behaftet. Ein entscheidendes
Kriterium stellt die Seruminstabilitat dar, denn es gibt eine Vielzahl mdglicher Interaktionen
zwischen den Liposomen und Blutbestandteilen (z. B. Immunglobulinen, Komplementfakto-
ren, Gerinnungsfaktoren), welche einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilitat der Lipo-
somen auslben [Bonte et al. (1986)]. Dartber hinaus werden konventionelle Liposomen
kurze Zeit nach intravasaler Applikation zum gréften Teil in den Organen des Retikuloendo-
theliales System (RES), der Leber, Lymphknoten und Milz, wiedergefunden [Ellens et al.
(1981)]. Dies geschieht durch Adsorption verschiedener Serumproteine, sog. Opsonine, an
die Oberflache der Liposomen. Die Folge davon ist die Aufnahme durch Zellen des Monozy-
ten-Makrophagen-Systems (Makrophagen). Diese erkennen Liposomen und andere Partikel
aufgrund des Opsonisierungsmusters als fremd und eliminieren sie. Zur gezielten Ansteue-
rung anderer Gewebe wie peripherer Organe oder Tumoren muss zunachst diese RES-
Aufnahme unterdrickt werden, um die Verweilzeit der Liposomen im Blut zu verlangern.

Weiterhin sind Interaktionen der Liposomen mit den Serumlipoproteinen bekannt, die die
Liposomenstabilitdt reduzieren. HDL ist in der Lage nach Anlagerung aus der Liposomen-
bilayer bspw. Phospholipide zu extrahieren, woraufhin die Freisetzung (leakage) des einge-
schlossenen Materials durch die gestérte Membran folgt [TUmer et al. (1983), Scherphof et
al. (1978)].

Die Starke der Wechselwirkungen zwischen den Liposomen und den Serumkomponenten
wird von den physikochemischen Eigenschaften der Vesikel, z. B. GroR3e, Lipidzusammen-
setzung, Oberflachenladung und Lipidreinheit bestimmt [Yan et al. (2005)]. Der Einbau von
30 bis 50mol% Cholesterol in die Liposomenmembran kann die Serumstabilitdt erhéhen, da
sich dadurch die Packungsdichte der Lipide erhdht und die Interaktionen mit den Serumpro-
teinen reduziert werden [Kirby et al. (1980), Ellens et al. (1981), Tuimer et al. (1983)]. Dies
wurde in dem Praparat DaunoXome® umgesetzt, bei dem es sich um Daunorubicin-gefiillte
Liposomen handelt [Petre et al. (2007)].

Weitere Eigenschaften, die Einfluss auf die Serumstabilitdt haben, sind die Lipidreinheit
und die LiposomengroRe. SUV besitzen aufgrund ihrer geringen Grofie einen kleineren
Krimmungsradius im Vergleich zu LUV. Der dadurch bedingte negative Einfluss auf die
Lipidpackungsdichte fiihrt zu einer erhohten Instabilitat kleiner Liposomen im Serum [Allen et
al. (1985)]. Durch die Verwendung verunreinigter Lipide, ungesattigter Fettsduren oder un-
gleiche Fettsaurekettenldngen innerhalb einer Liposomenpraparation kommt es zu vermehr-
ten Membrandestabilisierungen oder verstarkter Opsonisierung und somit ebenfalls zu einer
verringerten Stabilitdt dieser Vesikel gegeniber Serumbestandteilen.

Die schnelle Aufnahme der Liposomen durch Makrophagen kann durch Modifizierung der

Liposomenzusammensetzung unterbunden werden. Die Hydrophilisierung der Liposomeno-
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berflache durch den Einbau von Monosialylgangliosid (GM1) oder Polyethylenglykol (PEG)
zur Vermeidung der Aufnahme durch phagozytierende Zellen fihrte Ende der 80er Jahre zur
Entwicklung sterisch stabilisierten, RES-vermeidender Liposomen, sog. Stealth-Liposomen,
mit langerer Zirkulationsdauer im Blutkreislauf [Maruyama (2002)] (siehe Abbildung 4). Es
bildet sich eine hydrophile Schutzschicht mit einer Schichtdicke von 4 bis 5nm auf der Lipo-
somenoberflache, wodurch elektrostatische als auch hydrophobe Interaktionen sterisch un-
terbunden werden [Woodle et al. (1994)]. In verschiedenen Studien wurden dabei die besten
Ergebnisse mit PEG-Kettenlangen von 2 kDa (45 Ethylenoxid-Einheiten) und einem Anteil
von 5mol% PEG-PE erreicht [Maruyama et al. (1991), Klibanov et al. (1991), Woodle et al.
(1994)]. Am haufigsten werden mittlerweile PEG-Derivate gesattigter Phosphatidyletha-
nolamine (PEG-PE) verwendet, wie z.B. das mMPEG20o_5000-DSPE [Papahadjopoulos
(1990)]. Diese Liposomen weisen eine Halbwertszeit der Blutverweildauer bis zu 24 Stunden
auf [Woodle (1993)]. Therapeutisch wurde dieses System im Préaparat Caelyx®, bei dem es
sich um Doxorubicin-geflllte, mMPEG,,00-DSPE-haltige Stealth-Liposomen handelt [Gabizon
et al. (2003), Soloman (2008)] umgesetzt.

Trotz langer Verweildauer der Liposomen in der Blutzirkulation wird die Wirksamkeit der
Liposomen durch die limitierte Extravasation bestimmt. Endothelzellen und die Basalmem-
bran fungieren als physiologische Barrieren, da sie einer ungehinderten Vesikelextravasation
entgegenstehen. Ausnahmen sind jedoch bestimmte pathologische Bedingungen (erhéhte
Endothelpermeabilitdt in Tumorgeweben und Entzindungsgebieten) sowie die morphologi-
schen Situationen in einigen Organen z. B. der diskontinuierliche, sinusoidale Kapillartyp und

das Endothels ohne Basalmembran in der Leber.

2.2.2 Modifizierungen der Liposomen

Im pharmazeutischen Bereich werden Liposomen als Wirkstofftrager eingesetzt. Dabei
konnen sie als Hilfsstoffe zur verbesserten Aufnahme von Wirkstoffen in bestimmte Zellen,
als Depot mit kontrollierter Freisetzung oder als Tragersysteme zur gezielten Organvertei-
lung (Targeting) dienen.

Sie besitzen gegenliber anderen Systemen, wie z. B. Nanopartikeln, eine héhere Akzep-
tanz durch ihre natirlichen und untoxischen Bausteine. Die wichtigsten Anwendungsgebiete
sind die parenterale und topische Applikation. Fir eine ideale Therapie ist es jedoch wichtig,
die Wirksubstanz selektiv zu den erkrankten Organen zu transportieren.

Bei der Anwendung von Liposomen als Arzneistoffvehikel kann zwischen einem indirekten
(passiven) und einem direkten (aktiven) Targeting unterschieden werden. Aus der Natur der

Liposomen als kérperfremde Strukturen ergibt sich die Hauptvariante des passiven Targe-
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tings, da sich diese in den Zellen des mononukleares phagozytares System (MPS) anrei-
chern, was man z.B. bei der Anwendung von Anti-Leishmaniose-Wirkstoffen bei einer
schwerwiegenden Infektion mit Befall von Leber und Milz [Gilbreath et al. (1985)] sowie zur
Aktivierung von Makrophagen in der Antitumortherapie [Fidler (1990)] ausnutzt. Weiterhin ist
ein passives Targeting durch das Kapillarbett der Lunge sowie das permeable Gefalisystem
einiger solider Tumore mdglich [Roberts et al. (1997)], da die meisten soliden Tumore ein
Gefallsystem entwickeln, das ahnlich wie bei den RES-Organen Licken aufweist (Licken
zwischen den Endothelzellen, fehlende Basalmembran, fehlendes umliegendes Muskelge-
webe). Durch diese kénnen Zytostatika-haltige Liposomen aus den Blutgefalien ins Tumor-
gewebe aufgenommen werden, was eine lokale Akkumulation der Liposomen in diesen Be-
reichen beginstigt [Maruyama (2002)]. Die erhdhte Permeabilitat der GefalRe wahrend einer
Entziindungsantwort tragt ebenfalls zu einer solchen Anreicherung der Liposomen in ent-
ziindeten Bereichen bei, so dass dies fiir die gezielte Anwendung antiinflammatorischer Arz-
neistoffe genutzt werden kann.

Dagegen bildet beim aktiven (direkten) Targeting die Funktionalisierung der Liposomen
mit spezifischen Liganden die Voraussetzung, sodass eine Anreicherung der Liposomen am
Wirkort Uber eine Bindung an Oberflachenstrukturen erfolgt. Durch Modifizierung der Eigen-
schaften der Liposomenmembran und der Beschaffung der Oberflache wird versucht, die
eingekapselten Substanzen zum Ziel zu bringen und sie direkt am Ort des Geschehens frei-
zusetzen. Durch die Kopplung einer Zielvorrichtung oder eines Homingligand an die Oberfla-
che der Liposomen kann eine erhdhte Spezifitat flr die Zielzellen erhalten (siehe Abbil-
dung 4) und somit ein hoherer therapeutischer Effekt erzielt werden [Allen et al. (2002)]. Ne-
ben der Verwendung von verschiedenen Ligandstrukturen stellt die Nutzung von Antikdrpern
die aussichtsreichste Strategie dar, da sie sich durch ihre hohe Spezifitdt und Affinitat zur
entsprechenden Zielstruktur und Biokompatibilitat auszeichnen. Diese Liposomen werden als
IL bezeichnet und seit den 80er Jahren intensiv erforscht.

Voraussetzung fir ein erfolgreiches Antikorper- oder Ligand-vermitteltes Drug Targeting
ist, Oberflachendeterminanten auf den Zielzellen zu finden. Diese Zielstrukturen sollten sich
qualitativ und quantitativ vom umliegenden Gewebe unterscheiden und ihre Expression ide-
alerweise nur unter pathologischen Bedingungen erfolgen, wie dies z. B. bei bestimmten Ad-
hasionsmolekulen in Entzindungsgebieten der Fall ist [Erhardt et al. (2004)].

Im Rahmen dieser Arbeit lag das Hauptaugenmerk auf dem E-Selektin als Zielstruktur auf
Endothelzellen, welches eine zeitliche sowie lokal beschrankte endotheliale Expression in

Entziindungsgebieten aufweist.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der moglichen Modifizierungen der Liposomenoberflache fiir ein
optimales Drug Targeting und zur Verbesserung der Bioverflgbarkeit und Zielorientiertheit
(aus [Molema et al. (2001)])

Ein erfolgreiches Targetieren der IL bedingt jedoch nicht automatisch einen therapeuti-
schen Effekt. Daflr ist die gezielte Freisetzung des liposomalen Wirkstoffes direkt am Bin-
dungsort z. B. mittels target-sensitiver Liposomen oder die Internalisierung der intakten Lipo-
somen und anschlieRende Freisetzung des liposomalen Inhaltes in der Zielzelle erforderlich,

was z. B. durch die Verwendung pH-sensitiver Liposomen erfolgen kann.

2.2.3 Target-Sensitivitat — gezielte Wirkstofffreisetzung an der Zelloberflache

Ende der 80er Jahre wurden von Ho et al. die sogenannten target-sensitiven IL entwickelt,
die zu einer gezielten Wirkstofffreisetzung nach bzw. durch Bindung an der Zielstruktur der
Zelloberflache fihren [Ho et. al. (1986), Ho et al. (1987)]. Die spezielle Mischung der Phos-
pholipide ermoglicht dabei eine ausreichende Stabilitat der Liposomen flir das Targeting so-
wie eine gezielte Destabilisierung der Bilayer ausgeldst durch die Bindung der IL an der Ziel-
struktur, was zur Freisetzung des liposomalen Wirkstoffes direkt am Bindungsort flhrt. Diese
Liposomenpraparation besteht aus einem ungeséttigtem Phospholipid, z. B. Dioleoyl-
Phosphatidyl-Ethanolamin DOPE als Hauptkomponente (siehe Abbildung 5), welches allein
die Tendenz zur Ausbildung inverser, hexagonaler Phasen (H,) zeigt und somit keine Fahig-
keit zur Bilayerausbildung besitzt [Lasic (1998), Ng et al. (2000), Funari et al. (2003)]. Wird
diesem ungesattigtem Phospholipid ein stabilisierendes Amphiphil zugesetzt, z. B. in Form

Lipid-assoziierter Antikdrper, formen sich bei der Praparation targetierbare IL. Durch laterale
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Diffusion der Stabilisatoren innerhalb der Phospholipid-Bilayer und durch konzentrationsab-
hangige Aggregation benachbarter Liposomen findet nach der Bindung dieser target-
sensitiven IL an der Zielzelle eine schnelle Destabilisierung und die Wirkstofffreisetzung aus
den Liposomen an der Oberflache statt [Ho et al. (1988), Pinnaduwage et al. (1992), Lasic
(1998)]. Die therapeutische in vivo-Applikation dieser target-sensitiven IL ist allerdings durch
die schnelle Eliminierung aus dem Blutkreislauf limitiert. Wie normale Liposomen werden
auch diese durch Opsonisierung sehr schnell durch das RES aus der Zirkulation entfernt und
erreichen somit nicht in geniigendem Ausmal} den Zielort. Eine Abschirmung durch den Ein-
satz eines gewissen Anteils von mPEG-DPPE (siehe Abbildung 5) ist somit essentiell, um
den zielgerichteten Transport einer ausreichenden Menge an Wirkstoff bis zum Ziel zu ge-
wahrleisten. Dieser PEG-Anteil fungiert gleichzeitig als zusatzliche stabilisierende Kompo-
nente auf die Liposomenbilayer [Ng et al. (2000)].

Target-sensitive IL stellen nicht nur ein effektives Transportsystem fiir antiinflammatori-
sche Substanzen dar, sondern kombinieren gleichzeitig eine zielgerichtete Akkumulation
dieser am gewilnschten Wirkort. Fir die zielgerichtete Freisetzung an der Oberflache der
Zelle ist allerdings eine Ausgewogenheit zwischen ausreichender Serumstabilitdt und mdégli-

cher target-sensitiver Destabilisierung der Liposomen essentiell.

o o
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0 |
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Abbildung 5: Chemische Strukturen des fusogenen DOPE und des stabilisierenden mPEG-DPPE
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2.2.4 pH-Sensitivitat — gezielte intrazelluldre Freisetzung des liposomalen Inhaltes

Die erfolgreiche Freisetzung des liposomalen Inhaltes nach Internalisierung in der Zelle
unterliegt ebenfalls bestimmten Voraussetzungen. Liposomen werden hauptsachlich Gber
Endozytose in die Zellen aufgenommen, wobei Bereiche der Plasmamembran als Endoso-
men abgeschnirt werden. Diese transportieren die darin eingeschlossenen Liposomen ins
Zellinnere. Im weiteren Verlauf des endosomalen Kreislaufs waren stabile Liposomen und ihr
Inhalt der Gefahr des Abbaus in den Lysosomen ausgesetzt, wodurch ihre gewlinschte, in-
trazellulare Wirkung verloren geht. Um diese lysosomale Degradierung zu verhindern, muss
eine rechtzeitige intrazellulare Freisetzung der liposomalen Wirkstoffe garantiert werden, was
zur Entwicklung sogenannter pH-sensitiver Liposomen flihrte [Connor et al. (1984)], Ellens et
al. (1984)].

Diese Liposomen sind bei neutralem pH-Wert stabil, reagieren allerdings mit einer Desta-
bilisierung der liposomalen Membran beim Absinken des pH-Wertes, wie dies bei der Azidifi-
zierung innerhalb der Endosomen als initialen Schritt der Degradierung des endosomalen
Inhaltes der Fall ist. Durch Fusion der Liposomen mit der Endosomenmembran setzen sie
ihren Inhalt vor Erreichen der spaten Endosomen bzw. der Lysosomen in das Zytosol frei
[Dizgunes et al. (1985)]. Diese Destabilisierung findet ebenfalls in aziden Umgebungen in
Tumorgeweben oder Entziindungsherden statt, in denen eine passive Anreicherung der Li-
posomen durch das RES stattfindet, sodass auch auf derartige Weise ein unspezifisches
Drug Targeting in diese Gewebe erfolgen kann [Nayar et al. (1985)].

Fur die Herstellung pH-sensitiver Liposomen kénnen verschiedene Lipide genutzt werden,
jedoch haben alle Mischungen die Gemeinsamkeit, sich bei physiologischen pH-Bedingun-
gen von 7,4 in einer lamellaren Phase anzuordnen und bei Senkung des pH-Wertes auf 5,5
bis 6,0 durch ladungsinduzierte Anderung der Molekiilanordnung zu destabilisieren. Bei den
meisten Untersuchungen bestehen die genutzten pH-sensitiven Mischungen hauptsachlich
aus dem fusogenen, zwitterionischen Phosphatidylethanolamin (DOPE) als Grundlipid und
einem variablen, sauren Amphiphil, welches durch seine im neutralen pH-Bereich vorhande-
ne Ladung die Bildung von stabilen DOPE-Liposomen fordert (siehe Abbildung 6). Da DOPE
im neutralen und saurem pH-Bereich eine konische Form besitzt und eher zur Ausbildung in-
verser, hexagonaler Phasen neigt, ist der Zusatz dieser amphiphilen Komponenten mit
schwach sauren Eigenschaften als Stabilisatoren der Phospholipid-Bilayer notwendig.

In den Anfangen der pH-sensitiven Liposomen wurden als Amphiphile z. B. Palmitoyl-
homocystein [Connor et al. (1984)], Olsaure [Dizgiines et al. (1985), Connor et al. (1986a)]
als auch das noch heute genutzte Cholesterol-Hemisuccinat (CHEMS) [Ellens et al. (1984),
Sudimack et al. (2002), Junior et al. [2007]] eingesetzt. Die unzureichende Serumstabilitat

bildete einen erheblichen Nachteil der dlsaurehaltigen Vesikel. Innerhalb von Minuten trat bei
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diesen in Gegenwart von Serum ein Grof3teil des Liposomeninhalts aus, sodass sie in vitro
unter physiologischen Bedingungen nicht fir den Transport von Wirkstoffen geeignet waren
[Connor et al. (1986b), Collins et al. (1989)]. Bei CHEMS hingegen zeigten sich diese Stabili-
tatsprobleme in Gegenwart von Serum nicht. Im physiologischen pH-Bereich von 7,4 besitzt
es durch seine negative Ladung eine grof3e Kopfgruppe (siehe Abbildung 6) und festigt somit
die lamellare Anordnung der DOPE-Molekiile durch Reduktion der intermolekularen Absto-
Rungen der DOPE-Kopfgruppen. Durch Absinken des pH-Wertes unter 5,5 liegt CHEMS al-
lerdings im protonierten Zustand vor und verliert damit seine Ladung, wodurch die Hydrati-
sierung der hydrophilen Kopfgruppe entfallt. Es fallt in seine invers-konische Form, dadurch
geht die stabilisierende Fahigkeit auf die DOPE-Bilayer [Ellens et al. (1984)] verloren und die
DOPE-Molekile ordnen sich in ihrer inversen, hexagonalen (H;) Phase an. Der Destabilisie-
rung der Liposomenmembran folgt abschlieRend die Fusion mit der endosomalen Membran,

wodurch der liposomale Inhalt freigesetzt wird [Lasic (1998), Peschka-Siss et al. (2003)]

= o ol
g 0-P-0 g >

DOPE

CHEMS

Abbildung 6: Chemische Strukturen des fusogenen DOPE und des pH-sensitiven CHEMS, welches nach
Protonierung zur Destabilisierung der Liposomenbilayer flhrt

Durch Abschirmung gegeniber dem Immunsystem mittels PEG-Ketten und die Kopplung
monoklonaler Antikdrper an diese Liposomen erhalt man ein System, welches die Vorteile
der IL mit der pH-sensitiven Freisetzung vereint. Somit zeigen sterisch stabilisierte pH-sensi-

tive IL eine Anreicherung am Wirkort sowie eine Wirkstofffreigabe im Zellinneren nach erfolg-
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ter Internalisierung, ohne dass der liposomale Inhalt der Gefahr der lysosomalen Degradati-

on ausgesetzt ist.

Die Kombination aus sterischer Stabilisierung der Liposomen durch den Zusatz von PEG,
der Target-Sensitivitdt oder pH-Sensitivitdt durch entsprechende Modifizierung der Lipidzu-
sammensetzung und die Nutzung geeigneter Zielsteuerungsmotive sind die grundlegenden
Voraussetzungen flr den erfolgreichen Einsatz von Liposomen als Drug Carrier Systeme.
Eine neue Herausforderung fir das liposomale Drug Targeting ist die liposomale Genthera-
pie, bei der Plasmide, Antisensenukleotide oder Gene in Zielzellen eingeschleust werden
sollen. Neben den genannten Aspekten kommt hierbei noch die ausreichende Beladung der

Liposomen mit den genetischen Materialien als kritischer Faktor zum Tragen.

2.3 Methoden der Gentherapie

Die Bekampfung der Ursachen von Erkrankungen und nicht nur deren Symptome ist ein
entscheidendes Ziel der pharmazeutischen Forschung. Seit Ende der 80er Jahre werden
groe Erwartungen in die Gentherapie als Behandlungsmethode schwerster Erkrankungen
gesetzt. Vielen Erkrankungen liegen genetische Defekte zugrunde, die entweder vererbt
werden (z. B. Enzymdefekte) oder im Laufe des Lebens durch Veranderungen im geneti-
schen Material entstehen (Tumore, AIDS).

Bei der somatischen Gentherapie versucht man, durch die genetische Veranderung aus-
differenzierter Gewebezellen (Kérperzellen = somatische Zellen) des Patienten, diese Krank-
heiten zu heilen. Dies kann durch das Hinzufligen von genetischem Material erfolgen, wel-
ches ein defektes Gen ersetzt, korrigiert oder inaktiviert oder sogar eine neue therapeutische
Funktion besitzt. Dabei werden nur erkrankte Zellen genetisch verandert [Morgan et al.
(1993)]. Es findet kein Eingriff in die Keimbahn statt, sodass Zellen, die an der Reproduktion
des Lebewesens beteiligt sind, nicht betroffen sind. Die Effekte der somatischen Gentherapie
bleiben somit auf den behandelten Organismus beschrankt, da die in die Zellen eingebrach-
ten Gene nicht vererbt werden. Die Therapie kann entweder in vivo durch Injektion des the-
rapeutischen Gens oder nach Isolation der Patientenzellen ex vivo erfolgen, wobei die Zellen
nach der Isolation kultiviert, in vitro transfiziert und diese modifizierten Zellen dem Patienten
wieder injiziert werden.

Anwendung findet die somatische Gentherapie in der Heilung von klassischen Erbkrank-
heiten, z. B. der zystischen Fibrose (Mukoviszidose) [Fuloria et al. (2000)], ADA-Defizienz
(Adenosin-Desaminase-Mangel) [Meier-Abt et al. (1996), Urmoneit (2001)], erworbenen ge-

netischen Erkrankungen (z. B. chronische Infektionskrankheiten [Blaese et al. (1992)], sowie
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multifaktoriellen genetischen Erkrankungen (Tumore, Herz-Kreislauferkrankungen [Meier-Abt
et al. (1996))).

Eine direkte Applikation von Plasmiden als hochmolekulare und polyanionische Molekile
war bisher jedoch nur in wenige Gewebe (Muskelgewebe [Budker et al. (1998)], Leber [Hick-
man et al. (1994)], Melanome [Yang et al. (1996)] erfolgreich. Die Aufnahme der DNA in die
Zelle ist auf direktem Wege kaum moglich, da die auRere Zellmembran ebenso wie die DNA
meist negativ geladen ist, was die AbstolRung des applizierten genetischen Materials zur
Folge hat [Bally et al. (1999)]. Daher wurden mehrere Methoden entwickelt, um die Aufnah-
me der Plasmid-DNA auf diesem Wege zu ermdglichen. Diese lassen sich in physikalische

und chemische Methoden sowie den Vektor-vermittelten Gentransport unterteilen.

2.3.1 Physikalische Methoden

Die meisten dieser Methoden sind nur unter in vitro-Bedingungen mdglich. Dazu zahlen
die ballistische Injektion mit Hilfe einer sog. ,gene gun®, wobei 1 bis 3um grolRe, mit DNA be-
schichtete Gold- oder Wolframpartikel auf die Zelle geschossen werden. Weitere physikali-
sche Verfahren sind die Elektroporation sowie die Mikroinjektion. Bei der Elektroporation wird
die zu Uibertragende DNA dem Nahrmedium zugefligt, welche die Zellen umgibt. Uber kurze
StromstoRRe werden die Zellmembranen destabilisiert, wodurch die Aufnahme der DNA in die
Zellen ermdglicht wird [Ahlén et al. (2007)]. Bei der Mikroinjektion erfolgt eine direkte Injekti-
on der DNA mittels einer Mikropipette in einzelne Zellen. Dabei werden gute Transfekti-
onsraten erreicht [Davis et al. (2000)]. Die starke Beschadigung des DNA bei der Elektro-
poration sowie der hohe Aufwand der Mikroinjektion limitieren allerdings diese beiden Me-
thoden.

Bei dem in vivo-Verfahren der direkten Injektion wird mit einer Injektionsnadel die nackte
DNA direkt in das Zielgewebe, v.a. Muskel und Haut, zur Produktion des gewinschten Prote-
ins appliziert. Allerdings ist noch nicht geklart, wie die DNA trotz Abstollung oder mdglicher
Immunreaktionen in die Zellen gelangt. Von Nachteil ist bei dieser Methode die schlechte

Steuerbarkeit der Integration und Expression [Nabel et al. (1993)].

2.3.2. Chemische Methoden
Ziel der chemischen Methoden der Gentransfektion ist es, negativ geladene DNA durch
den Zusatz positiv geladener Verbindungen zu neutralisieren und zu kondensieren, um somit

die Aufnahme in die Zelle zu erleichtern. Sowohl die Diethylaminoethyl(DEAE)-Dextran- als
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auch die Calciumphosphat-Methode kommen nur in vitro zur Anwendung [Pari et al. (1997)].
Dabei handelt es sich bei DEAE-Dextran um ein Kohlenhydratpolymer mit positiv geladenen
Diethylaminoethylgruppen. Der feine Niederschlag, der nach dem Zusammenfligen der DNA
mit DEAE-Dextran oder Calciumphosphat entsteht, wird in das Nahrmedium wachsender
Zellen gegeben. Uber Phagozytose gelangen diese Kondensate schlieRlich ins Zellinnere
[Loyter et al. (1982)].

Im weitesten Sinne kann auch die Transfektion mit Lipiden (Lipoplexe) oder Polymeren
(Polyplexe) zu dieser Gruppe gezahlt werden, jedoch werden diese in Kapitel 2.3.3.2 naher

erlautert.

2.3.3 Vektor-vermittelte Transportsysteme fiir eine optimale Gentherapie

Oftmals bedarf es entsprechender Hilfsmittel, damit das genetische Material in die ent-
sprechenden Zellen gelangt. Daflr ist der Einsatz geeigneter Carrier-Systeme nétig, um die
betroffenen Gewebe fir eine erfolgreiche systemische Gentherapie in effizientem MalRe zu
erreichen,

An die genutzten Vektoren werden verschiedene Anforderungen gestellt. Einen idealen
Vektor zeichnen folgende Eigenschaften aus: Er sollte fur die Zelle (ausgenommen Tumor)
nicht toxisch, nicht immunogen und nach Mdglichkeit bioabbaubar sein. Desweitern muss er
die DNA vor dem Abbau schiitzen, stabil wahrend der Lagerung und nach der Applikation
sein, sowie eine Zellspezifitat besitzen, um nur von den Zielzellen aufgenommen zu werden
und somit eine effiziente Genexpression zu erreichen [Huang et al. (1999)].

Nach der intravendsen Applikation erfolgt eine rasche Inaktivierung der Vektoren durch
Blutbestandteile, wie z. B. Serumproteine, Lipoproteine [Zelphati et al. (1998)], Opsonine
[Roerdink et al. (1983)], das Komplementsystem [Plank et al. (1996)], sowie Nukleasen und
durch Aufnahme der Liposomen durch das RES (siehe Kapitel 2.2.1) [Allen et al. (1991)].
Anionische Substanzen adsorbieren an der Oberflache kationischer Vektoren, wodurch sich
Aggregate bilden, die anschlieRend in ihre Bestandteile zerfallen und abgebaut werden [Li et
al. (1998), Li et al. (1999b)]. Bei der Behandlung von Krankheiten des retikuloendothelialen
Systems (RES; Leber, Milz, Lunge) kann man sich diesen Sachverhalt zu Nutze machen. Bei
den meisten anderen Indikationen ist dies jedoch eher ein Nachteil, da die Plasmide somit
den gewlnschten Wirkort nicht in gentigenden Konzentrationen erreichen, sodass zahlreiche
Hindernisse nach der intravendsen Applikation iberwunden werden mussen. Durch den Ein-
bau in geeignete Vehikelsysteme (Vektoren), welche mdglichst gezielt und effizient Uber
zelleigene Transportmechanismen, wie Endozytose, in die Zielzellen aufgenommen werden,

konnen diese Hindernisse Giberwunden werden.
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Durch die Kopplung von PEG wird eine langere Zirkulationsdauer [Orgis et al. (1999), Li et
al. (2005)] erreicht, woraus eine hohere Bioverfugbarkeit und Transfektionseffizienz resul-
tiert. Dartiber hinaus sind eine ausreichende Serumstabilitat sowie eine quantitative Aufnah-
me in die Zielzelle Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Gentherapie. Durch die Ladung,
ihre Zusammensetzung und eventuell vorhandene Zielsteuerungsmotive, welche eine Re-
zeptor-vermittelte Endozytose erméglichen, wird die Aufnahme der Vektoren beeinflusst.

Die genutzten Carrier-Systeme flr die Verabreichung des genetischen Materials kénnen

je nach Ursprung in virale und nicht-virale Vektoren eingeteilt werden.

2.3.3.1 Virale Vektoren

Die virale Gentherapie, bei denen Gene mit Hilfe rekombinanter Viruspartikel appliziert
werden, gehort zu den biologischen Vektorsystemen. Viren kdnnen als natirliche Genfahren
bezeichnet werden, die die Applikation von Genen im Laufe der Evolution immer weiter opti-
miert haben [Seet et al. (2002), Rosenkilde et al. (2008)]. Sie schleusen sich in die Wirtszel-
len ein, um sich in ihnen zu vermehren. Es liegt nahe, sich diese Fahigkeit fir die Genthera-
pie zu Nutze zu machen, wobei modifizierte Retroviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren
und Pockenviren Einsatz finden. Die zur Replikation benétigten viralen Plasmide werden
durch das therapeutische Gen ausgetauscht. Neben dem retroviralen Gentransfer, welcher
den Groliteil der klinischen Studien ausmacht (ca. 50%), wird der adenovirale Gentransport
nur in etwa 20% der Studien betrachtet. Dabei kénnen Adenoviren groRere DNA-Fragmente
(ca. 20 kb) aufnehmen, verglichen mit retroviralen Systemen. Darliber hinaus zeigen
adenovirale Vektoren héhere Gentransfereffizienzen und besitzen die Fahigkeit, auch sich
nicht-teilende Zellen zu infizieren [Edelstein et al. (2004)].

Bei der cystischen Fibrose wurden bspw. Versuche der Gentherapie mit einem Aerosol
durchgefiihrt. Dabei wurde das sog. Cystis Fibrosis Transport Regulation (CFTR)-Gen, wel-
ches fiir einen lonenkanal codiert, in einen Adenovirus verpackt und anschliefsend als Aero-
sol pulmonal appliziert. Das CFTR-Gen reguliert in der Lunge sowie im Gastrointestinaltrakt
den Transport von Chloridionen durch die Zellmembran von Schleimhautepithelzellen. Durch
den Gendefekt kommt es zur Eindickung des Sekrets in den Atemwegen. Allerdings wird die
Gentherapie durch den zahflussigen Schleim, der die zu transfizierenden Zellen der
Atemwegsepithelien bedeckt, stark limitiert. Dariber hinaus ist nur ein geringer Teil (ca. 2%)
der Zellen teilungsaktiv und somit fahig, das zugefuhrte Gen in ihrem Zellkern aufzunehmen,
was die Therapie zusatzlich stark erschwert [Fuloria M et al. (2000)].

Trotz guter Effizienz finden virale Vektoren in vivo eher selten Anwendung. Nachteile die-

ser Vektoren bestehen in der unzureichenden Sicherheit bei der Herstellung und Anwen-
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dung, die limitierende GroRe der therapeutischen Gene sowie der starken Gefahr von Ent-
zindungsreaktionen und der hohen Immunogenitat nach Applikation [Yang et al. (1994)].
Eine wiederholte Applikation kann aufgrund der primar verursachten Immunreaktion des
Kérpers auf die abgeschwachten Viren zu Komplikationen flhren [Fenske et al. (2002),
Breunig et al. (2008)]. Hinzu kommen die Mdglichkeit der zufalligen Integration viraler Gene
in das Gastgenom oder die Aktivierung zellularer Proto-Onkogene, die Gefahr der Muta-
genese sowie die mogliche Rekombination mit endogenen Viren und die daraus resultieren-
de Entstehung von genetisch veranderten replikationsfahigen Tochterviren [Sadelain (2004)].
Diese Einschrankungen der viralen Gentransportsysteme hinsichtlich Immunogenitat und
Toxizitat limitieren eine wiederholte in vivo-Applikation und macht sie zum Teil unmdglich.

Der Einsatz nicht-viraler Vektoren koénnte aufgrund des Fehlens dieser Gefahren eine
aussichtsreichere Alternative fir die Gentherapie darstellen [Felgner et al. (1987), Hyde et al.
(2000)].

2.3.3.2 Nicht-virale Gentherapie mittels chemischer Vektoren

Nicht-virale Vektoren besitzen langst nicht so gute Gentransfereffizienzen, dagegen sind
sie sicherer und einfacher in der Handhabung. Das Grundprinzip beruht bei diesen Syste-
men zumeist auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der negativen Ladung der
(Plasmid-)DNA sowie der kationischen Ladungen der Transporter (Nanopartikel, Polymere,
Lipide), wodurch sich Komplexe ausbilden [Felgner et al. (1997)]. Durch die Kondensation
der polyanionischen DNA mit den kationischen Substanzen bilden sich kompakte Strukturen
[Kabanov et al. (1995)], sodass durch diese Komplexierung der DNA-Fragmente eine syste-
mische Applikation mdglich wird. Je nachdem, welche Substanzen dafir verwendet werden,
bezeichnet man die daraus resultierenden Komplexe als: Lipoplexe (DNA/kationische Lipi-
de), Polyplexe (DNA/kationsches Polymer), Lipopolyplexe (DNA/Liposom/Polymer). An-
schliefend kann die kondensierte DNA mit weiteren (z. B. anionischen) Molekilen wie z. B.
Lipiden (SPLP, AVE) umhiillt werden, wobei die verwendeten Lipide i. d. R. als Liposomen
eingesetzt werden. Durch diese Modifizierungen, wie z. B. dem Einschluss in eine liposomale
Hulle oder auch durch Kopplung von Antikérpern, konnen diese Komplexe spezifiziert wer-
den, um einen optimalen Transport mit Schutz des genetischen Materials und eine zielge-
richtete Freisetzung am Ort des Geschehens zu erreichen. Dies flhrt zur Steigerung der Ef-
fizienz des nicht-viralen Gentransfers.

Der Anteil der Studien zum liposomalen Gentransfer ist allerdings im Vergleich zu den vi-
ralen Vektorsystemen mit 15% eher gering [Boulikas (1998)]. Neben Lipoplexen und

Polyplexen [Duncan et al. (2006)] kamen in unterschiedlichen Untersuchungen auch sog.
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,solid lipid nanoparticles® (SLN) [Li et al. (2005), Rudolph et al. (2004), Zwiorek et al. (2005),
Pedersen et al. (2006)], sowie kationische Liposomen [Gao et al. (1992)] und komplexere li-
posomale Transfersysteme, wie z. B. die sog. ,stabilized plasmid lipid particles* (SPLP) zum
Einsatz [Wheeler et al. (1999), Zhang et al. (1999)]].

Komplexe aus kationischen Lipiden und genetischem Material (Lipoplexe)

Forscher nutzen seit den spaten 70er Jahren Liposomen fir den Gentransfer [Fraley et al.
(1982)]. Nach der Einfihrung der kationischen Lipiden, welche mit DNA Komplexe bilden,
sah man in diesen eine Moglichkeit fir eine leichte und effiziente liposomale Genfreisetzung
und somit eine Alternative zu den viralen Vektoren [Felgner et al. (1987)]. Durch ihre positive
Ladung sind diese Lipide fahig, mit Plasmiden effizient Komplexe zu bilden und dariber hin-
aus die Bindung an Zellen mit einer negativen Oberflachenladung (Bsp. Endothelzellen) Gber
elektrostatischen Wechselwirkungen zu férdern [Matsui et al. (1997)]. AnschlieRend werden
diese Komplexe hauptsachlich durch Adsorptions-vermittelte Endozytose aufgenommen und
das genetische Material freigesetzt, wobei es bei den kationischen Lipiden zu einer Destabi-
lisierung der endosomalen Membran kommt. Weiterhin induzieren sie einen Austausch anio-
nischer Lipide, so dass es zu einem Wechsel der Lipide zwischen den Lipiddoppelschichten
(von einer in die andere) kommt. Dabei wird die DNA durch lonenpaarbildung aus kationi-
schem und anionischem Lipid in das Zytoplasma freigesetzt [Xu et al. (1996)].

Im Zytoplasma besteht jedoch die Gefahr, dass ungeschiitzte DNA durch Nukleasen (zy-
tosolische Nukleasen; HWZ 50 bis 90 Minuten) abgebaut wird, sodass sie auch nach der
Freisetzung aus dem Endosom geschuitzt werden muss. Dies ist aber fur die Aufnahme der
DNA in den Nukleus wieder von Nachteil, da sie fiir diesen Prozess wahrscheinlich frei vor-
liegen muss [Zabner et al. (1995)]. Eine Variante die DNA sowohl vor zytosolischen Nuklea-
sen zu schitzen als auch den Weg in den Kern zu ,ebnen®, kann z. B. durch die Verwendung
von PEI ermdglicht werden, welches einen gewisse puffernde Wirkung austiben kann, so-
dass Nukleasen aufgrund des nicht erreichten, optimalen sauren pH-Wertes inaktiv bleiben
[Breunig et al. (2008), Sonawane et al. (2003)].

Man nimmt an, dass die DNA Uber spezielle Transportprozesse [Ledley et al. (1995)] in
den Kern aufgenommen wird, da die Kernporen eine sehr geringe GrofRe (< 24nm) aufwei-
sen. Diese speziellen Transportmechanismen (lUber Kernlokalisationssequenzen (Nuclear
Localizing Sequences, NLS) gesteuert) konnte man auch fiir einen verbesserten Transport in
den Zellkern ausnutzen.

DOTMA wurde als erstes kationisches Lipid 1987 von Felgner hergestellt und seine

Transfektionseffizienz beschrieben [Felgner et al. (1987)]. Seit dem wurden immer wieder
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neue kationische Verbindungen synthetisiert, um auch Probleme wie Toxizitat, Seruminstabi-

litdt und Bioabbaubarkeit zu I6sen. Dabei erhielt man folgende kationische Strukturen:

- Cholesterolderivate, wie DC-CHOL
- Quartdre Ammoniumverbindungen, wie DOTMA, DOTAP, DDAB, DODAC, DOGS,
LPLL

Der Aufbau dieser Lipide ist gekennzeichnet durch eine positiv geladene Kopfgruppe,
welche meist eine quartare Ammoniumfunktion darstellt, und einem hydrophoben Molekdlteil.
Dabei sind der hydrophile und hydrophobe Teil Uber einen Linker miteinander verbunden,
der je nach Verbindung unterschiedlich ist. Im DOTMA besteht dieser Linker bspw. aus
Ethergruppen, im DDAB findet man eine Verlinkung Uber Stickstoff-Kohlenstoff-Bindungen
und im DOTARP ist es eine Esterfunktion [Chesnoy et al. (2000)]. Diese Unterschiede in der
Verlinkung fuhren auch zu Unterschieden in der chemischen Stabilitat, was sich allerdings in
einer besseren Bioabbaubarkeit sowie einer verringerten Toxizitat bemerkbar macht.

Um den DNA-Lipidkomplex (Lipoplexe) zu erhalten, wird das kationische Lipid meist im
Uberschuss eingesetzt. Der positive Ladungstiberschuss sowie die resultierenden Strukturen
konnten durch verschiedene analytische Methoden aufgeklart werden. Es erfolgt die Ausbil-
dung von heterogenen Komplexen, mit hochgeordneten, multilamellaren Strukturen aus
Lipiddoppelschichten und DNA-Einzelschichten [Radler et al. (1997)]. Die raumliche Struktur
der Lipoplexe gibt Anlass fir viel Diskussion. Bei der Strukturaufklarung wurden zylindrische
sowie flache lamellare Konstruktionen gefunden, es wurden aber auch Hexagonalstrukturen
[Koltover et al. (1998)] oder inhomogene Strukturen aus DNA, berzogen mit einer Lipid-
doppelschicht, sowie Liposom/DNA Aggregate gezeigt [Sternberg et al. (1994)].

Bei der Herstellung der Lipoplexe missen mehrere kritische Momente Uberwunden wer-
den, die Einfluss auf die Struktur der erhaltenen Lipoplexe haben, z. B. das optimale DNA-
Lipidverhaltnis [Xu et al. (1999)] oder die Reifung des Komplexes. Darlber hinaus spielen
die Auswahl der eingesetzten Lipide und der Zelllinie [Birchall et al. (1999)], die gewahlte
Konzentrationen und Inkubationszeiten der Komplexe auf die Zellen eine entscheidende Rol-
le fur den Erfolg der Versuche [Caplen et al. (1995)].

Bei Versuchen mit Lipoplexen zeigte sich jedoch eine schlechtere Transfektionseffizienz
verglichen mit viralen Vektoren. Es stellte sich heraus, dass diese durch die Zugabe von so-
genannten Helferlipiden, wie DOPE, DOPC, Cholesterol oder einer Kombination aus diesen
erhdht werden konnte. Jedoch gibt es keinen einheitlichen Zusammenhang, da dieser Effekt
auch von anderen Faktoren wie der gewahlten Zelllinie oder den Versuchsbedingungen
(Medium, Serumzugabe, in vivo- oder in vitro-Versuche) Uberlagert ist [Jarnagin et al.
(1992)].
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Das kaufliche Lipofectin® (Fa. Invitrogen) ist ein Beispiel fiir solch eine Ready-To-Use-
Mischung, welche aus DOTMA und DOPE besteht. Weitere Kombinationen, die als getrock-
neter Lipidfim oder als Lyophilisat verfiigbar sind, waren LipofectAMINE® (Fa. Invitrogen),
Trojene® (Fa. Avanti Polar Lipids) sowie Transfectam® und TransFast™ (beide von der Firma
Promega).

Trotz der jahrelangen Forschungen im Bereich der kationischen Lipide ist es noch nicht
gelungen, Verbindungen zu synthetisieren, die eine héhere Transfektionseffizienz aufweisen
als virale Systeme [Gaucheron et al. (2007)]. Aufgrund ihrer Ladung und Grél3e werden die
Lipolplexe sehr schnell aus dem Blutkreislauf eliminiert, so dass auch dieser Faktor dazu
fuhrt, dass nur ein Teil der applizierten Lipoplexe den Zielort erreicht [Fenske et al. (2002)].
Als Folge muss mehr Substanz appliziert werden, um eine therapeutische Wirksamkeit zu
erreichen. Dabei erweist sich jedoch die dosisabhangige Toxizitat der grofen, positiv gela-
denen Komplexe aus DNA und Lipid als ein deutliches Problem, was sich in Gewebeschadi-
gungen und Entziindungsreaktionen im Zielgewebe auflert. Charakteristisch sind Infiltrate
neutrophiler Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten, erhéhte Werte der pro-inflam-
matorischen Zytokine IL-6, TNF-a und IFN-y. Die Zytokinaktivierung fihrt im weiteren Verlauf
durch Transkriptionshemmung oder Apoptoseausldsung zu einer Inaktivierung der applizier-
ten Gene, wobei jedoch eine spezifische Immunantwort oder die Komplementaktivierung
ausbleiben [Scheule et al. (1997)]. Diese Erscheinungen treten nach der Applikation der
Komplexe auf. Werden die Komponenten separat injiziert, kommt es nicht zu diesen Toxizi-
tatsreaktionen [Li et al. (1999a)].

Neben der Synthese neuer und besser vertraglicherer, kationischer Lipide ist weiterhin die
Entwicklung von effizienten Vektoren ein Ziel, um das Problem der Toxizitdt zu l6sen.
Einen neueren Ansatz bildet die Anwendung von multivalenten kationischen Lipiden oder
bioabbaubaren, kationischen Polymeren (z. B. PEI), welche die Toxizitdt minimieren und die
Transfektionseffizienz steigern kénnen [Gaucheron et al. (2007), Breunig et al. (2008), Breu-
nig et al. (2007)].

Stabilized plasmid lipid particles — SPLP

Durch die Kombination der positiven Transfektionseigenschaften von Lipoplexen und der
Variabilitdt von Liposomen gelangte man Ende der 90er Jahre zu den sog. SPLP, den
»stabilized plasmid lipid particles* [Wheeler et al. (1999), Mortimer et al. (1999)]. SPLP be-
stehen aus einem Lipoplex-Kern, der von einer liposomalen Hiille umgeben wird. Sie kombi-
nieren die Eigenschaften der Liposomen mit der Transfektionswirkung der Lipoplexe und bie-
ten somit eine sichere und effektivere Méglichkeit des Gentransportes an. Gleichzeitig wer-

den die toxischen Eigenschaften der kationischen DNA-Lipid-Komplexe reduziert. Wheeler et
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al. gaben ihren Praparationen neben dem fusogenen DOPE zusatzlich noch ein PEG-
Ceramid als Grundlipid hinzu, um gleichzeitig eine Abschirmung gegenuber immunogenen
Angriffen nach der Applikation und somit eine Verlangerung der Zirkulationshalbwertszeit zu
erreichen. Daruber hinaus schitzt die liposomale Hulle das eingeschlossene Plasmid vor ei-
nem Abbau durch Serumnukleasen.

Aufgrund der Aggregationsneigung des negativ geladenen PEG-PE, welches in vielen li-
posomalen Systemen der sterischen Abschirmung dient, musste bei diesem System im Ge-
gensatz zu normalen, einfachen Liposomen ein PEG-Ceramid anstelle des PEG-PE einge-
setzt werden. Wahrend der Herstellung der SPLP wirde sich das Ladungsverhaltnis zwi-
schen DOTAP und der Plasmid-DNA durch das negative PEG-PE stark verandern. Die Nei-
gung von PEG-PE sich an DOTAP anzulagern stért die Bildung der Lipoplexe, sodass das
konventionelle PEG-PE einen entscheidenden, negativen Einfluss auf die Transfektionseffi-
zienz des entstehenden Systems zeigt [Hong et al. (1997)].

Allerdings wurde auch mit dem PEG-Ceramid-haltigen SPLP von Wheeler et al. nur ein
unzufriedenes Transfektionergebnis erreicht, sodass weitere Verbesserungen nétig waren.
Es stellte sich heraus, dass das Transfektionspotential der SPLP entscheidend von der Lan-
ge des PEG-Ceramids abhangig war. PEG-Ceramide mit kiirzeren hydrophoben Ketten nei-
gen schneller dazu, durch Dissoziation von der liposomalen Oberflache die Bilayer der SPLP
zu destabilisieren, wodurch eine bessere Aufnahme der eingeschlossenen Plasmid-DNA in
die Zielzelle ermoglicht wird [Zhang et al. (1999), Mok et al. (1999)]. Der Einsatz kurzkettiger
Ceramide kann allerdings wiederum zu einer unzureichenden Stabilitat fihren, was die
Transfektionseffizienz wiederum minimiert. Weitere Untersuchungen wurden mit PEG-
Derivaten unterschiedlicher Fettsdurekettenlange durchgefiihrt [Ambegia et al. (2005)]. Da-
bei stellte sich heraus, dass auch bei diesen PEG-Derivaten mit zunehmender Kettenlange
eine steigende Stabilitat und daraus resultierend eine langere Zirkulationshalbwertszeit so-
wie letztendlich eine bessere Genexpression verbunden ist. Der Zusatz eines geeigneten
PEG-Derivates bildet somit eine grundlegende Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Trans-
port der eingeschlossenen Plasmid-DNA in das gewinschte Zielgewebe wie z. B. Entzin-
dungsgebiete, Tumore oder Metastasen.

Die Genexpression erreichte im Falle von konventionellen, PEG-stabilisierten SPLP stets
hdéhere Ausmale verglichen mit nackter DNA oder Komplexen, allerdings ist sie fur einen
therapeutischen Erfolg immer noch zu gering [Tam et al. (2000)]. Ein Grund fir diese unzu-
reichende Transfektionsergebnisse ist die schlechte, intrazellulare Freisetzung des DNA-
Lipid-Komplexes aus den Endosomen [Sandhu et al. (2005)]. Durch die Aktivitat von Proto-
nenpumpen sinkt der pH-Wert innerhalb des Kompartiments auf einen pH von 5. Bei diesem
pH-Wert erreichen die Enzyme des Lysosoms ihr Optimum. Nach dem Zusammenschmel-

zen beider intrazellularer Kompartimente erfolgt die Degradation des Vesikelinhaltes (z. B.
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Abbau der DNA durch Nukleasen) [Zabner et al. (1995)]. Idealerweise sollte die DNA vor der
Azidifizierung und der lysosomalen Degradation aus dem Vehikel sowie dem Endosom frei-
gesetzt werden. In initialen Pilotexperimenten gelangte S. Kessner die Variation der Liposo-
menhdille unter Einsatz des Cholesterol-Hemisuccinat (CHEMS) zu pH-sensitiven SPLP oh-
ne Einfluss auf den einzuschlielfenden DNA-Lipid-Komplex [Kessner (2004)] (siehe Kapitel
2.2.4). Als Helferlipid fur die Fusion mit der Endosomenmembran diente, wie auch in ande-
ren Studien, das DOPE [Litzinger et al. (1992), Farhood et al. (1995)]. Diese SPLP mit ste-
risch stabilisierter, pH-sensitiver Liposomenhiille sollten den liposomalen Inhalt effektiv vor
der lysosomalen Degradation bewahren. Durch Ladungsanderung des CHEMS bei absin-
kendem pH-Wert sowie der Fusionsneigung des DOPE mit der Endosomenmembran sollten
die liposomal verpackten Lipoplexe verstarkt in das Zytoplasma gelangen.

Durch die Kombination der positiven Internalisierungseigenschaften liposomaler Systeme
gekoppelt mit geeigneten Zielsteuerungsmotiven [Weeke-Klimp et al. (2007)] und der Modifi-
kation der Liposomenzusammensetzung, welche eine pH-sensitive Freisetzung der Plasmid-
Lipid-Komplexe aus dem Endosom in das Zytoplasma zulasst, konnte eine héhere Transfek-

tionseffizienz erreicht werden [Kessner (2004)].

All diese Betrachtungen zeigen, wie umfangreich sich die Probleme bei der Entwicklung
eines optimalen, nicht-viralen Vektors gestalten, um solche ,Trojanischen Pferde“ noch
transfektionseffizienter und vertraglicher fiir die Zielzellen zu machen. Von einer klinischen

Anwendung sind diese nicht-viralen Systeme jedoch noch weit entfernt.

2.4 Ziel der Arbeit

Die Expression der endothelialen Selektine ist eng an das Entziindungsgeschehen ge-
koppelt. Daher stellt E-Selektin ein ideales Targetmolekdl fir eine gezielte Akkumulation von
sog. zielgerichteten Drug Delivery Systemen im Gefalisystem des Entziindungsgebietes dar.
Ein erstes Ziel dieser Arbeit war es, E-Selektin-gerichtete IL herzustellen und hinsichtlich
ihrer Targetbindungsfahigkeit unter geeigneten in vitro- und in vivo-Bedingungen zu untersu-
chen.

Da eine alleinige Akkumulation von IL am Ort des Entzindungsgeschehens noch keinen
therapeutischen Effekt garantiert, bestand ein weiteres Ziel dieser Arbeit in der Entwicklung
und Optimierung E-Selektin-gerichteter target-sensitiver IL. Diese sollten durch die extrazel-
luldre Freisetzung eines Chemokinantagonisten an der Endothelzelloberflache eine Akkumu-
lation dieses Antagonisten erreichen, wodurch die Abfolge der einzelnen Teilprozesse der

Adhasionskaskade von Leukozyten beeintrachtigt werden sollte. Hierflir war es notwendig,
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geeignete Zellsysteme flr die Wirkung des Chemokinantagonisten zu etablieren, um dann
die Effekte einer liposomalen Freisetzung zu quantifizieren.

In einem weiteren Ansatz sollten aufbauend auf dem vaskularen Targeting der Liposomen
am E-Selektin neue Prinzipien des Gentransports untersucht werden. Ausgehend von kon-
ventionellen SPLP sollten diese durch Antikérperkopplung zur Targetierung des E-Selektins
befahigt werden. Weiterhin sollte durch die Modifikation der Lipidzusammensetzung eine
pH-Sensitivitat erreicht werden, die eine verbesserte Plasmidfreisetzung nach der zellularen
Aufnahme gewahrleisten sollte.

Als Basis fir die Anwendung von E-Selektin-gerichteten Drug Delivery Systemen mussten
Voruntersuchungen zur Stimulierbarkeit, zum Ausmal} der E-Selektin-Expression und zur
Targetierbarkeit des E-Selektins an Endothelzellen (bEnd3) durchgefiihrt werden.

Aufgrund der perspektivischen Anwendung der target-sensitiven Drug Delivery Systeme
in vivo wurde die Targetierung der Liposomenpraparationen sowohl unter statischen Bedin-
gungen als auch unter dynamischen Scherflussbedingungen charakterisiert.

Die pH-sensitiven SPLP sollten dagegen primar an einem statischen Zellsystem naher un-
tersucht werden, wobei in initialen Untersuchungen gut zu transfizierende Karzinomzellen fir
die Optimierungsversuche zum Einsatz kamen, bevor das Potential dieser SPLP zur geneti-
schen Intervenierung an den schwer zu transfizierenden murinen Endothelzellen getestet
wurde. Nach diesen in vitro-Untersuchungen, sollten abschlieliende in vivo-Versuche am
Modell des entziindeten Mausohr die Transfektionsfahigkeit der pH-sensitiven SPLP unter
physiologischen Bedingungen klaren.

Durch Untersuchung dieser beiden sensitiven, liposomalen Systeme sollten zwei unter-
schiedliche Wege aufgezeigt werden, welche potentielle Ansatzpunkte fir die antiinflamma-

torische Therapie darstellen konnten.
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3. Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

3.1.1  Zellkultur

anti-biotin 1gG
anti-mouse CD62E IgG
anti-mouse CD62E IgG (PE-gelabelt)

CASY-Ton®-Lésung
Casy®cups

Cellstar® Gewebekulturflaschen
Cellstar® TC-Platten

Cellstar® Zentrifugenrdhrchen

Cryo 1°C Freezing Container

D-MEM (,high glucose*)
Deckglaschen, rund

Dimethylsulfoxid

EDTA-L6sung 0,2%

Einmalspritzen Injekt 10ml

FACS Clean™

FACS Flow™

FACS Rinse™

Falcon® 2054 Réhrchen

Fetales Kalberserum
FITC goat anti-rat IgG

L-Glutamin

hIL2 (rekombinant)

Holotransferrin (human)
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
BD Bioscience Pharmingen, Heidelberg

BD Bioscience Pharmingen, Heidelberg

Scharfer System GmbH, Reutlingen
Scharfer System GmbH, Reutlingen
Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen

Nalge Nunc International, Hereford, U.K.

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe

Labor- und Medizintechnik Dr. J. Rost, Leipzig
ACROS Organics, Geel, Belgien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Becton Dickinson Labware,Le Pont De Claix,
Frankreich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

BD Bioscience Pharmingen, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Fa. Boehringer
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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IL-1B

Immunglobulin G (human)

Kryoréhrchen PP

Monovette®-Serumrohrchen

MEM nicht-essentielle Aminosauren

NEA

PBS (mit Ca und Mg)

Penicillin-Streptomycin-Lésung

RPMI 1640-Medium

Sterilfilter
p-Slide |

TNF-a
Trypsin-EDTA-LOsung

6-Well-Platten (farblos)

96-Well-Mikrotiter-Platten (schwarz)
96-Well-Mikrotiter-Platten (farblos)

3.1.2

Ammoniaklésung (26 %)
AminO-PEGzooo-DSPE

Bovines Serumalbumin
Biotinylated-DPPE

Chemikalien und Materialien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen

Sarstedt AG&Co, Nirnbrecht

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Millipore GmbH, Schwalbach

ibidi®, Miinchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
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Calciumchlorid-Dihydrat
6-Carboxyfluoreszein
Chloroform

Cholesterol

Cyanurchlorid
DC-Chol/DOPE (DC30)
N,N-Diisopropylethylamin
DiO

DNFB

DOPE

DOPC

DOTAP

EDC

Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagens

HEPES (99,5%)
HOECHST 33342
HOECHST 33258
hP-Selektin

IgG (from human serum)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kunststoffpartikel

Kupfersulfat

Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Methoxy-PEGzooo-DPPE
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Merck KGaA, Darmstadt
ACROS Organics, Geel, Belgien
Riedel-de Haen, Seelze

Serva, Heidelberg

ACROS Organics, Geel, Belgien

Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Seelze
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland
Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland
ACROS Organics, Geel, Belgien

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
R&D Systems, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
AERES GmbH, Berlin

ACROS Organics, Geel, Belgien

Merck KGaA, Darmstadt
Avanti Polar Lipids, Alabaster, USA
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Natriumchlorid
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumazid

Natriumhydroxid
Natriumcitrat
Natriumdesoxycholat

Natriumtetraborat

Oktylglucosid

Phosphatstandard

Saccharose

Salzsaure

Schwefelsdure (95 bis 97 %)
Sepharose®4B

Servapor® Dialysiermembran
SPC

Trichloessigsaure

vMIP-I|

3.1.3 Gerite

Analysenwaage Sartorius
Autosizer

AxioCam MRc

Axiovert 25

Axiovert 200

Casy®1 Modell TT

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Janssen CHIMICA, Beerse, Belgien

Merck KGaA, Darmstadt

KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

Grissing Diagnostika Analytika, Filsum
KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Serva Electrophoresis, Heidelberg

Lipoid GmbH, Ludwigshafen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Cell Concepts GmbH, Umkirch, Deutschland

Sartorius AG, Gottingen
Malvern Instruments 2c
Carl Zeiss AG, Oberkochen
Carl Zeiss AG, Oberkochen
Carl Zeiss AG, Oberkochen

Scharfe System GmbH, Reutlingen
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Dialysekammer

Durchflussapparatur

Eppendorf-Schiittler

Extruder

FACS Calibur

Inverses Lichtmikroskop

Laborschuttler KS-15

POLARStar Galaxy

Pumpe ISM 796 (Walzenpumpe)

Rotationsverdampfer

Schuttler KS-15

Sonicator

Trockenschrank T 5042

Ultraschallbad Bandelin Sonorex

Ultrospec® (UV-Spektophotometer)

Zentrifuge Avanti™ J-25
Zentrifuge mini Spin

Zentrifuge Universal 32R Typ 1610
ultraZentrifuge Coulter Optima
LE-80K
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Eigenkonstruktion, Halle

Eigenkonstruktion, Halle

MLW Gerate, Medingen
Avanti Polar Lipids

BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg

Axiovert 200, Carl Zeiss, Deutschland

Johanna Otto GmbH, Hechingen

BMG Lab Technologies GmbH, Offenburg,

Deutschland

ISMATEC®SA, Glattbrugg-Ziirich,Switzerland

Rotavapor R, Biichi AG, Switzerland

Johanna Otto GmbH, Hechingen

Bandolin Sonopuls

Heraeus GmbH, Hanau

Bandeline electronic, Berlin

Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, UK

Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA, USA
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3.2 Liposomenpréaparation

Die Liposomen flr die Untersuchungen dieser Arbeit wurden nach zwei verschiedenen
Praparationsmethoden hergestellt, wobei der jeweilige Gesamtlipidgehalt und die Lipidzu-
sammensetzung je nach Fragestellung variierten.

Fur die target-sensitiven und target-insensitiven Liposomen wurde die Hydratationsmetho-
de angewandt, fir die Herstellung der sogenannten stabilized plasmid lipid particles (SPLP)

wurde die Detergenzmethode unter Verwendung einer Dialyseapparatur genutzt.

Zusammensetzungen der untersuchten Liposomen

target-sensitiv

DOPE 96 bis 98 mol%
mPEG-PE 1 bis 3mol%
Ankerlipid 1mol%
Farbstoff 0,5mol%

target-insensitiv

SPC 60 mol%
Chol 29,5mol%
mPEG-PE 5mol%
Ankerlipid 5mol%
Farbstoff 0,5mol%

Stabilized plasmid lipid particles (SPLP)

pH-sensitiv
DOPE 57mol%
CHEMS 38mol%
Cyanur-PEG-PE 4,75mol%
Farbstoff 0,25mol%
pH-insensitiv
DOPC oder DPPC 57mol%
CHEMS 38mol%
Cyanur-PEG-PE 4,75mol%
Farbstoff 0,25mol%
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3.2.1 Hydratationsmethode

Fur die Herstellung der Liposomen nach der Hydratationsmethode wurden die bendtigten
Mengen der in Chloroform geldsten Lipide in einem Rundkolben vermischt und anschlief’end
das Losungsmittel bei 35 bis 40°C am Vakuumrotationsverdampfer entfernt. Dabei bildete
sich ein Lipidfilm an der Glaswand, welcher fiir eine weitere Stunde unter Vakuum getrocknet
wurde. Nun folgte die Hydratation des Filmes mit der entsprechenden Menge des relevanten
wassrigen Dispersionsmediums, wobei die Verwendung von Glasperlen und mehrmaliges
Vortexen die Dispergierung des Lipidfilmes unterstiitzten.

Da sich die target-sensitiven Liposomen unter diesen Bedingungen nur ungeniigend form-
ten, wurde die Mischung einer Ultraschallbehandlung von drei Zyklen a 10 Sekunden unter-
zogen.

Nach Bildung einer homogenen Dispersion wurde die weitere Liposomenbildung durch ei-
ne maschinelle Schittelprozedur (100 bis 150 Schuttelbewegungen pro Minute) Uber einen
Zeitraum von 24 bis 36 h bei Raumtemperatur unterstitzt, wobei sich vorrangig multilamella-
re Vesikel (MLV) ausbildeten

Je nach Hydratationsmedium erfolgte im Anschluss eine Extrusion durch verschiedene
Polycarbonatmembranen definierter Porengrélie oder eine erneute Ultraschallbehandlung,
um aus den gebildeten multilamellaren Vesikel Liposomen einer Gré3e von 80 bis 150nm zu
erhalten.

Die target-insensitiven Liposomen ohne fluoreszierenden Inhalt wurden jeweils zehnmal
durch Polycarbonatmembranen absteigender PorengroRe extrudiert (Hand-Extruder). Es
wurde mit einer 200nm-Membran begonnen, darauf folgten 100nm und 50 nm-Membranen,
woraus Liposomenmischungen einer sehr engen Grofienverteilung resultierten.

Im Gegensatz dazu wurden die target-insensitiven mit fluoreszierendem, wassrigem Dis-
persionsmedium unter Eiskihlung mit Ultraschall behandelt, um Liposomen der gewtnsch-
ten Grole zu erhalten. In ahnlicher Weise, jedoch nicht unter Eiskiihlung, wurden die target-
sensitiven Liposomen homogenisiert, um eine gleichmagigere Verteilung der Vesikel zu er-
halten. Die so behandelten Liposomen zeigten allerdings keine so feine GroRenverteilung,

wie die extrudierten Praparationen.

3.2.2 Detergenzmethode

Da mit der Hydratationsmethode nur geringe Einschlusseffizienzen erzielt werden und
sich diese Methode weniger fur temperaturempfindliche Stoffe (Bsp. DNA) eignet, kam fur

den Einschluss der Plasmide die Detergenzmethode zur Anwendung.
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Bei dieser Methode wird der Lipidfilm mittels einer Detergenzldsung in Mizellen aufge-
nommen. In einer Konzentration von 0,2M wurde Oktylglucosid als Detergenz genutzt, wel-
ches anschlielRend durch Dialysieren aus der Lipidldsung entzogen wurde, wodurch sich die
liposomale Hille um den Lipid-Plasmid-Komplex legte und diesen einschloss. Die genutzte
Dialysiermembran Servapor® besaR eine PorengréRe von 25A, was nur den Durchtritt von
Stoffen mit einem maximalen Molekulargewicht von 14.000g/mol zulieR. In die Dialysekam-
mer eingespannt, kam es durch kontinuierliches Umspllen mit Puffer (150mM NaCl, 5mM
HEPES, pH 7,8) zum allmahlichen Auswaschen des Oktylglucosids aus der Lipidlosung.
Diese Prozedur verlief Uber einen Zeitraum von 48 Stunden, wobei nach 9 bis 12 Stunden
sowie nach weiteren 12 Stunden der Puffer durch frische Dialysierlésung ersetzt wurde. Die
Geschwindigkeit des umstromenden Puffers (250 ml/h), sowie die Dauer der Dialyse waren
fur die Einschlussmenge und die Liposomengréfie von entscheidender Bedeutung.

Im Vorfeld der Detergenzdialyse wurde das GFP-Plasmid mit einem kationischen Lipid
komplexiert. Zum Einsatz kamen das DOTAP und das DC-Chol, welches in einer Mischung
mit DOPE im Verhaltnis 30: 70mol% (DC30) genutzt wurde. Fur eine Gesamtlipidkonzen-
tration von 20 pumol/ml wurden 200ug GFP-Plasmid mit 1,2mg kationischem Lipid (DOTAP
oder DC-Chol (DC30)), entsprechend 1,94 umol, vereint. Nach einer einstiindigen Inkubation
in der sich der Komplex quantitativ bildete, wurde die Lé6sung mit den in 0,2M Oktylglucosid-
Lésung gelosten Lipiden (Konzentration 20umol/ml) vereint und in die Dialyseapparatur
pipettiert. Durch das kontinuierliche Umspllen des HEPES-Puffers Gber 48 Stunden wurde
das Detergenz aus der Lipid-Komplex-Mischung entfernt.

Im Anschluss wurden die gefillten SPLP direkt, d.h. ohne die von Wheeler praktizierte
Trennung der nichteingeschlossenen Plasmide durch eine anionische DEAE-Sepharose, mit-
tels Dichtegradientenzentrifugation von leeren Vesikeln abgetrennt. Wahrend die leeren
SPLP zwischen der 1%igen und 2,5%igen Saccharoseschicht zu finden waren, sammelten
sich in der Regel 90 % bis 95% der aufgetragenen SPLP-Menge zwischen den Schichten der
10%igen und 2,5%igen Saccharoselésungen an. Die voneinander getrennten Fraktionen
wurden anschlieflend vorsichtig mit einer feinen Pasteurpipette aus dem Zentrifugengefa®
entnommen. Es folgte eine erneute Dialyse der geflliten SPLP Uber 12 Stunden, um die
Saccharose aus dieser Fraktion zu entfernen, die leeren SPLP wurden verworfen. Nur die
Plasmid-enthaltenden Liposomen kamen zum Einsatz, welche durch nachfolgende Kopplung
mit entsprechenden Liganden versehen wurden.

Die Dichtegradientenzentrifugation kam allerdings nicht bei der Praparation der SPLP fur
die Transfektionsversuche an den bEnd3 zum Einsatz. Die SPLP-Ansatzmengen waren sehr
gering und dieser Zwischenschritt hatte zu einer zu grof3en Verdinnung im weiteren Prapa-
rationsablauf gefuhrt, woraufhin der Versuch an den Zellen mit einem zu grof3en, fur die Zel-

len nicht vertraglichen Volumen hatte durchgeflihrt werden missen. Da die Erfahrung zeigte,
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dass 90 bis 95% der Vesikel geflllt vorlagen, wurde auf die Dichtegradientenzentrifugation
verzichtet und der Anteil in der Berechnung der zum Einsatz kommenden Konzentrationen

berucksichtigt.

3.3 Kopplung von Liganden an die Oberflache von Liposomen

Zwei verschiedene Kopplungsmethoden kamen zum Einsatz, bei denen der verwendete
Ligand durch Ausbildung einer kovalenten Bindung an die Oberflache der Liposomen ange-
heftet wurde.

Beim Einsatz des Ankers N-Glut-PE erfolgte die Kopplung unter Ausbildung einer Carbon-
saureamid-Bindung nach Carbodiimid-Aktivierung bei neutralem pH-Wert, wahrend die An-
bindung Uber den Cyanur-Anker ohne zusatzliches Aktivierungsreagenz im basischen Be-
reich, pH 8,8 durchgefihrt wurde.

Unabhangig vom jeweils verwendeten Lipid-Anker wurde flr die Kopplung der Liposomen

ein molares Ausgangsverhaltnis Protein:Lipid von 1:1.000 gewahlt.

3.3.1 Praparative Darstellung des Lipid-Ankers Cyanur-PEG;qg0-PE
(Cyanur-PEGgooo-DSPE)

Die Herstellungsmethode von Bendas et al. diente als Grundlage fiir die Darstellung des
Cyanur-PEGy0-PE, wobei die Synthese etwas modifiziert wurde [Bendas et al. (1999)]. Als
Ausgangssubstanz diente das Amino-PEG,y,0-DSPE (DSPE-PEG,000-NH,), welches nur
noch in einem letzten Schritt mit Cyanurchlorid in Anwesenheit von N,N-Diisopropylethylamin
als Hilfsbase umgesetzt wurde. Uber diesen Cyanurchloridrest wurden die entsprechenden
verwendeten Proteine in einer Kopplungsreaktion durch nukleophile Substitution an den Li-
pid-Anker gebunden.

Fur die Synthese wurde ein Molverhaltnis der Ausgangssubstanzen Amino-PEGgq0-
DSPE, Cyanurchlorid und Hilfsbase von 1:1,5: 1 gewahlt. Dafur wurden 50mg Amino-
PEGg2000-DSPE (1mM) in 18 ml trockenem Chloroform geldst und daraufhin 5mg Cyanurchlo-
rid (1,5mM) sowie 2,3mg N,N-Diisopropylethylamin hinzugefugt. Nach einer Reaktionszeit
von 72 h bei Raumtemperatur unter Rihren wurde die quantitative Umsetzung dinnschicht-
chromatographisch auf Kieselgel-DC-Platten F,s4 mit dem FlieRmittelgemisch Chloroform/
Methanol/Wasser (64,5/35/0,5) unter den Bedingungen einer Kammersattigung Uberpruft.
Die Detektion erfolgte mittels Bromthymolblau und Molybdanldsung, wobei nach dem Be-

sprihen mit Bromthymolblau ein Trocknungsschritt der Platte nétig war, bevor zum spezifi-
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schen Nachweis der Phospholipide, sowie aller Phosphorsaurediester und Phosphorsaure-
triester die Platte mit Molybdanlésung impragniert wurde. Nach dieser Sprihreihenfolge wur-
den die Verbindungen als dunkelblaue Flecke sichtbar. Nach quantitativer Umsetzung wurde
das Chloroform am Rotationsverdampfer entfernt und der entstandene Lipidfilm mehrfach
gewaschen, bis die Hilfsbase vollstandig aus dem Reaktionsansatz verschwunden war. Der
trockene Lipidfilm des Cyanur-PEGyng-PE wurde abschlieRend in einer entsprechenden
Menge trockenem Chloroform geldst, sodass eine Stammlésung der Konzentration von
1 umol/ml resultierte.

Dieser in die Liposomen eingebaute Lipid-Anker wurde vor der Proteinkopplung durch ei-
ne pH-Wert-Erhéhung durch Gelchromatographie der Liposomen Uber eine Sepharose 4B-
Saule gegen einen Boratpuffer pH 8,8 als Waschpuffer aktiviert. AnschlieRend wurde die
entsprechende Menge an Protein bzw. Antikérper hinzugegeben und Uber einen Zeitraum
von 16 Stunden inkubiert [Bendas et al. (1999)].

Im Anschluss daran wurde der nicht gebundene Antikdrper durch eine erneute gelchroma-
tographische Trennung aus der Liposomendispersion entfernt. Bei diesem chromato-

graphischem Schritt wurde ein Puffer mit neutralem pH-Wert (pH 7,4) verwendet.

Zusammensetzungen der Sprihreagenzien

Bromthymolblau-Sprihreagenz

200mg Bromthymolblau
400mg Kaliumhydroxid
ad 1.000ml Wasser

Das Bromthymolblau wurde in wenigen Millilitern Ethanol geldst, das Kaliumhydroxid hin-

zugegeben und alles in 1.000 ml Wasser geldst.

Molybdanspray-Lésung

Lésung 1
312g konz. Schwefelsaure
10g Molybdantrioxid (MoQO3)
ad 250ml Wasser

Die konzentrierte Schwefelsaure wurde auf 250 ml Wasser verdiinnt, das Molybdantrioxid

hinzugefiigt und das Gemisch bis zum vollstandigen Auflésen des Molybdantrioxid gekocht.
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Lésung 2
125ml Losung 1
450mg Molybdanpulver

Das Molybdanpulver wurde der Lésung 1 hinzugefligt und das Gemisch 15 Minuten lang

gekocht. Nach dem Abkihlen wurde die Lésung filtriert und der Bodensatz abgetrennt.

Je 5ml der Lésung 1 und Lésung 2 wurden vermischt und mit 10ml Wasser verdinnt.

Dieses Gemisch war nach dem Abkuhlen als Spray einsatzfahig.

3.3.2 Verwendung des Lipid-Ankers N-Glut-PE (N-Glutaryl-DPPE)

Das Ankerlipid wurde von der Firma Avanti Polar Lipids bezogen und fiir die Stamml6-
sung in Chloroform ebenfalls in einer Konzentration von 1 umol/ml gelost.

Bei der Herstellung der Liposomen wurden Pufferldsungen mit einem pH-Werten von 7,4
genutzt. Vor der Kopplung fand eine vierstindige Aktivierung dieses Ankers bei Raumtempe-
ratur durch EDC (6 umol/10pumol Lipid) bei einem pH-Wert von 7,4 statt, wobei flr eine Kon-
zentration von 1 umol N-Glut-PE 6mg des EDC eingesetzt wurde. Nach Zugabe des Aktivie-
rungsreagenz wurde die Liposomenmischung flr sechs Stunden bei Raumtemperatur ge-
schittelt. AnschlieRend wurde die entsprechende Menge des zu koppelnden Proteins in
Form einer Lésung dazugegeben und fir weitere 12 bis 16 Stunden schiittelnd bei Raum-
temperatur inkubiert. Das nicht gebundene Protein wurde durch Gelchromatographie mit ei-
ner Sepharose® 4B-Saule abgetrennt und dabei die Liposomen mit einem Puffer eines
pH-Wertes um 7,4 eluiert.

3.4 Charakterisierung der Liposomen

3.41 GroBRenbestimmung

Die Grofie der Liposomen wurde mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
wahrend sowie nach der Liposomenpraparation kontrolliert. Dieses dynamische Streulicht-
verfahren ermoglicht die qualitative als auch quantitative Bestimmung der PartikelgréRen und
ihrer Verteilung. Fur die Bestimmung der Vesikelgro3e wurden je nach Konzentration der Li-
posomen 15yl bis 30yl in einer Kivette in 3ml sterilfiltriertem Puffer aufgenommen und an-

schlielRend vermessen.
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In drei Zyklen mit jeweils 10 Einzelmessungen wurde die dynamische Lichtstreuung durch
Erfassen der Intensitatsverteilung am Malvern Autosizer 2c gemessen. Dabei gilt der Poly-
dispersitatsindex (Pl) als MaR} flr die Breite der Verteilung. Diese lag bei den Liposomen-
proben je nach Zusammensetzung zwischen 0,100 und 0,250 lag, wonach die Liposomen-

dispersionen als monodispers bewertet werden konnten.

3.4.2 Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der an der Liposomenoberflache gekoppelten Proteinmenge wurde mit
einem modifizierten Peterson-Lowry-Assay durchgeflihrt, welcher auf einer Verknipfung der
Biuretreaktion mit der Folin-Reaktion beruht [Peterson (1977)]. Diese Kombination fiihrte zu
einer Erhéhung der Empfindlichkeit, da sich der unspezifischen Biuretreaktion eine Indikator-
reaktion anschloss. Desweitern wurde der Proteinanteil bei dieser Methode direkt bestimmt,
wobei die anwesenden Phospholipide zu keiner weiteren Stdérung fuhrten. Dabei bildete sich
im Alkalischen aus dem Kupfer-haltigem Biuretreagenz in Verbindung mit vorhandenem Ei-
weil} ein rot-blauer Komplex. In der anschlieBenden Reaktion wurde nach Zugabe des Folin-
Ciocalteu's Phenol-Reagenz durch das im Protein enthaltene Tyrosin die Phosphorwolfram-
und Phosphormolybdansaure reduziert.

Zuerst wurde eine BSA-Stammldsung hergestellt, welche durch Verdinnung auf einen
Bereich von 1 bis 12ug/ml fir die Erstellung einer Kalibriergerade diente. In Eppendorf-
gefallen wurden die BSA-Standard- und die Liposomenproben mit destilliertem Wasser ad
1ml aufgeflllt und anschlieRend mit 50l einer 0,3 %igen Natriumdesoxycholat-Lésung ver-
setzt und vermischt, was zu einer Lyse der Liposomen fiihrte. Nach einer Inkubation von
10 Minuten bei Raumtemperatur wurden 100l 70%ige Trichloressigsaure hinzugefugt und
erneut gut durchmischt. Bei 4°C wurden die Proben 20 Minuten bei 11.000 RPM zentrifugiert
und anschlieRend der Uberstand schnell dekantiert. Das Pellet wurde in 1ml der Lésung D
resuspendiert und erneut 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Zugabe
von 50ul Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagenz und eine Farbentwicklung des blaugefarbten
Komplexes bei Raumtemperatur fir 30 Minuten unter Lichtausschluss. Die Quantifizierung
der Farbung erfolgte durch Absorptionsmessung in einem UV-VIS-Spektrophotometer bei
750nm gegen die BSA-Standard-Reihe im Konzentrationsbereich von 0 bis 12ug Protein.

Eine Mehrfachbestimmung wurde durchgefuhrt.
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Zusammensetzungen der verwendeten Lésungen:

Lésung A
0,5¢ Kupfersulfat (CuSO4 x 5 H,0O)
19 Natriumcitrat (NazCgHs07 x 2 H,0)
ad 100ml Wasser
Lésung B
209 Na,COs3
49 NaOH
ad 1.000ml Wasser
Lésung C

Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagenz

Lésung D
49 Teile der Lésung B und 1 Teil der Lésung A

BSA-Standard-Lésung 200 ug BSA/ml
Natriumdesoxycholat-Lésung 0,3 %ig

Trichloressigsaure 70 %ig

Lagerung der Losungen bei 4°C.

3.4.3 Phosphatquantifizierung

Der Gesamtlipidgehalt einer Liposomenprobe wurde Uber den Phosphatgehalt mit Hilfe
des Bartlett-Assays bestimmt [Bartlett (1959)]. Fur die Bestimmung in der Probe war es es-
sentiell, die Phosphorsaureesterbindung vor der Messung zu spalten, woflr das entspre-
chende Kohlenstoffgrundgerist zerstort werden musste. Durch Zugabe von Perchlorsaure
wurde das Phosphat der Phospholipide zu Phosphorsaure oxidiert. Dieses Phosphat war
nun in der Lage, in dieser stark sauren L6sung in Gegenwart von Ammoniumionen mit Mo-
lybdansaure einen Komplex zu bilden, welcher sich bei niedrigen Phosphatkonzentrationen
I6ste. AnschlieRend wurde ein Reduktionsmittel hinzugegeben, wodurch sich das Molybdan-
blau bildete, welches wiederum photometrisch quantifiziert werden konnte. Als Kalibrierge-
rade diente eine Verdlnnungsreihe einer Phosphat-Standard-Lésung im Konzentrationsbe-
reich von 2 bis 65nM Phosphat. Die Standard- sowie die Liposomenproben wurden in den

entsprechenden Mengen in Mikroreagenzglaser pipettiert. Daraufhin wurden 200 ul 70 %ige
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Perchlorsaure hinzugefligt, die Glaser mit Aluminiumfolie verschlossen und die Proben 30
Minuten in einem Heizblock auf 180 bis 190°C erhitzt. Nach einer Abkihlphase von 15 Minu-
ten bei Raumtemperatur wurden 2ml Molybdatsaurelésung dazugegeben. Es folgte die Zu-
gabe von 250yl einer 10%igen frisch hergestellten Ascorbinsadurelésung und die Farbent-
wicklung durch ein erneutes Erwarmen der Proben fiir 10 Minuten im siedenden Wasser.
Nach dem Abkuhlen der Proben unter flieRendem Wasser wurden sie in Klvetten Uberfuhrt
und die Quantifizierung durch Absorptionsmessung bei 812nm als Mehrfachbestimmung
durchgeflhrt.

Zusammensetzungen der verwendeten Lésungen

Molybdat-Reagenz

2,29 Ammoniummolybdat ((NH4)sM0;024 x 4 H,0)
14,3ml konzentrierte Schwefelsaure
ad 100ml Wasser

Phosphat-Standard-Lésung 0,65mM (mmol/ml)
Ascorbinsaure-Lésung 10 %ig

Perchlorsaure 70 %ig

Lagerung der Lésungen bei 4°C.

3.4.4 Serumstabilitait

Die Untersuchungen der Serumstabilitdt wurden mit frischem, humanem Serum durchge-
filhrt. Fir die Gewinnung des Serum wurden Monovette®-Réhrchen der Firma Sarstedt ge-
nutzt. Durch Zentrifugation wurden die geronnenen festen Blutbestandteile abgetrennt und
anschliefiend das Uberstehenden Serum abgetrennt und bis zum Versuch im Kihlschrank
gelagert.

Die Liposomen wurden entsprechend des Kapitel 3.2 hergestellt, wobei als Fluoreszenz-
marker 6-CF eingeschlossen und seine Freisetzung durch Messung der Fluosreszenz im Po-
larstar (Em. 485nm, Ex. 520nm) verfolgt wurde.

Es wurden verschiedene Serumkonzentrationen (15%ig, 75%ig, 100 %ig) sowie der Ein-
fluss der gekoppelten Antikdrper untersucht. Als Referenzmedium diente PBS.

In die entsprechenden Wells einer schwarzen Greiner 96-Well-Platte wurden 100l des
Serums gewinschter Konzentration oder PBS vorgelegt, anschlieRend mit Hilfe einer Multi-

wellpipette die Liposomen in mehrere Wells einer Reihe gleichzeitig hinzugegeben und die
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Platte sofort der Messung zugefuhrt. Der Freisetzungsverlauf von 6-CF als Marker der Stabi-

litdat wurde Uber 24 Stunden fluoreszenzspektroskopisch verfolgt.

3.5 GFP-Transfektionsexperimente

3.5.1 Transformation kompetenter E. coli DH5a

Als Transformation wird die Ubertragung von freier, 16slicher Plasmid-DNA auf ein Emp-
fanger-Bakterium (E. coli) bezeichnet. Allerdings besitzen E. coli keine natirliche Transfor-
mationskompetenz und missen somit durch chemische oder physikalische Methoden kiinst-
lich kompetent gemacht werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten E. coli DH5a erhielten ihre Transformationskom-
petenz mit Hilfe eines chemischen Verfahren, bei dem eine Suspension von E. coli bei 4°C
mit Calciumchlorid-Lésung behandelt wurde. Danach konnten die kompetenten E. coli bei
—80°C gelagert werden, ohne ihre Transformationskompetenz zu verlieren.

Im Vorfeld wurden die Agar-Platten hergestellt, indem der nach dem Autoklavieren auf
45 bis 50°C abgekuhlte LB-Agar mit einer Ampicillinstammlésung (50mg/ml) auf eine Kon-
zentration von 50 ug/ml eingestellt wurde. Nach dem Ausgief3en lagerten sie bis zur Verwen-
dung im Kihlschrank.

Nach dem Auftauen der kompetenten E. coli DH5a erfolgte die Transformation mit dem
Plasmid pcDNA3-GFP (pcDNA3-pMCV1,4-GFP) durch ein Hitzeschockverfahren. Dafir
wurden 100l der E. coli-Suspension mit 1 pl einer Plasmidlésung (1 ng/pl) versetzt, 30 Minu-
ten auf Eis inkubiert und danach unverziglich 45 Sekunden lang in ein Wasserbad mit 45°C
gehalten, wodurch die Transformation begann. AnschlieRend lagerte der Ansatz erneut zwei
Minuten auf Eis, woraufhin 0,5ml 42°C warmes SOC-Medium in das Eppendorfcap pipettiert
wurden. Durch die nun folgende einstiindige Inkubation bei 37°C und 225
bis 250 RPM wurde die Bildung von B-Lactamasen angestoRen, die fiir das Uberleben der
E. coli auf dem ampicillinhaltigen Agar unentbehrlich waren. Danach wurden mit einem
Drigalskispatel jeweils 150l der Bakteriensuspension auf einer Agar-Platte mit Hilfe eines
DrehfulBes kreisformig verteilt. Die behandelten Platten wurden abschlieRend Uber Nacht (16
bis 18 Stunden) bei 37 °C inkubiert und bei Bedarf am nachsten Morgen zur weiteren Lage-
rung in den Kuhlschrank gelegt.

Fiar die Weiterkultivierung wurden die Kolonien ausgewahlt, die eine gleichmafig runde
Optik aufwiesen. Pro Platte wurden jeweils zwei Kolonien in ein Falconréhrchen mit 12ml
sterilem LB-Medium und 12pl Ampicillin (50mg/ml) durch Auspicken mit Hilfe einer Impfése

aus dem Agarboden Uberflhrt. Mit schrag befestigten Deckeln wurden die Falconréhrchen
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acht Stunden bei 37°C und 200 RPM geschdttelt. Nach dieser Zeit wurden die Bakterienkul-
turen in je einen sterilisierten 2-Liter-Erlenmeyerkolben gefullt mit 250 ml sterilem LB-Medium
und 250l Ampicillin geschuttet und diese fiir weitere 16 Stunden bei 37°C und 200 RPM
kultiviert. Am folgenden Tag konnte die transformierte bakterielle DNA in ausreichender

Menge isoliert werden.

3.5.2 Isolierung der bakteriellen Plasmid-DNA

Vor der Zentrifugation der Bakterienkultur als Vorbereitungsschritt fir die Isolierung der
DNA wurde bei der ersten Praparation ein Glycerolstock angelegt, aus dem fiir die folgenden
Praparationen geringe Mengen flir den Ansatz der Kulturen entnommen wurden, sodass die
Transformation der E. coli nur einmal durchgefiihrt werden musste. Fir die Herstellung eines
Glycerolstocks wurden 0,9ml der im 2-Liter-Erlenmeyerkolben befindlichen Loésung entnom-
men und mit 300l einer sterilen Glycerolldsung 60 % versetzt. Diese 1,2ml Lésung wurden
in ein Eppendorfcap gegeben und in flissigem Stickstoff gelagert. Es wurden mehrere Gly-
cerolstocks angefertigt.

Nach der Herstellung des Glycerolstocks wurde die verbliebene Menge der Bakterienkul-
tur 15 Minuten bei 4°C und 6.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet anschliefend in 10ml RNase-haltigem Resuspensionspuffer aufgenommen, bis zur
Homogenitat vermischt und in ein kleines 50ml Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt. Es folgte die
Zugabe von 10ml des Lysispuffer, woraufhin durch mehrmaliges Auf- und Abbewegen des
GefalRes gut gemischt und flinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Parallel dazu
wurden die Saulen durch Aufgabe und Durchflieen von 30ml des entsprechenden Puffers
fur den eigentlichen Isolierungsschritt vorbereitet.

Nach der funfminltigen Inkubation wurde die Mischung mit 10 ml Prazipitationspuffer ver-
setzt, erneut gut geschittelt und 10 Minuten bei 15.000 x g und Raumtemperatur zentrifu-
giert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig aus dem Zentrifugengefal entnommen
und auf die vorbereitete Saule pipettiert. Nachdem die Flussigkeit vollstandig durchgelaufen
war, wurde die nun mit der DNA beladene Saule mit 60ml Waschpuffer gespllt. Danach er-
folgte die Elution der DNA mittels des Elutionspuffers. Das DNA-haltige Eluat wurde in einen
kleinen Zentrifugenréhrchen aufgefangen, anschliefend mit 10,5ml Isopropanol (100 %ig)
versetzt und die Mischung 30 Minuten bei 15.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt und das DNA-Pellet mit 5ml Ethanol gewaschen. Eine abschlie-
Rende funfminutige Zentrifugation bei 15.000 x g und 4°C schloss sich an. Der Ethanol wur-

de verworfen, das reine DNA-Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und anschliel3end in 500
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bis 1.000ul Puffer aufgenommen (je nach Grofie des Pellets) und bis zum weiteren Ge-
brauch bei —20°C gelagert.

Mittels UV-Absorptionsmessung bei 260nm wurde nach jeder Isolierung die Konzentration
gemessen, wobei die Reinheit der Plasmidlésung durch den Quotienten E,0/E2g0 bestimmt
wurde. Dieser Quotient musste dabei einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 ergeben, um die

DNA-L&sung als rein zu bezeichnen.

3.5.3 DNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der eingeschlossenen DNA-Menge konnte mit Hilfe des Farbstoffs
HOECHST durchgefuhrt werden. HOECHST lagert sich dabei spezifisch an den Basen
Adenin und Thymin innerhalb der Desoxyribonucleinsaure an [Latt et al. (1976)].

Es standen zwei verschiedene HOECHST-Farbstoffe (33342, 33258) zu Verfigung, die in
Eingangsuntersuchungen miteinander verglichen wurden, um das fir dieses System emp-
findlichere Reagenz zu bestimmen. Zusatzlich wurde der Einfluss des ausgewahlten Deter-
genz Oktylglucosids auf die Messung untersucht. Aufgrund der zusatzlichen Ethoxygruppe
im Molekll des HOECHST 33342 besitzt dieses lipophilere Eigenschaften und kann so bei
einer Versuchsdurchfihrung ohne Detergenzzugabe besser durch die liposomale Membran
in das Vesikelinnere hindurch diffundieren.

Fur die Untersuchungen wurde eine Kalibriergerade im Konzentrationsbereich von 1 bis
100 ug/ml hergestellt. Von jeder Konzentration wurden je 100 ul pro Well einer schwarzen 96-
well-Platte pipettiert. Die gewahlten Proben wurden ebenfalls in den entsprechenden Kon-
zentrationen ad 100ul in die Wells gegeben. AnschlieRend wurde jedes Well entweder mit
100ul einer 0,2M OG-Losung (in HEPES-Puffer, 5mM) oder reinem HEPES-Puffer versetzt.
Die Zugabe der Oktylglucosidldsung lysierte die in den entsprechenden Wells enthaltenen
Vesikel, wahrend sie in den mit reinem HEPES behandelten Wells intakt blieben. Nach einer
Inkubation von 15 Minuten wurden in die Wells entweder 100ul einer HOECHST 33342-
oder 100pl einer HOECHST 33258-Losung pipettieren. Die Konzentrationen der beiden
HOECHST-Ldsungen betrug jeweils 10mM. Nach einer erneuten Inkubation von 30 Minuten

wurde die Fluoreszenz am Polarstar bestimmt (Ex. 355nm, Em. 460nm)
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3.6 Zellkultur

In Anlehnung an das murine in vivo-Entziindungsmodell (inflamed mice ear model) wur-
den fir die statischen und dynamischen in vitro-Untersuchungen zur Optimierung der Target-
sensitivitat die murine Gehirnkapillar-Endothelzelllinie (bEnd3) sowie murine Th1-Zellen aus-
gewahilt.

Zur Optimierung der Transfektionsversuche kamen darlber hinaus Zellen einer Ovarial-

karzinomzelllinie (A2780s — cisplatinsensitiv) zur Anwendung.

3.6.1 Kultivierung der bEnd3-Zellen

Fir die Kultivierung der murinen Gehirnkapillar-Endothelzellen wurde D-MEM (,high glu-

cose”) verwendet, welchem folgende Substanzen zugesetzt wurden:

10% inaktiviertes, fetales Kalberserum
1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um adharent wachsende Endothelzellen, welche bei
37°C, 5% CO,und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert wurden. Alle zwei bis drei Tage wurde das
Medium gewechselt, wodurch nicht mehr adharente, tote Zellen entfernt wurden.

Nach konfluentem Wachstum wurden die Zellen gesplittet, wobei die Zellen keine voll-
standige Konfluenz erreichen durften, da sonst der Anteil an abgestorbenen Zellen zu grol3
wurde. Die optimale Dichte der Zellen lag bei 80 bis 90%. Um die Zellen zu splitten wurde
das Medium aus den Gewebekulturflaschen abgesaugt, die Zellen mit einer geringen Menge
0,2%iger EDTA-LAsung benetzt und vierminltig bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurden
die Zellen aus der Kulturflasche herausgeldost und die Zellsuspension bei 4°C und 1.200
RPM fiir vier Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in fri-
schem Medium resuspendiert, die Zellzahl mittels Casy-Ton® bestimmt und daraufhin die
entsprechende Menge an Zellen enthommen. Je nachdem, ob es sich um eine Weiterziich-
tung handelte oder ein Zellversuch durchgefuhrt werden sollte, wurde eine entsprechende
Menge der Zellsuspension entweder auf neue Kulturflaschen oder auf 96-Well-Mikrotiter-

Platten verteilt.
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3.6.2 Kultivierung der Th1lF12-Zellen

Bei diesen Zellen handelt es sich um Suspensionszellen, die in RPMI 1640-Medium mit
folgenden Zusatzen bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit stehend kultiviert wurden:

10% inaktiviertes, fetales Kéalberserum
1% L-Glutamin
1% Penicillin-Streptomycin

1% nicht-essentielle Aminosauren

Daruber hinaus bendtigten diese Zellen rekombinantes humanes IL-2 als Wachstumsfak-
tor, welcher in einer finalen Konzentration von 5ng/ml dem Medium hinzugesetzt wurde. In
regelmafigen Abstanden von zwei bis drei Tagen wurden die Zellen in neue, mittlere Kultur-
flaschen umgesetzt. Dazu wurden sie in 50ml Falcon-Réhrchen Uberflhrt, bei 1.000 RPM fir
funf Minunten zentrifugiert und anschlieRend nach der Zellzahlbestimmung 7,5 x 10° Zellen

in frischem, vorgewarmtem Medium aufgenommen und weiter kultiviert.

3.6.3 Kultivierung der A2780s-Zellen

Die Zelllinie A2780 wurde aus einem humanen epithelialen Ovarialkarzinom gewonnen.
Bei den A2780s handelt es sich um die Cisplatin-sensitive Ovarialkarzinomzelllinie. Die Zel-
len wurden in RPMI1640-Medium mit folgenden Zuséatzen bei 37°C, 5% CO, und 95% Luft-
feuchtigkeit kultiviert:

10 % inaktiviertes, fetales Kalberserum
1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

Bei diesen Ovarialkarzinomzellen handelt es sich ebenfalls um adharent wachsende Zel-
len, bei denen der Mediumwechsel alle zwei bis drei Tage stattfand. Bei Erreichen einer un-
gefahr 90 %igen Dichte des Zellrasens wurden die Zellen in ahnlicher Weise wie die bEnd3
gesplittet. Daflr wurden die Zellen mit einer geringen Menge 0,2 %iger EDTA-L6sung be-
handelt und nach einer kurzen Inkubationsdauer von vier Minuten bei 37 °C und 5% CO, aus
den Gewebekulturflaschen herausgelost. Nach Zentrifugation der Zellsuspension wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet in frischem Medium aufgenommen. Nachdem die
Zellzahl mittels Casy-Ton® bestimmt wurde, konnten die gewiinschten Zellmengen aus der
Suspension entnommen werden und je nach weiterer Verwendung in neue Gewebekulturfla-

schen oder in 96-Well-Platten umgesetzt werden.
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3.6.4 Kryokonservierung und Revitalisierung der Zellen

Um Zellen dauerhaft aufzubewahren, wurden sie in einem Einfriermedium bestehend aus
10% (V/V) DMSO und 90% (V/V) FKS in flissigem Stickstoff bei —80°C gelagert. Das FKS
wurde dafir im Vorfeld durch Erwarmen auf 56 °C fur die Dauer von 30 Minuten inaktiviert.

Die Zellen wurden aus den Kulturflaschen gelést in Falconréhrchen Gberflihrt, zentrifugiert
und das Pellet anschlieRend in einer entsprechenden Menge Einfriermedium resuspendiert,
sodass eine Konzentration von 1 x 10° Zellen pro ml resultierte. Die Zellzahlbestimmung er-
folgte mittels CASY®1 Modell TT. Die Zellsuspension wurde anschlieRend auf Kryordhrchen
aufgeteilt, wobei in jedes Rohrchen 1ml eingeflillt wurde. Durch kontrollierte Kiihlung um
—1°C pro Minute durch Verwendung des Cryo 1°C Freezing Containers wurden die Kryo-
rohrchen Uber einen Zeitraum von vier Stunden langsam auf —80°C temperiert. Nach 24
Stunden erfolgte die Uberfiihrung in den Stickstofftank.

Zur Revitalisierung wurde der Inhalt der Kryoréhrchen bei 37°C im Wasserbad kurz er-
warmt. Der noch nicht vollstandig aufgetaute Inhalt des Cryoréhrchens wurde anschlie3end
rasch in 10ml vorgewarmtes Medium Uberfuhrt, um eine schnelle Verdinnung des toxischen
DMSO zu erreichen und in 1ml frischem Medium aufgenommen. Es schloss sich die
Zentrifugation von vier Minuten bei 4°C und die Aufnahme des Zellpellets in 1ml frischem
Medium an. Nach einer Zellzahlbestimmung mittels CASY®1 Modell TT erfolgte die Vertei-
lung der Zellsuspension auf Kulturflaschen, gefillt mit frischem Nahrmedium.

Im Gegensatz zu den bEnd3- und A2780s-Zellen, bei welchem kein weiterer Zusatz zum
Nahrmedium nétig war, wurde das Zellpellet der Th1lF12-Zellen nach dem Zentrifugations-
schritt bei 1.000 x g fir funf Minuten in frischem Medium unter Zugabe von 10 ul/10ml IL-2

als Wachstumsfaktor aufgenommen und in eine mittlere Zellkulturflasche tberfihrt wurde.

3.6.5 Ermittlung der Zellzahlen und ZellgroBen mittels CASY®1 Modell TT

Die Ermittlung der Zellzahl und der ZellgréRRe erfolgte nach der Zentrifugation mit Hilfe des
Gerates CASY®1 Modell TT. Nach Aufnahme des Pellets in 2ml frischem N&hrmedium wur-
den 20pl der Zellsuspension in 10ml steriffiltrierter CASY®ton-Lésung pipettiert. Pro Probe
wurden zwei Messzyklen durchgefuhrt, wobei die Zellsuspension mit konstanter Geschwin-
digkeit durch eine Kapillare gesaugt wurde.

Durch Anlegen einer Spannung Uber zwei Platinelektroden an der Kapillare handelt es
sich aufgrund der Fullung mit Elektrolytldsung um einen elektrischen Leiter mit konstantem
Stromfluss. Dieser besitzt dariiber hinaus einen definierten Widerstand. Uber die Anderung

des Widerstandes erfolgt wahrend der Messung die Ermittlung der ZellgréRe. Dabei fungie-
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ren intakte Zellen als Isolatoren, welche beim Durchtritt durch die Kapillare deren Quer-
schnittsflache minimieren und somit zu einem Anstieg des elektrischen Widerstandes flihren.

Als Mal des Zellvolumens dient dabei die Hohe der Widerstandsanderung.

3.6.6 Bestimmung der Wachstumsraten der Endothel- und Ovarialkarzinomzellen

Die Bestimmung der Wachstumsraten der Zellen bildete einen wichtigen Schritt als
Grundlage fir die Durchfliihrung der Transfektionsversuche. Daflir kam ein modifizierter
SRB-Assay zum Einsatz [Papazis et. al (1997)]. Dieser Assay stellte eine einfach durchzu-
fihrende und dennoch sehr empfindliche kolorimetrische Methode dar, wobei der Gesamt-
proteingehalt von Zellen mit Hilfe des Farbstoffs Sulforhodamin B bestimmt wurde. Dabei la-
gert sich dieser Farbstoff an die Zellproteine und kann nach einem abschlieRenden Wasch-
schritt durch die Absorptionsmessung bei 595nm quantifiziert werden, wobei zwischen der
Zellzahl und der Absorption ein linearer Zusammenhang besteht [Skehan et. al. (1990)]. Die
Wachstumsraten wurden sowohl fur die bEnd3 als auch flr die A2780s Uber einen Zeitraum
von sechs Tagen bestimmt. Die Zellen wurden dafiir in sechs transparente 96-well-Platten
bei 37°C und 5% CO, kultiviert, wobei die Zellzahlen pro Reihe variierten. Die Belegung der
Platten pro Reihe (A-G) pro Well betrug 500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000, 15.000 und 20.000
Zellen in 200 ul Medium. Die Belegung der sechs Platten jeder Zelllinie war gleich. Wahrend
der Kultivierung fand jeden Tag ein Mediumwechsel statt. Pro Tag wurde je eine Platte pro
Zelllinie weiterbehandelt, wobei am ersten Tag eine Wartezeit von drei Stunden sowohl fir
die bEnd3 als auch fir die A2780s eingehalten werden musste, um eine Adhasion der Zellen
zu gewahrleisten. Die Zellen einer weiteren bEnd3-Platte wurden nach 12 Stunden fixiert.
Danach folgte die weitere Platten-Praparation der Zellen beider Linien in Abstanden von 24,
48, 72, 96 und 120 Stunden nach dem Aussetzen der Zellen in die Platten. Dafiir wurde das
Medium entfernt und jedes Well mit 100 ul PBS gespililt. Es schloss sich die Zellfixierung an,
woflr in jedes Well vorsichtig 50l einer 10%igen TCA pipettiert wurden. Nach einer ein-
stindigen Inkubation der Platten bei 4°C wurde die TCA entfernt und daraufhin jedes Well
funfmal mit destilliertem Wasser gespult. Abschlieend trockneten die Platten Uber Nacht an
der Luft und wurden bis zur Farbung im Kihlschrank zwischengelagert. Diese Prozedur wie-
derholte sich jeden Tag fir eine weitere Platte. Nachdem alle Platten vorbereitet wurden, er-
folgte die Farbung. Daflr wurde in jedes Well 100 pl einer 0,4 %igen SRB-LAsung (in 1 %iger
Essigsaure) pipettiert. Nach einem Einwirkungszeitraum von 20 Minuten bei 20°C wurde
dieser Farbstoff entfernt und anschlieRend jedes Well fliinfmal mit 100l 1 %iger Essigsaure
gespllt. AbschlieBend erfolgte das Herauslésen des Farbstoffes aus dem Zellrasen durch

30-minltiges Schatteln in 200l 10mM TRIS und die Absorptionsmessung bei 590nm am
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Polarstar. Eine zusatzliche Messung bei 695nm wurde durchgefihrt (Hintergrundrauschen)

und dieser Wert anschliel3end von den erhaltenden Messwerten bei 590nm abgezogen.

3.7 Liposomales E-Selektin-Targeting

3.7.1 E-Selektin-Targeting in vitro unter statischen Bedingungen

Bei diesen Experimenten wurde das Targeting von anti-E-Selektin-gekoppelten IL unter-
sucht. Es wurden zum einen normale SPC-Liposomen verwendet, die mit unterschiedlichen
Ankern zur Antikorperkopplung versehen wurden. Zum anderen wurde die Bindungsfahigkeit
der target-sensitiven Liposomen untersucht, da die Bindung der initiale Schritt der Freiset-
zung des Liposomeninhaltes an der Zelloberflache darstellt.

Die Liposomen wurden daflr nach der Hydratationsmethode hergestellt, wobei die norma-
len SPC-Liposomen mit DiO und die target-sensitiven Liposomen mit Rhodamin-PE als lipo-
philen Farbstoff versehen wurden. Der Einbau der Farbstoffe in die Phospholipidbilayer er-
laubt die Quantifizierung der Bindung der Liposomen an der Zelloberflache.

Die Liposomen wurden wie unter 3.2.1 beschrieben hergestellt. Um den Liposomen ihre
Spezifitdt fur E-Selektin zu verleihen, wurde ein Teil der Liposomen mit einem anti-E-
Selektin-mAb gekoppelt, der andere Teil mit einem unspezifischen Protein versehen. So soll-
ten auch unspezifische Effekte beobachtet und bericksichtigt werden.

Die bEnd3 wurden zwei Tage vor dem Versuch in schwarze 96-Well-Mikrotiterplatten um-
gesetzt und kultiviert. Daflir wurden die Zellen mit EDTA aus den Kulturflaschen herausge-
I6st und in einer Menge von 26.000 bis 27.000 Zellen in 200 ul pro Well auf die Platten ver-
teilt. Nach 6, 18 und 30 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel, wobei das Medium vorsichtig
aus den Wells entfernt wurde und durch 200 pl frisches Medium ersetzt wurde.

Am Tag des Versuches erfolgte zunachst eine vierstiindige Stimulation der Zellen mit
IL-18 (10ng/ml) bei 37°C und 5% CO,. AnschlieRend wurde das IL-1B-haltige Medium ent-
fernt und neues Medium hinzugegeben, woraufhin die Liposomenzugabe in den entspre-
chenden Mengen ad 200yl erfolgte. Eine Inkubation von einer Stunde bei 4 °C schloss sich
an. Danach wurde die Liposomen-Medium-Mischung vorsichtig abgesaugt, jedes Well mit
100yl sterilem PBS-Puffer gewaschen, erneut mit frischem Medium gefullt und abschliel3end
der Messung am Polarstar (DiO: Ex. 485nm, Em. 520nm; Rhodamin: Ex. 520nm,
Em. 590nm) zugefihrt.
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3.7.2 E-Selektin-Targeting in vitro unter dynamische Bedingungen

Um Wechselwirkungen der target-sensitiven Liposomen mit den Zellen unter physiologi-
schen Flussbedingungen zu untersuchen, wurden Experimente mit Hilfe einer Durchflussap-
paratur durchgefihrt. Diese bestand aus zwei Kammern, die durch zellbewachsene Glas-
plattchen verschlossen werden konnten. So war das laminare Uberstrémen einer Zellschicht
mit Liposomenmedium unter gleichzeitiger mikroskopischer Auswertung mdglich.

Die Zellen wurden zwei Tage vor dem Beginn des Kammerversuches auf Glasplattchen
umgesetzt und bis zum Versuch auf diesen kultiviert. Daflir kam eine 6-Well-Platte zum Ein-
satz. Pro Well wurde mittels eines Mediumtropfens je ein Plattchen fixiert und dieses mit
50.000Zellen/50 yl Medium versetzt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension vorsichtig mit
weiteren 100yl Medium direkt auf dem Plattchen verdinnt und vorsichtig kreisférmig verteilt,
sodass das Plattchen flachendeckend mit der Zellsuspension benetzt wurde. Diese Prozedur
wiederholte sich fur alle Plattchen, woraufhin die Platte verschlossen und vorsichtig in den
Inkubator gestellt wurde, um ein Herunterlaufen der Zellsuspension und anschlieRendem Un-
terlaufen der Plattchen zu vermeiden. Die Plattchen wurden nun zwei Tage bei 37°C und 5%
CO; kultiviert, wobei nach sechs Stunden in jedes Well vorsichtig 3ml frisches Medium
pipettiert wurde. Ein weiterer Mediumwechsel folgte nach 12 und 24 Stunden, wobei das
verbrauchte Medium abgesaugt und durch 3ml neues ersetzt wurde.

Am Tage des Versuches erfolgte vier Stunden vor Beginn die Stimulation der ausgewahl-
ten Plattchen. Daflr wurde das Medium aus den Wells entfernt und anschlieRend mit 3 ml
IL-1B8 und TNF-a haltigem Medium (je 10ng/ml) gefiillt. Die unstimulierten Zellen wurden da-
gegen nur mit frischem Medium versetzt. Eine Inkubation von vier Stunden bei 37°C und
5% CO, schloss sich an. Nach dieser Zeit wurde das Stimulationsmedium entfernt, die Platt-
chen einmal mit Medium gespllt und anschliefiend vorsichtig in die Kammern eingespannt.
Bei den unstimulierten Plattchen war dieser Spllvorgang nicht nétig.

Die Liposomen wurden nun in einer Konzentration von 0,25 umol/ml Medium mittels einer
Walzenpumpe (Durchflussgeschwindigkeit 0,4 ml/min) in einem geschlossenen Kreislauf un-
unterbrochen uber einen Zeitraum von 60 Minuten Uber die Zellen gefuhrt, sodass sie in di-
rekten und kontinuierlichen Kontakt mit diesen treten konnten. Nach 15, 30 und 60 Minuten
wurde der Kreislauf fur einige Minuten unterbrochen, die Kammern mit Medium gespdlt und
die Bindung der Liposomen an den Zellen fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe des Axiovert
200 Fluoreszenzmikroskop festgehalten. Ein initiales Bild vor dem Versuch diente als Blind-

wert.
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3.7.3 E-Selektin-Targetierung in vivo

Diese Versuche wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Herrn Prof.
W. H. Boehncke in der Dermatologie des Klinikum der Johann-Wolfgang von Goethe-
Universitat Frankfurt von Dr. Ralf Ludwig durchgefihrt.

Bei diesen Untersuchungen wurde das entziindungsspezifische E-Selektin-Targeting von
anti-E-Selektin-gekoppelten SPC-Liposomen in einem geeigneten Mausmodell untersucht.

Die Liposomen wurden wie unter 3.2.1 beschrieben hergestellt. DiO diente als Fluores-
zenzlabel. Die Kopplung des anti-E-Selektin-mAbs erfolgte gemaf Kapitel 3.2., die Kopplung
von Albumin diente zur Herstellung von Blindliposomen, um unspezifische Effekte auswerten
zu kénnen.

Fir die Versuche wurden mannliche, 6 bis 10 Wochen alte Mause verwendet (Charles
River, Sulzfeld (Deutschland)) und wie folgt behandelt: Um eine allergene Kontaktdermatitis
(CHS — DNFB-induced contact hypersensitivity) zu erzeugen, wurde am ersten Tag 75l ei-
ner 0,5%igen DNFB-LAsung (2,4-Dinitro-1-fluorobenzen) auf den Riicken der Mause aufge-
tragen, wobei das DNFB in einer Mischung aus vier Volumenteilen Aceton und einem Volu-
menteil Olivendl geldst wurde. Durch diese Behandlung wurden sie gegenuber DNFB sensi-
bilisiert und reagierten nach weiteren vier Tagen durch erneutes Auftragen von 20ul einer
0,25%igen LAsung dieser Substanz auf das rechte Ohr in Form einer allergischen Kontakt-
dermatitis. Das Ohr zeigte eine Entziindung, welche von einer Schwellung begleitet wurde.
Das linke Ohr wurde mit dem gleichen Lésungsmittel onne DNFB behandelt und entwickelte
daraufhin keine Entziindung. Es diente somit als Kontrolle. Nach 24 Stunden wurden die
Ohrdicken an beiden Ohren und somit die Starke der Schwellungen am rechten Ohr vermes-
sen. Danach erfolgte die i.v. Injektion von 100 ul Liposomen (Konzentration 20 umol/ml) in die
Schwanzvene. Am darauffolgenden Tag wurde eine erneute Messung der Ohrdicken durch-
geflihrt, bevor die Mause getodtet wurden. Die Ohren wurden abgetrennt und anschlieRend
samtliches Gewebe einer Kryokonservierung in Tissue Tec bei —80°C unterworfen.

Um die Lokalisation der Liposomen zu untersuchen, wurde das Ohr- und Milzgewebe ge-

schnitten und anschliel3end fluoreszenzmikroskopisch betrachtet.

3.8 Optimierung des target-sensitiven Freisetzungsmechanismus

3.8.1 Praparation der Kunststoffpartikel als kiinstliche Targetzellen

Als kiinstliche Targetzellen fir die initialen Untersuchungen des target-sensitiven Freiset-

zungsmechanismus dienten Feststoffpartikel aus Melamin in den Grélke 0,25um, 0,83um
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und 7pum. Um den Liposomen auf der Oberflache dieser Partikel ein Target prasentieren zu
kénnen, wurden diese Partikel mit einer Bilayer Uberzogen, in welche Biotin-PE als Bin-
dungsziel fur die Liposomen verankert wurde. Neutralpartikel ohne Biotin an der Oberflache
wurden dabei als Vergleich genutzt, um unspezifische Adhasionsereignisse beriicksichtigen
zu konnen. Um die Partikel mit einer Bilayer Uberziehen zu kbnnen, mussten sie zuvor durch
kovalente Kopplung eines Lipidmonolayers hydrophobisiert werden. Dafiir wurde die ent-
sprechende Menge der Partikelsuspension zentrifugiert, der wassrige Uberstand verworfen
und das Partikelpellet anschliefiend in Methanol resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die-
ser Vorgang wiederholte sich. Danach wurden die Partikel zwei weitere Male mit wasserfrei-
em Chloroform gewaschen, woraufhin sie funktionalisiert werden konnten. Dafiir wurden sie
bei Raumtemperatur in trockenem Chloroform fiir ca. 16 Stunden unter Rihren mit Cyanur-
chlorid und N,N-Diisopropylamin aktiviert. Durch Zentrifugation wurde anschliefend das
Uberschissige Cyanurchlorid entfernt. Das Partikelpellet wurde in trockenem Chloroform
resuspendiert, mit DPPE und N,N-Diisopropylamin als Hilfsbase versetzt und Uber weitere
48 Stunden geschiittelt, woraufhin eine selektive Kopplung der DPPE-Aminogruppe an Cy-
anurchlorid stattfand. Somit wiesen die Alkylreste nach auf3en, wodurch sie den Partikeln die
hydrophoben Eigenschaften verliehen. Durch erneute Zentrifugation wurde Uberschissiges
DPPE und N,N-Diisopropylamin abgetrennt. Das Partikelpellet wurde zweimal in Methanol
gewaschen, bevor es in wassriges Medium Uberfihrt wurde. Diese Suspension hydrophobi-
sierter Partikel konnte anschlielfiend mit einer weiteren lipophilen Schicht iberzogen werden:
Um Biotin-haltige Partikel zu erhalten wurden die hydrophobisierten Partikel mit einem ca.
10- bis 50-fachen Uberschuss (bzgl. der DPPE-Menge, die bei der Hydrophobisierung ge-
nutzt wurde) an ca. 100nm grofRen Liposomen der Zusammensetzung SPC/Chol/Biotin-
DPPE (60/30/10mol%) versetzt und 48 Stunden geschittelt, wodurch ein Teil dieser Lipo-
somen zu einer dichten Bilayer auf den Partikeln fusionierten. Fur die Neutralpartikel wurden
Biotin-DPPE-freie Liposomen der Zusammensetzung SPC/Chol (70/30mol%) genutzt.
Abschlielend wurden die Partikel erneut zentrifugiert, um sie vom Liposomenuberschuss
abzutrennen. In isotonischer 0,9 %iger NaCl-Losung resuspendiert standen sie fur die Versu-

che zur Verfugung.

3.8.2 Target-sensitive Freisetzung des liposomalen Inhaltes unter statischen

Bedingungen

Die Liposomen fir diese Versuche wurden mittels Hydratationsmethode hergestellt. Es
kamen target-sensitive Liposomen (DOPE/mPEG-PE/NGPE) mit unterschiedlichen mPEG-

PE-Anteilen (1mol%, 2mol%, 3mol%) zum Einsatz. Als Hydratationsmedium wurde eine
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0,02M 6-CF-Ldsung verwandt, wobei im weiteren Praparationsverlauf die Liposomen einer
Ultraschallbehandlung zur Homogenisierung unter Eiskiihlung unterzogen wurden. Anschlie-
Rend wurden die Ansatze geteilt und jeweils mit anti-Biotin oder IgG gekoppelt, um wiederum
unspezifische Effekte in die Betrachtungen mit einbeziehen zu kénnen.

Die Versuche wurden in schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Die Basis pro
Well bildeten 100l PBS-Puffer oder 100l Serum (unterschiedlicher Konzentration: 15 %,
75% oder 100%). Anschlielend wurden in jedes Well die Partikel und nachfolgend die Lipo-
somen mit Hilfe einer Multi-Well-Pipette gegeben. Die Platte wurde unverziglich der Mes-
sung am Polarstar zugefihrt. Durch Detektion der Fluoreszenz des 6-CF (Ex. 485nm,
Em. 520nm) im Medium wurde die Freisetzung in Abhangigkeit der Zeit iber 24 Stunden

beobachtet. Blindversuche wurden durchgefiihrt.

3.8.3 Dynamische Untersuchungen der target-sensitiven Freisetzung des

liposomalen Inhaltes

In Erganzung der statischen Freisetzungsversuche wurden Untersuchungen unter physio-
logischen Flussbedingungen durchgefihrt, wobei die Freisetzung von 6-CF aus target-sen-
sitiven Liposomen nach Kontakt mit stimulierten bEnd3 verfolgt wurde. Diese Versuche wur-
den erneut mit Hilfe der Doppelkammer-Durchflussapparatur durchgefihrt, wobei die Erfas-
sung der zunehmenden Fluoreszenz des freigesetzten 6-CF wiederum aus dem Medium
heraus spektrometrisch Uber einen Zeitraum von 24 Stunden erfolgte.

In Anlehnung an die Bindungsversuche unter physiologischen Bedingungen wurden die
Zellplattchen fur diese Experimente vorbereitet.

Als Hydratationsmedium bei der Liposomenherstellung diente wiederum eine 6-CF-
Losung. Nach Homogenisierung der Liposomen wurde der Ansatz geteilt und je ein Teil mit
anti-E-Selektin oder IgG gekoppelt.

In einer Konzentration von 0,25umol/ml Medium wurden die target-sensitiven Liposomen
mittels einer Walzenpumpe (Durchflussgeschwindigkeit 0,4 ml/min) in einem geschlossenen
Kreislauf ununterbrochen Uber einen Zeitraum von 24 Stunden Uber die Zellen gefiihrt, so-
dass sie in direkten und kontinuierlichen Kontakt mit diesen treten konnten. Nach 30, 60, 90,
120 Minuten sowie nach 12 Stunden wurde der Kreislauf kurz unterbrochen und mit einer Pi-
pette zwei Mal 100 ul der Liposomen-Medium-Mischung aus dem jeweiligen Vorratsgefall der
Kammern enthnommen, diese in zwei Wells einer schwarzen Mikrotiterplatte gefullt und die
Fluoreszenz des freien 6-CF am Polarstar gemessen. Nach der Messung wurde die Mi-

schung wieder in das Vorratsgefal® zurickgegeben und der Kreislauf wieder in Gang gesetzt.
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Zusatzliche Messungen wurden vor Beginn des Versuches (Start- bzw. Blindwert) sowie ab-

schliefend nach 24 Stunden durchgefiihrt.

3.9 Beeinflussung des Adhasionsverhaltens der Th1-Lymphozyten an bEnd3

Bei weiterfiihrenden dynamischen Experimenten wurde die Beeinflussung des Adhasions-
verhaltens von Th1IF12-Zellen an bEnd3 durch Freisetzung des vMIP-lI-haltigen Inhaltes
aus target-sensitiven Liposomen untersucht.

Diese dynamischen Freisetzungsuntersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit der Ar-
beitsgruppe um Prof. H. H. Radeke des pharmazentrums frankfurt (Immunologie) durchge-
fihrt. Im Rahmen dieser Versuche kamen p-Slides der Firma ibidi® zu Anwendung. Dabei
handelt es sich um Einmal-Durchflusskammern aus gasdurchléssigem, biokompatiblem und
v. a. optisch hochwertigem Kunststoff [Horn (2006)], die sich ideal zur Funktionsanalyse le-
bender Zellen eignen. Dieses System ermoglicht wahrend des Versuches eine hochauf-
geldéste Betrachtung des Verhaltens der kultivierten Endothelzellen mit einem inversen Mik-
roskop. In den Kunststofftrager ist ein 400um hoher und 5mm breiter Kanal eingebettet, an
dessen Seiten sich zwei Reservoire befinden.

Zur Kultivierung wurde die Endothelzellsuspension in die u-Slides eingefiillt, woraufhin die
Zellen auf der Oberflache im Kanal adharierten. Nach Erreichen des konfluenten Wachstums
wurden sie direkt in diesem Kultivierungssystem stimuliert und anschlieRend die Versuche
direkt in den Slides durchgefihrt. Durch das Anschlielien einer Pumpe konnten auch bei die-
sem System definierte Fliisse erzeugt werden, was die Untersuchung von Effekten zwischen
Liposomen und Endothelzellen unter physiologischen Scherflussbedingungen ermdglichte
[Radler et al. (2005)]. Ein Infusor Ubernahm dabei die Aufgabe der Pumpe, in welchem das
Puffer-Reservoir in Form einer Glasspritze eingespannt wurde (siehe Abbildung 7). Durch die
Entleerung der Spritze mit kontinuierlichem Druck wurde eine physiologische Scherflussge-
schwindigkeit erzeugt, mit welcher die Th1-Lymphozyten Uber die Endothelzellen flossen.

Aufgrund der geringen GroflRe des Kanals wurden nur geringe Volumina bendtigt. Der Ein-
satz geringer Stimulations- sowie Liposomen-Medium-Gemischmengen fiir die Versuche er-
wies sich hinsichtlich der Kostenintensivitat der Antikérper (anti-E-Selektin) und der Peptide
(vMIP-1l, SDF-1) als sehr vorteilhaft.

Die digitale Aufnahme der Versuche und somit eine genaue Software-gestiitzte Auswer-
tung von Roll- und Adhasionsereignissen der Th1-Zellen an den Endothelzellen wurde durch
eine Kamera realisiert, welche sich am Mikroskop befand (siehe Abbildung 7).

Die Erfassung der Anzahl an durchlaufenden, rollenden, adharierenden und migrierenden

Zellen erfolgte mit der Software CellFlow 1.7 der Firma Mediquant. Diese ermdglichte com-

Claudia Ulbrich



3 Materialien und Methoden 77

putergestitzt die Auswertung der Rollgeschwindigkeiten und der Anzahl an rollenden (Ge-
schwindigkeiten von 5pm/s bis 50um/s) sowie adharierenden (Geschwindigkeiten
Oum/s bis 5um/s) Zellen. Um Effekte zu verschiedenen Versuchszeitpunkten und mit unter-
schiedlichen Zellmengen erfassen zu kénnen, wurden wahrend des Versuches zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten drei Filme aufgenommen. Die Auswertung der Filme wurde mit Hil-
fe des Programms Imagoquant® durchgefiihrt. Dafiir wurden aus jedem der drei Videos pro
Slide je drei Filmausschnitte ausgewahlt und diese nach Einstellung durch das Programm
zahlenmaRig charakterisiert wurden. Diese drei Filmausschnitte pro Videos wurden jeweils
zu einem Mittelwert zusammengefasst. So konnten Veranderungen in der Anzahl der adha-

rierenden oder rollenden Leukozyten an den Endothelzellen erfasst werden.

Abbildung 7:  Apparaturaufbau fur die dynamischen Untersuchungen der Beeinflussung des Adhésions-
verhaltens von Th1-Lymphozyten in den Laboren des pharmazentrums frankfurt
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3.9.1 Einfluss target-sensitiver IL auf das Adhadsionsverhalten von Th1-Lymphozyten

In diesen Untersuchungen sollte die Bindung von Th1-Lymphozyten an Endothelzellen
sowie deren Beeinflussung durch die Freisetzung von Chemokinantagonisten aus target-
sensitiven Liposomen untersucht werden.

Initiale Untersuchungen sollten den Einfluss leerer, spezifisch gekoppelter, target-sensiti-
ver Liposomen auf das Adhasionsverhalten der Th1IF12-Zellen klaren, um den reinen Lipid-
effekt auf das Verhalten der Th1lF12-Zellen zu beobachten. Diese Versuche dienten als
Basis flr die nachfolgenden Experimente.

Am Vortag wurden die bEnd3-Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA-L&sung flr finf Minuten bei
37°C behandelt, anschlieRend aus den Kulturflaschen herausgeldst und in einer Konzentra-
tion von 150.000 Zellen in 200 yl Medium pro p-Slide angesetzt. Nach zweistiindiger Inkuba-
tion wurden links und rechts in jedes Reservoir 500 ul frisches Medium gegeben und fir 24
Stunden bei 37 °C belassen. Am darauffolgenden Tag waren die Zellen in den y-Slides hin-
reichend konfluent und konnten fir die Versuche verwendet werden.

Zunachst erfolgte eine vierstundige Stimulation der Endothelzellen bei 37°C und 5% CO..
Dafiir wurde das Medium aus den p-Slides entfernt und durch 1ml frisches, IL-1B/TNF-a (je
10ng/ml) enthaltendes Medium ersetzt, welches unter Schraghaltung der p-Slides in das
obere Reservoir gegeben wurde und so durch den zellbesetzten Kanal flieRen konnte. An-
schlielend wurden sie erneut fir vier Stunden in den Inkubator gestellt.

Nach der Stimulation wurde das Medium erneut gewechselt. Das Stimulationsmedium
wurde nun durch 2ml frisches Liposomen-haltiges (0,25 umol/ml) Medium ausgetauscht. Bei
den Liposomen handelte es sich um leere target-sensitive Liposomen der Zusammenset-
zung DOPE/mPEG-PE/NGPE/Rhodamin (97,5/1/1/0,5mol%) (siehe Kapitel 3.2.1).

Mit Hilfe einer Walzenpumpe wurde ein Kreislauf (0,4 ml/min) und damit ein kinstlicher
Scherfluss in den p-Slides erzeugt, was die physiologischen Verhaltnisse in postkapillaren
Blutgefallen simulieren sollte. Das Liposomen-haltige Medium rotierte eine Stunde Uber die
Endothelzellen.

Im Anschluss daran wurde die Liposomen-Medium-Mischung entfernt und frisches Medi-
um eingefillt. Daraufhin wurden die p-Slides jeweils einzeln in den Objekttisch des Mikro-
skops eingespannt. In die Reservoirkappen wurden Verbindungsstliicke eingefihrt und an
diese Schlauche angeschlossen, wodurch eine Verbindung der Kammer einerseits mit dem
Puffer- sowie dem Th1-Zellvorratsgefa® und andererseits mit einer Pumpe hergestellt wer-
den konnte (siehe Abbildung 7). Im ersten Schritt wurde nun das System durch Einschalten
der Pumpe und Zuschaltung des PuffervorratsgefaRes (PBS mit Ca?* und Mg?*), auf Dichtig-

keit gepruft, wobei das p-Slide gleichzeitig mit ca. 1 ml Puffer durchspult wurde.
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Die Th1-Zellen wurden im Vorfeld gezahlt und zu je vier Millionen Zellen in 50ml Falcon-
réhrchen aliquotiert. Unmittelbar vor dem Versuch wurde je ein Réhrchen zentrifugiert und
das Zellpellet in 4ml PBS (mit Ca*" und Mg?*) resuspendiert, sodass eine Konzentration von
1 x 10° Zellen pro ml resultierte. Diese Zellsuspension wurde in das ZellvorratsgefaR der
Durchflussapparatur geflllt und ein Zufluss der Th1-Zellen erfolgte. Im gleichen Moment
startete die Zeitmessung von 16 Minuten abwarts, wobei zu drei unterschiedlichen Zeitpunk-
ten die Videoaufnahme gestartet wurde. Nach drei Minuten wurde ein fliinfmindtiges, nach 10
sowie 14 Minuten ein zweiminitiges Video mit der Ulead-Video-Studio Software aufgenom-
men, wobei nach Ende des ersten Filmes die Zellenzufuhr durch Umlegen eines Schalter un-
terbrochen und dadurch der Zufluss des Puffers wieder gestartet wurde. Da die Schlauche
zwischen den Vorratsgefallen bis zum u-Slide eine gewisse Lange besalien, befanden sich
noch gentigend Zellen im Zulaufsystem, die jedoch zum Ende hin abnahmen. Auf diese Wei-
se konnten zu verschiedenen Zeitpunkten des Versuches unterschiedliche Effekt beobachtet
werden, da am Anfang eher eine Uberladung des p-Slides mit Th1-Zellen erfolgte, was aller-
dings durch Abschaltung des Zellnachflusses kontinuierlich abnahm.

Nach Ende des Versuches wurde das p-Slide noch einige Minuten mit Puffer gespililt, bis
keine Th1-Zellen mehr im Fluss zu beobachten waren. Das p-Slide wurde gewechselt und
ein neuer Versuch konnte gestartet werden.

Die Auswertung der Filme wurde mit Hilfe des Programms Imagoquant® durchgefiihrt,
wobei aus jedem der drei Videos pro p-Slide je drei Filmausschnitte ausgewahlt und diese

nach Einstellung durch dieses Programm zahlenmaRig charakterisiert wurden.

3.9.2 Einfluss von vMIP-ll und SDF-1 auf das Adhasionsverhalten von

Th1-Lymphozyten

Nach Untersuchung des reinen Lipideinflusses wurden in weiteren Versuchen die Effekte
der Chemokine vMIP-Il und SDF-1 auf die Adhasion der Th1IF12-Zellen an stimulierten und
unstimulierten bEnd3 durchgefihrt, wobei vMIP-1l sowohl in freier als auch liposomal verkap-
selten Form zum Einsatz kam. Bei letzterem handelte es sich um vMIP-lI-haltige target-
sensitive Liposomen. Darlber hinaus sollte der Einfluss gleichzeitig zugesetzten SDF-1 auf
den Effekt von vMIP-II (frei vorliegend oder liposomal freigesetzt) verfolgt werden.

Die Kultivierung der Zellen und Vorbereitung sowie die Versuchsdurchfuhrung erfolgten in
Analogie zu den Untersuchungen wie in Kapitel 3.9.1 beschrieben. Bei den Versuchen ohne
SDF-1 erfolgte die Ubliche Stimulation der Endothelzellen mit einem Gemisch aus

IL-18/TNF-a (je 10ng/ml) fur vier Stunden. Bei den Untersuchungen in Anwesenheit von
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SDF-1 wurde dieses 30 Minuten vor dem Ende der Aktivierung in einer Konzentration von
5nM dem Stimulationsmedium hinzugeflgt.

Bei den Versuchen des Einflusses des freien vMIP-Il wurde dieses nach dem Entfernen
des Stimulationsmediums in 1 ml Medium in einer Konzentration von 5nM in Kontakt mit den
Endothelzellen gebracht. Mit Hilfe einer Walzenpumpe wurde ein physiologischer Scherfluss
erzeugt, sodass dieses Medium eine Stunde lang Uber die Endothelzellen floss. Danach
wurde das Mediumgemisch aus der ibidi®-Kammer entfernt und in diesem die Th1-Zellen
aufgenommen. Dadurch kamen auch diese Zellen in den Kontakt mit dem vMIP-Il. Nach ei-
ner Inkubation von 15 Minuten bei 37°C und 5% CO, erfolgte eine Verdlinnung der
Th1-Zellen mit 3ml PBS (mit Ca®*, Mg* und BSA), um eine Konzentration der Zellen von
1 x 108/ml zu erhalten. AnschlieBend wurden die verdiinnten Th1-Zellen dem Versuch zuge-
fuhrt.

Im Gegensatz dazu wurde bei den Untersuchungen mit den vMIP-lI-haltigen target-sensi-
tiven Liposomen nach der Stimulation das IL-18/TNF-a bzw. IL-13/TNF-a/SDF-1-haltige
Medium entfernt und durch die Liposomen-Medium-Mischung ersetzt. Die Konzentration der
Liposomen betrug bei diesen Versuchen ebenfalls 0,25 umol/ml.

Wahrend der Liposomenpraparation wurde der Lipidfim der Zusammensetzung
DOPE/mPEG-PE/NGPE/Rhodamin (97,5/1/1/0,5mol%; 30umol/ml) mit einer wassrigen
vMIP-lI-haltigen Lésung (2mg/ml) hydratisiert. Nach der Homogenisierung der target-
sensitiven Liposomen wurde berschissiges, nicht eingeschlossenes vMIP-II durch Gelfiltra-
tion abgetrennt. Der Ansatz wurde geteilt und wiederum der eine Teil mit anti-E-Selektin, der
andere mit IgG gekoppelt.

Nach dem Einbringen der Liposomen-Medium-Mischung in das y-Slide wurden die target-
sensitiven Vesikel eine Stunde mittels Walzenpumpe kontinuierlich tUber die Zellen geleitet,
wobei das eingeschlossene vMIP-II nach spezifischer Bindung an der bEnd3-Oberflache frei-
gesetzt wurde, um direkt vor Ort seine Wirkung zu entfalten. Nach Ablauf der Stunde wurde
das Gemisch aus dem p-Slide entfernt, einmal vorsichtig mit 500 ul Medium gewaschen und
danach frisches Medium eingeflllt. Anschlielend wurde es in die Durchflussapparatur (siehe
Abbildung 7) eingespannt und der Versuchsablauf analog Kapitel 3.9.1 durchgefiihrt, wobei
wiederum Th1-Zellen aus einem Vorratsgefal direkt Gber die bEnd3 im Zellkanal geleitet
wurden.

Versuche mit SPC-Liposomen, in welche ebenfalls vMIP-II eingeschlossen wurde, dienten
dem Vergleich, um nicht target-sensitive Effekte beurteilen zu kénnen.

Die Menge des jeweils eingeschlossenen vMIP-II wurde durch einen Peterson-Lowry-

Proteinassay bestimmt.
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3.10 Durchflusszytometrische Analysen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen Zellen gezahlt sowie ihre Beschaffenheit in ei-
nem Flussigkeitsstrom untersucht und analysiert werden. Eine der haufigsten Anwendungen
ist die Untersuchung bestimmter Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen mit Hilfe
von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Reagenzien (z.B. Antikdrper, Proteinen). Dabei handelt
es nicht nur um ein qualitatives Verfahren. Die Fluoreszenz-aktivierte Zellanalyse ermoéglicht
ebenfalls die quantitative Bestimmung von Oberflachenmolekiilen und intrazellularen Protei-
nen. Die daflir eingesetzten Gerate tragen die Bezeichnung fluorescence activated cell sorter
(FACS).

Bei dieser Arbeit wurde die FACS-Analyse zum einen fir die Bestimmung der E-Selektin-
Expression mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Antikérper, zum anderen zur Analyse und Quanti-

fizierung der Transfektion an A2780s sowie bEnd3 genutzt.

3.10.1 Expression von E-Selektin auf bEnd3-Zellen

Da E-Selektin als Adhasionsmolekul erst im Verlauf von Entziindungsprozessen eine ent-
scheidende Rolle spielt und somit nicht konstitutiv auf der Oberflache der Endothelzellen
vorhanden ist, mussten die bEnd3-Zellen zum Nachweis des E-Selektins im Vorfeld stimu-
liert werden. Unter Standardbedingungen kultivierte bEnd3-Zellen wurden dafur vier Stunden
mit IL-1B (10ng/ml) oder TNF-a (10ng/ml) oder einer Mischung aus beiden in einer jeweili-
gen Konzentration von 10ng/ml in ihrem Kulturmedium bei 37°C, 5% CO, und 95% Luft-
feuchtigkeit inkubiert. Nach vier Stunden wurde das Stimulationsmedium entfernt und die
Zellen mit EDTA behandelt, dieses vier Minuten bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
einwirken gelassen. AnschlieRend wurden die Zellen aus den Kulturflaschen herausgeltst
und in Falconréhrchen Uberfihrt. Es folgte eine vierminitige Zentrifugation bei 1.200 RPM
und 4°C, woraufhin das Uberstehende Medium verworfen und das Zellpellet in 5ml des
FACS-Puffer 1 gewaschen wurde. Eine erneute Zentrifugation (1.200 RPM/4°C) schloss
sich an. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen in 5ml FACS-Puffer 2 auf-
genommen, daraufhin die Zellzahl bestimmt und eine Aufteilung der Zellsuspension auf die
Probengefalle vorgenommen, wobei pro Probe 500.000 bzw. 1.000.000 Zellen resultierten.
Eine Zentrifugation (1.200 RPM/4°C) der fur den ersten Schritt bestimmten Proben folgte,
wonach das Pellet in 1 ml FACS-Puffer 2 aufgenommen, anschlieRend die Zellensuspension
mit der entsprechenden Menge des primaren Antikdrpers versetzt und vermischt wurde. Die-
se Mischung wurde 30 Minuten auf Eis ruhen gelassen. Es folgte ein erneuter

Zentrifugationsschritt der Proben, woraufhin die Zellen einmal je 1ml FACS-Puffer 2 gewa-
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schen und anschlielRend erneut in FACS-Puffer 2 resuspendiert wurden. Eine entsprechende
Menge des sekundaren FITC-gelabelten Antikérpers wurde in die Probengefalle pipettiert
und nach dem Mischen erneut 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
FACS-Puffer 2 wurden die Zellen abschliefend wieder in FACS-Puffer 1 aufgenommen und
der Messung am FACS-Calibur Durchflusszytometer zugefiihrt.

Bei den Versuchen mit einem PE-gelabelten primaren Antikérper entfiel der Schritt der
Zugabe des sekundaren Antikdrpers, sodass nach dem ersten Inkubationsschritt die Zellen
einmal gewaschen und anschliel3end gleich nach Resuspension in Puffer 1 der Messung am
FACS-Calibur Durchflusszytometers zugeflihrt werden konnten.

Bei allen Versuchen wurden Blindproben durchgeflihrt.

Zusammensetzungen der verwendeten Pufferldsungen

FACS-Puffer 1:
0,5% BSA geldst in PBS
sterilfiltriert

Lagerung im Kuhlschrank

FACS-Puffer 2:
0,5% BSA und 0,1% Natriumazid (NaN3) gel6st in PBS
sterilfiltriert

Lagerung bei Raumtemperatur

3.10.2 In vitro-Transfektionversuche an A2780s und bEnd3

Fir die Transfektionsversuche wurden sowohl die A2780s-Zellen als auch die bEnd3 zwei
Tage zuvor in 96-Well-Platten umgesetzt. Dafir wurden die Zellen jeweils mit 0,2 %iger
EDTA-LGsung aus den Kulturflaschen herausgeldst und anschlielend 12.000 bis 15.000 der
A2780s-Zellen bzw. 2.500 bis 5.000 der bEnd3-Zellen in je 200 ul pro Well ausgesetzt. Nach
sechs Stunden bei 37°C/5% CO, wurden aus jedem Well 100yl des Mediums entfernt und
durch 200l frisches Medium ersetzt. Dies wurde nach weiteren 12 und 24 Stunden wieder-
holt. Nach zwei Tagen erreichten die beiden Zelllinien hinreichende Konfluenz und waren flr
die Versuche einsetzbar.

Die bEnd3 wurden fir die Versuche unter Entziindungsbedingungen im Vorfeld einer Sti-
mulation mit IL-18/TNF-a (je 10ng/ml) fir vier Stunden unterzogen. Nach dieser Zeit wurde

das Stimulationsmedium entfernt und nach einem Spilvorgang die SPLP in den entspre-
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chenden Konzentrationen ad 100l Medium auf die Endothelzellen pipettiert und anschlie-
Rend fir zwei, vier oder acht Stunden bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.

Wahrend der Versuche an den A2780s-Zellen wurden die SPLP oder freies GFP in den
entsprechenden Konzentrationen ad 100l in die Wells pipettiert und anschlieRend fir zwei
Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach den jeweiligen Inkubationszeitraumen wurde
das Medium mit den darin enthaltenen, nicht gebundenen oder aufgenommenen Liposomen
bzw. freiem GFP von den Zellen entfernt, einmal mit 100l Medium gespiilt, anschliellend
diese mit je 300ul frischem Medium versetzt und fiir weitere 24 Stunden (A2780s-Zellen)
bzw. fir 48, 72 oder 96 Stunden (bEnd3) im Inkubator belassen. Wahrend dieser Zeit wurde
das Medium nach jeweils 12 Stunden in den Wells gewechselt, wobei 200 ul entfernt wurden
und durch 200 ul frisches Medium ersetzt wurden. Nach den 24 bzw. 48 Stunden wurde das
Medium vollstandig entfernt und die Zellen mit je 100l 0,2%iger EDTA-L6sung pro Well
versetzt, um sie vom Plattenboden abzul6sen. Die Platte wurde vier Minuten bei 37°C/5%
CO; inkubiert und anschlieBend jedes Well mit weiteren 150pl sterilfiltrierten PBS gefilllt.
Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen in der Puffermischung resuspendiert und der

Messung mittels Autosampler des FACS-Calibur-Durchflusszytometers zugefuhrt.

3.11 In vivo-Transfektionversuche

Diese Untersuchungen wurden erneut in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um
Herrn Prof. H.H. Boehncke in der Dermatologie des Klinikum der Johann-Wolfgang von Goe-
the-Universitat Frankfurt durch Dr. Ralf Ludwig durchgefihrt.

Diese Versuche sollten die Transfektionsfahigkeiten pH-sensitiver SPLP in Abhangigkeit
der Spezifitat sowie der Flllung der SPLP zeigen. Die SPLP wurden dafiir entsprechend Ka-
pitel 3.2.2 hergestellt, wobei in diesen Versuchen nur Liposomen gefiillt mit dem Komplex
aus GFP und DC30 oder leer zur Anwendung kamen. Um die SPLP in vivo lokalisieren zu
konnen, diente Rhodamin als Fluoreszenzlabel. Nach der Herstellung erfolgte die Kopplung
der pH-sensitiven SPLP mit anti-E-Selektin-mAb oder Albumin gemaf Kapitel 3.3.1.

Analog den in vivo-Targetierungsversuchen kamen mannliche, 6 bis 10 Wochen alte
Mause (Charles River, Sulzfeld (Deutschland)) zum Einsatz, welche im Vorfeld wie im Kapi-
tel 3.7.3 behandelt wurden, um eine allergische Kontaktdermatitis an den jeweiligen rechten
Mausohren auszuldsen. Die linken Ohren der Mause galten dem Vergleich. Es erfolgte die
i.v. Injektion von 100ul der SPLP (Konzentration 20 umol/ml) in die Schwanzvene. 48 Stun-
den nach der Applikation wurden die Mause getoétet, die Ohren abgetrennt und anschlieend

samtliches Gewebe einer Cryokonservierung in Tissue Tec bei —80°C unterworfen.
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Um die Lokalisation der Liposomen zu untersuchen und die Transfektionereignisse zu de-
tektieren, wurde das Ohr- und Milzgewebe geschnitten und anschlie®end fluoreszenzmikro-

skopisch betrachtet.

3.12 Statistik

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle Versuche mehrfach durchgefiihrt und je-
weils mehrere Proben und Blindproben vermessen und sichergestellt, dass der Umfang der
Stichproben n = 3 betragt. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit graphisch genutzten Wer-

te stellen die Mittelwerte + Standardabweichung dar.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Bindungsuntersuchungen an murinen Endothelzellen (bEnd3)

Die Selektine als Gruppe von Adhasionsmolekiilen spielen im Rahmen von Entzindungs-
reaktionen eine besondere Rolle. Insbesondere das E-Selektin bietet sich als Zielstruktur flr
ein vaskulares Targeting von Liposomen an, da es nicht konstitutiv, sondern nur im Laufe
des Entziindungsgeschehens von Endothelzellen exprimiert wird.

In initialen Untersuchungen wurde die Expression des E-Selektins auf stimulierten bEnd3
sowohl qualitativ als auch quantitativ nachgewiesen. Darauf folgende Experimente sollten die
Interaktionen zwischen Liposomen und Zellen durch erste Bindungsuntersuchungen an

murinen Endothelzellen sowohl in vitro als auch in vivo charakterisieren.

4.1.1 Expression des E-Selektins auf bEnd3

Die Voraussetzung fiir die spezifische Internalisierung der Liposomen durch die Endothel-
zellen stellt die Bindungsausbildung zwischen den Liganden auf der Liposomenoberflache
und den spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberflache dar. Aufgrund der zeitlich und lokal
limitierten Exprimierung bildet das E-Selektin eine optimale Zielstruktur fir ein liposomales
Targeting in Entziindungsgebieten als Basis fir eine extrazellulare oder intrazellulare Frei-
setzung des liposomalen Inhaltes aus E-Selektin-gerichteten IL.

In vitro kann die Expression des E-Selektins durch die Stimulation der Endothelzellen mit
IL-1B8, TNF-a oder einer Kombination beider erreicht werden. Um diese Expression zu ver-
deutlichen und das Ausmaly und somit den optimalen Stimulus zu erhalten, wurden Versu-
che zur Detektion der E-Selektin-Expression durchgefiihrt. Daflr wurden die Zellen dem ent-
sprechenden Zytokinstimulus durch Zugabe von IL-18 (10ng/ml), TNF-a (10ng/ml) oder ei-
ner Mischung aus beiden (je 10ng/ml) ausgesetzt. Da die Konzentration des E-Selektins erst
nach vier bis acht Stunden ein Maximum auf der Endothelzelle erreicht [Bevilacqua et al.
(1989)], erfolgte im Vorfeld der Versuche eine vierstiindige Inkubation mit dem jeweiligen Zy-
tokinen. Langere Stimulationszeiten hatten in diesem Testsystem einen negativen Einfluss
auf die Qualitat der Zellen, sodass der Zeitraum von vier Stunden nicht Gberschritten wurde.
Im Anschluss daran erfolgte die Fluoreszenzmarkierung des oberflachlichen E-Selektins, um
das Ausmal} der Expression mittels FACS-Analyse quantifizieren zu kénnen.

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse dieser E-Selektin-Detektion auf den bEnd3 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 8:  Graphische Darstellung der Detektion des E-Selektins auf murinen Endothelzellen (bEnd3)
in Abhangigkeit des Stimulus

Die Daten verdeutlichen die Abhangigkeit der E-Selektin-Expression von einem vorhan-
denen Entzindungsstimulus, wobei die Kombination aus beiden Zytokinen die besten Ergeb-
nisse zeigen. Allerdings fand keine Addition der Werte fiir die IL-1p- und die TNF-a-Stimu-
lierung statt. Es besteht scheinbar nur ein synergistischer Effekt bei der Kombination von
beiden, welcher nur eine geringfligige, absolute Erhéhung der Expression gegentber dem
TNF-a mit sich bringt.

Diese Ergebnisse belegen die E-Selektin-Expression der bEnd3-Zellen nach einer geeig-
neten Zytokinstimulation. Daher wurden fir die weiteren Untersuchungen die Stimulation mit
IL-18 und TNF-a so beibehalten.

4.1.2 Darstellung der Liposomen

Die Herstellung der Liposomen erfolgte wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben. Bei allen ver-
wendeten IL handelte es sich um sterisch stabilisierte Liposomen. Die Verwendung dieser
sog. Stealth-Liposomen ist essentiell flr eine in vivo-Applikation, da diese IL durch die Einar-
beitung des PEG-Lipides eine Abschirmung gegenliber Serumbestandteilen erfahren und
somit der Erkennung und Elimination durch Zellen und Organe des RES (u. a. Makrophagen,
Leber, Milz) entgehen. Fiur die Untersuchungen wurden Mengen von 5mol% mPEGzqq0-
DPPE genutzt, fir die in zahlreichen Studien die besten Ergebnisse erreicht wurden
[Maruyama et al. (1991), Klibanov et al. (1991), Woodle (1994)].

Die Funktionalisierung der Liposomen erfolgte durch Kopplung von murinen E-Selektin-
Antikérpern oder unspezifischem Albumin an die Liposomenoberflache. Es kamen zwei un-
terschiedliche Anker zum Einsatz, um zusatzlich den Einfluss der Position des Proteins auf

das Ausmal der Bindungsereignisse zu untersuchen. Fir die Kopplung wurden die Anker
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N-Glutaryl-PE (NGPE) und Cyanur-PEG-PE genutzt, womit die Proteine durch kovalente
Bindungen an die Anker gebunden wurden. Wie aus der Abbildung 9 ersichtlich ist, resultiert
aus der Verwendung dieser Anker eine unterschiedliche Anordnung der Antikdrper an der

Liposomenoberflache.

PEG-Ketten
Antikérper 9

NGPE-Liposomen (Typ1) Cyanur-PEG-PE-Liposomen (Typ 2)

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Antikdrperposition nach Kopplung an unterschiedliche
Lipid-Anker in der Liposomenbilayer

Bei den NGPE-Liposomen, den IL vom sog. Typ 1, befinden sich die Antikorper direkt auf
der Liposomenoberflache und erfahren durch den notwendigen Einsatz von Polyethylengly-
kol eine raumlich Abschirmung, sodass die volumindsen und flexiblen PEG-Ketten eine még-
lichen Bindung beeintrachtigen kénnen. Im Gegensatz dazu kombiniert die Bindung der Anti-
korper an die Enden von Polymerketten eine effektive Bindungsfahigkeit mit einer verlanger-
ten Zirkulationszeit der IL [Blume et al. (1993)]. Die Cyanur-PEG-PE-Liposomen, sog. Typ
2-IL, zeichnen sich durch eine exponierten Lage der Antikérper aus, was zusatzlich durch ei-
ne erhdhte Flexibilitat der Antikdrper gekennzeichnet ist [Zalipsky (1993)]. Der Einfluss der
unterschiedlichen Lage der Antikérper auf die Bindungsereignisse wurde sowohl in vitro an
einem statischen murinen Zellsystem als auch in vivo, am Modell des entziindeten Mausoh-

res, untersucht und gegenibergestellt.

4.1.3 E-Selektin-Targetierung muriner Endothelzellen unter statischen Bedingungen

Bei der Wechselwirkung von Liposomen mit Zellen kénnen neben der angestrebten Tar-
getierung durch spezifische Bindung eines Targets auch unspezifische Prozesse einer ober-
flachlichen Liposomenadsorption oder unspezifischer Rezeptor-vermittelter Bindung auftre-
ten. Um dies zu untersuchen und die Bindungsarten zu differenzieren, wurden nachfolgend
Zellbindungsversuche unter Variation verschiedener Parameter durchgefiihrt. Dafir wurden
die Endothelzellen bei diesen Targetingversuchen einer vierstindigen Zytokininkubation un-

terzogen, um Entzindungsbedingungen zu simulieren und eine E-Selektin-Exprimierung
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auszulésen. Im Anschluss an die Stimulation erfolgte die einstiindige Inkubation mit den fluo-
reszenzmarkierten IL (DiO-gelabelt) in unterschiedlichen Konzentrationen bei 4°C im Kihl-
schrank, um nur die Bindungsereignisse zu erfassen. Durch diese Temperaturwahl wurde
die Energieunabhangigkeit der Bindungsausbildung ausgenutzt [Huang et al. (1983)], wo-
durch das Ausmal} der Bindungsereignisse klar von nachfolgenden Aufnahmeprozessen dif-
ferenziert werden konnte.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse der Untersuchungen der Bindungsereignissen von IL
in Abhangigkeit der Spezifitat der Liposomen, des genutzten Lipid-Ankers als auch der Lipo-
somenkonzentration an den stimulierten bEnd3-Zellen unter statischen Bedingungen darge-

stellt.
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Abbildung 10: Bindungsereignisse zwischen Liposomen und stimulierten bEnd3 in Abhangigkeit von der
Art des eingesetzten Lipid-Ankers, des Antikdrpers und der Konzentration der IL

Aus diesen Ergebnissen kdnnen mehrere Aussagen getroffen werden. Das Ausmal’ der
Bindung innenhalb der untersuchten Typ 1-IL unterscheidet sich nicht merklich in Abhangig-
keit der Spezifitat. Die spezifisch gekoppelten NGPE-Liposomen zeigen in allen drei be-
trachteten Konzentrationen ein vergleichbares Bindungsprofil wie die Albumin-gekoppelten
NGPE-Liposomen an den stimulierten Endothelzellen.

Erfolgt jedoch eine Verdnderung der Position des Antikérpers durch Verwendung der
Cyanur-PEG-PE-IL, kann das Ausmal} der Bindung in allen drei betrachteten Konzentrati-
onsbereichen gesteigert werden. Dabei erfolgt bei der niedrigsten Konzentration eine Zu-
nahme der Bindung um das Sechsfache, bei der mittleren um das Vierfache und bei der
hdchsten eingesetzten Konzentration nur noch um das Zweifache. Schon die geringste Kon-
zentration an Cyanur-IL Ubersteigt das Ausmal} der Bindungsereignisse der hdchsten einge-
setzten NGPE-Liposomenmenge. Allerdings konnte innerhalb der Cyanur-Liposomen keine

so ausgepragte Zunahme der Bindungsereignisse in Korrelation mit der deutlichen Erhéhung
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der Liposomenmenge beobachtet werden. Dies kann auf eine Rezeptorsattigung hinweisen,
sodass die geringen Steigerungen der Liposomenbindung insbesondere auf unspezifische
Adsorptionseffekte zurtckzufuhren sind. In Abhangigkeit der Konzentration erfolgt zwar eine
Steigerung der Bindungsereignisse, jedoch steht dies nicht mit der erforderlichen Liposo-
menmenge im Verhaltnis [Mastrobattista et al. (1999)].

Die schlechte Bindungsfahigkeit der spezifisch gekoppelten NGPE-IL wurde schon in ver-
schiedenen Studien beschrieben [Vertut-Doi et al. (1996), Spragg et al. (1997)] und kann
eindeutig auf die Anwesenheit des PEGs zurtickgefiihrt werden. Die Struktur der Liposomen-
oberflache wird durch die Ausbildung der Schutzschicht um die Liposomen durch die vor-
handenen PEG-Ketten in ihrer Spezifitat gegenlber der Zielstruktur minimiert, da die Anti-
korper direkt auf der Liposomenoberflache raumlich durch die herausragenden hydrophilen
PEG-Ketten abgetrennt werden, was zu einem verminderten Kontakt zur Zelloberflache
durch die verhinderte Ausbildung des Ligand-Rezeptor-Komplexes flihrt. Durch diesen er-
schwerten Erkennungsprozess kommt es zu einer Reduktion der Bindungsereignisse.

Fir die Abschirmung durch die PEG-Ketten sprechen auch die geringeren Antikorper-
kopplungsausbeuten der NGPE-Liposomen von 32ug/umol. Bedingt durch die bessere Zu-
ganglichkeit der Antikdrper-bindenden Struktur fallen die Kopplungsausbeuten des Cyanur-
Ankers hoher aus. Sie zeigen mit 37 ug/umol um 15% hoéhere Werte im Vergleich zu den
PEG-haltigen NGPE-Liposomenpraparationen. Kombiniert mit der exponierten Stellung und
einer erhdhten Flexibilitat der gekoppelten Antikérper bestehen eindeutig Bindungsvorteile im
Vergleich zu den NGPE-PEG-IL. Das fuhrt zu einer starkeren spezifischen Anreicherung der
Cyanur-PEG-Liposomen auf der Endothelzelloberflache. Durch die Verwendung des Cyanur-
PEG-PE-Ankers kénnen die Kopplungsprobleme aufgrund sterischer Interferenzen durch die
langen PEG-Ketten gelést werden. Damit vereinen diese Typ 2-IL effektiv die Parameter

Stabilitdt und Targetierungsfahigkeit.

4.1.4 E-Selektin-Targetierung in vivo

Nachdem eine spezifische Akkumulation der sterisch stabilisierten IL an aktivierten Endo-
thelzellen in vitro nachgewiesen werden konnte, sollten weiterflihrende Untersuchungen de-
ren Verhalten in vivo zeigen. Um die Targetierungsfahigkeiten der Liposomen im Hinblick auf
eine perspektivisch therapeutische Anwendung zu analysieren, wurden die IL am Modell des
entzindeten Mausohres getestet. Fir die Anreicherung der Liposomen im Gewebe kamen
im Gegensatz zum in vitro-Versuch jedoch Bindungs- und Internalisierungsprozesse zum
Tragen, da bei physiologischen Temperaturen sowohl energieunabhangige Bindungsereig-

nisse als auch energieabhangige aktive zellulare Aufnahmeprozesse stattfinden. Eine Diffe-

Claudia Ulbrich



90 4  Ergebnisse und Diskussion

renzierung und somit eine separate Betrachtung beider Prozesse konnte nicht unternommen
werden. Wird allerdings eine intrazellulare Intervention als Therapieziel angestrebt, so ist der
Internalisierungsschritt essentiell flr eine potentielle therapeutische Wirkung, sodass auf
Grundlage dieser Untersuchungen Rickschlisse auf das therapeutische Potential der getes-
teten IL gezogen werden kénnen. Unter dieser MalRgabe ist E-Selektin als Target eine ideale
Wahl, da es als internalisierender Rezeptor gilt und die an ihn spezifisch gebundenen Vesi-
kel schnell Uber sog. clathrin coated pits in die Zellen aufgenommen werden [Setiadi et al.
(2008)].

Fur die in vivo-Versuche kamen Liposomen der gleichen Zusammensetzung wie bei den
statischen in vitro-Targetierungsexperimenten zur Anwendung. Dabei wurde auch hier der
eingesetzte Lipid-Anker, sowie das zu koppelnde Protein (Albumin oder E-Selektin-Anti-
koérper) variiert. Die Liposomen wurden mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff DiO markiert,
um ihr Schicksal in vivo nach Applikation fluoreszensmikroskopisch verfolgen zu kénnen.

Die ausgewahlten Mause wurden mit einer DNFB-LOsung sensibilisiert. Durch erneutes
Auftragen der DNFB-L6sung nach vier Tagen am rechten Ohr wurde eine allergische Kon-
taktdermatitis ausgeldst, wodurch sowohl eine Entziindung und somit auch eine Schwellung
hervorgerufen wurden. Eine Schwellung entsteht im Rahmen einer Entziindungsreaktion
durch Austritt von Plasma und héhermolekularen Stoffen, wie Proteinen in das Interstitium
durch entstandene Licken (gaps). Diese bilden sich durch die entziindungsbedingte Kon-
traktion der Endothelzellen. Zum Vergleich wurde das jeweilige linke Ohr nur mit dem L6-
sungsmittel ohne DNFB behandelt, woraufhin keine Entziindung folgte. Somit konnten zwei
Parameter fur die Auswirkungen der IL herangezogen werden. Einerseits konnte das Aus-
mal} der Veranderungen der Ohrschwellungen als Indiz flr eine Akkumulation der IL dienen,
andererseits sollten die Bindungsereignisse im entziindeten Gewebe sichtbar gemacht wer-
den. Dafir wurde das Mausohrgewebe 24 Stunden nach der Applikation flr die mikroskopi-
schen Untersuchungen sichergestellt. Das Ohrgewebe wurde geschnitten und fluoreszenz-
mikroskopisch betrachtet, als Indiz des immunologischen Verhaltens der Liposomen wurde
ebenfalls die Milz der Tiere analysiert.

Durch die Bindung der IL am E-Selektin kénnte eine Unterbindung der Einwanderung von
Leukozyten ins Entziindungsgebietes resultieren, was eine Reduktion der Entziindungsreak-
tion zur Folge hatte und sich daraufhin auch in einer Veranderung der Schwellung zeigen
konnte. Dies wirde einen indirekten Beweis der schnellen Einflussnahme allein schon durch
die applizierten, wirkstofffreien IL auf das Entziindungsgeschehen erbringen.

Die Schwellungen der verschiedenen entziindeten Mausohren wurde vor der Applikation
der IL vermessen (24 Stunden nach dem Ausldsen der Kontaktdermatitis) und mit den Wer-

ten, die 24 Stunden danach ermittelt wurden, verglichen.
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In Abbildung 11 ist der Einfluss der IL auf die Veradnderungen der Ohrdicken und somit auf

das Ausmal} der Schwellung graphisch dargestellt.
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Abbildung 11:  Einfluss der IL auf das Ausmaf’ der Ohrschwellung 24 Stunden nach der Applikation

Die Ergebnisse zeigten allerdings keine Abnahme der Ohrdicken im Verlaufe des Versu-
ches. Es kam bei allen eingesetzten Proben zu einer Zunahme der Schwellung nach der Ap-
plikation, sodass auf keinen schnellen entzindungshemmenden Effekt der leeren IL in den
eingesetzten Konzentrationen im Untersuchungszeitraum geschlossen werden kann.

Bezuglich der Albumin-gekoppelten Liposomen konnte eine Zunahme erwartet werden,
da sie keine spezifische Bindung im Entzindungsgebiet zeigen kdnnen. Allerdings trifft dies
auch fur die beiden spezifisch gekoppelten Liposomenpraparationen zu. Auf die Bindung der
spezifischen NGPE-Liposomen koénnte sich auch in vivo die Abschirmung der oberflachlich
gebundenen Antikérper durch die PEG-Ketten negativ auswirken, sodass mit der verminder-
ten E-Selektin-Bindung auch die entzindungshemmenden Effekte reduziert sind. Betrachtet
man die Ergebnisse der spezifisch gekoppelten Cyanur-Liposomen, so wird deutlich, dass
sich nur bei der héheren Konzentration der Cyanur-Liposomen zumindest ein gleichbleiben-
des Ausmal der Schwellung verzeichnen lasst. Prinzipiell deutet dies zwar auf einen primar
entziindungshemmenden Effekt durch starkere Bindung am Endothel der Liposomen hin, die
Daten sollten aber kein klares und mit der Bindung korrelierendes Indiz sein.

Um die Liposomenbindung direkt zu analysieren, wurden die Gewebe nach Targetierung
fluoreszenzmikroskopisch untersucht (siehe Abbildung 12). Die Bilder der gesunden Maus-
ohren bilden die Kontrolle (griin: selbstfluoreszierender Knorpel), sowie die nicht vorhandene

Anreicherung der unspezifisch gekoppelten IL im entziindeten Gewebe.
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gesundes Ohrgewebe entziindetes Ohrgewebe Milzgewebe

Abbildung 12:  Erfolgreiches E-Selektin-Targeting in vivo: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der
Akkumulation der IL in entziindetem Mausohrgewebe in Abhangigkeit vom Lipid-Anker und
des gekoppelten Proteins

Unspezifisch
gekoppelte NGPE-
Liposomen

anti-E-Selektin-
gekoppelte NGPE-
Liposomen

anti-E-Selektin-
gekoppelte Cyanur-
Liposomen

Bei Betrachtung der Bilder wird die starkere Akkumulation der spezifischen Typ-Il-Lipo-
somen im Entzindungsgebiet im Vergleich zu den beiden anderen Typ-I-IL deutlich. Wah-
rend die Albumin-NGPE-Liposomen nur eine geringe Hintergrund-Fluoreszenz neben dem
autofluoreszierenden Knorpelgewebe des Ohres aufzeichnen, sind die anti-E-Sel-NGPE-
Liposomen deutlich starker angereichert. So wird deutlich, dass auch die NGPE-Liposomen
trotz sterischer Abschirmung der Antikérper durch PEG ein Bindungspotential unter Entzin-
dungsbedingungen aufweisen. Dies ist allerdings nicht so ausgepragt, wie es bei der Ver-
wendung des Cyanur-Ankers beobachtet werden kann. Durch diese Bilder wird auch in vivo
der Vorteil der herausragenden raumlichen Anordnung der Antikérper direkt an den PEG-
Ketten und somit auRerhalb der PEG-Schutzschicht um die Liposomenbilayer deutlich.

Die Bilder des Milzgewebes verdeutlichen jedoch den limitierenden Effekt einer systemi-
schen Liposomenanwendung. Nach intravendser Applikation der IL werden diese von Zellen
des RES, z. B. der Milz, aus der Zirkulation eliminiert. Die Bilder zeigen fir jede Liposomen-
praparation eine Akkumulation im untersuchten Milzgewebe. Dabei spielt die Anwesenheit
und die Position sowie die Menge des liposomal gebundenen Antikérpers fir das Ausmarf
der Anreicherung eine entscheidende Rolle. Dabei kann im Falle der Cyanur-PEG-IL auf-
grund der exponierten Lage des Antikdrpers aul3erhalb der PEG-Schutzschicht die starkste
Akkumulation beobachtet werden. Im Vergleich dazu wirkt sich bei den NGPE-PEG-IL die

Abschirmung des Liganden durch die PEG-Ketten minimierend auf die Antigenitat aus. Aller-
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dings geht diese schitzende Abschirmung zu Lasten der Targetspezifitdt. Da bekannter-
malfien Antikdrperkopplungsmengen Uber 70ug/ml eine schnelle Eliminierung der applizier-
ten IL aus der Blutzirkulation induzieren [Allen et al. (1995)], stellen die bei diesen Prapara-
tionen erreichten Kopplungsmengen von 30 bis 40ug/ml einen guten Kompromiss von

Targeterkennung verbunden mit akzeptablen Zirkulationshalbwertszeiten dar.

Durch die Akkumulation von E-Selektin-gerichteten IL im entziindeten Gewebe stellen sie
ein potentielles Drug Targeting-System dar, um Endothelzellen unter Entziindungsbedingun-
gen zu erreichen. Dabei ist jedoch das Ausmal} der Anreicherung im Entziindungsgebiet
nach intravendser Applikation von der Auswahl des jeweiligen Kopplungsankers abhangig.

In den nachfolgenden Untersuchungen wurden zahlreiche Optimierungen in Angriff ge-
nommen, um durch liposomale Modifizierungen eine gezielte, extrazellulare oder intrazellula-

re Freisetzung von Substanzen aus den Liposomen zu erméglichen.

4.2 Extrazellulare Freisetzung des liposomalen Inhaltes durch target-sensitive IL

Die erfolgreiche Akkumulation der Liposomen am Wirkort ist zwar eine Voraussetzung,
kann allerdings einen therapeutischen Effekt der eingeschlossenen Wirkstoffe nicht garantie-
ren. Diese mussen in freier Form am Wirkort vorliegen, um regulativ auf das Krankheits-
geschehen wirken zu kdnnen. Die Anwendung von Liposomen mit sog. controlled-release-
Mechanismen bietet daflr eine Mdglichkeit, um die liposomal eingeschlossenen Substanzen
gezielt entweder extrazelluladr oder intrazellular freizusetzen. Diese Liposomen sind so modi-
fiziert, dass sie durch definierte Stimuli eine Destabilisierung der Liposomenbilayer erfahren
und zu einer kontrollierten Inhaltsfreisetzung am Zielort fiihren.

In den folgenden Untersuchungen lag das Hauptaugenmerk auf einer extrazellularen Frei-
setzung des liposomalen Inhaltes. Die Liposomen wurden in ihrer Zusammensetzung so
verandert, dass durch die Bindung der IL an ihre Zielstruktur eine Kontaktfreisetzung statt-
fand. Bei der Verwendung dieser target-sensitiven Liposomen bildet die Bindung der Lipo-
somen den Ausloser fir die Freisetzung, welche einer Destabilisierung und Permeabilitats-
erhéhung der Liposomenmembran folgt.

Bei den target-sensitiven Liposomen stellt DOPE die Hauptlipidkomponente dar, welches
nur durch den Zusatz von Stabilisatoren intakte Vesikel ausbilden kann. Zur Stabilisation eig-
nen sich u. a. auch Antikérper-Lipidkonjugate, die gleichzeitig die Voraussetzung fur eine ge-
zielte Anreicherung und Freisetzung durch Destabilisierung der liposomalen Membran auf-

grund der Bildung von Ligand-Rezeptoren-Komplexen an der Zelloberflache sind.
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Als Lipid-Anker fir diese Untersuchungen wurde N-Glutary-PE genutzt, da nur durch die-
sen Anker eine oberflachennahe Kopplung der Antikdrper garantiert werden konnte. Auf-
grund der Fluiditat der Vesikelmembran kommt es nach Bindung der Liposomen an die Zell-
zielstruktur zu einer Wanderung der Antikdrper-Lipidkonjugate. Es folgt eine Destabilisierung
der Liposomenmembran, da an der zellabgewandten Seite eine Verarmung der Stabilisato-
ren resultiert und dadurch die Permebilitat der Membran bis hin zum Zerfall steigt. Ein weite-
rer, zusatzlicher Destabilisierungsprozess ist die Aggregation benachbarter Liposomen. Da-
fur ist es wichtig, dass die Liposomen relativ starr an die Zelloberflache gebunden und fixiert
werden und somit der Aggregation nicht ausweichen kdnnen. Diese Starrheit ist ebenfalls fir
die Wanderung der Antikdrper-Lipid-Konjugate essentiell. Dadurch missen sie den Weg in-
nerhalb der Liposomenmembran zurlcklegen, um ihren Bindungspartner zu erreichen. Diese
Effekte wirden durch die Verwendung des Cyanur-PEG-Lipid-Ankers, aufgrund der Flexibili-
tat der Antikorper durch die exponierte Lage an den Polymerenden, nicht erreicht.

In der alleinigen Zusammensetzung aus DOPE und Antikdrper-Lipidkonjugat waren die
target-sensitiven Liposomen allerdings flr eine perspektivische in vivo-Applikation nicht ein-
setzbar, da sie innerhalb kirzester Zeit aus der Blutzirkulation eliminiert wirden. Ein Zusatz
des schitzenden mPEG-PE ist somit unerlasslich. Wie die vorausgehenden Stabilitats-
[Kessner (2004)] und Targetierungsergebnisse (siehe Kapitel 4.1) jedoch verdeutlichen, fihrt
eine Konzentration von 5mol% PEG zu einem starken stabilisierenden Effekt auf die Vesikel
sowie zu einer zu grofRen Abschirmung der oberflachlich gekoppelten Antikérper. Da diese
sterische Stabilisierung durch PEG einen Verlust der Targetspezifitat verursacht, musste ei-
ne Anpassung der PEG-Konzentration erfolgen, um einen optimalen Kompromiss aus quan-
titativer Bindung, kontrollierter Freisetzung und ausreichender Abschirmung gegentiber Blut-
bestandteilen zu finden. Versuche mit PEG-Mengen in den Bereichen von 1mol% bis 3mol%
sollten Erkenntnisse Uber das Ausmall des PEG-Konzentrationseinfluss auf die Bindung
verdeutlichen.

In den darauffolgenden Stabilitatsuntersuchungen wurde die optimierte target-sensitive Li-
pidzusammensetzung auf ihre Stabilitat im Serum getestet, welche die Grundlage der Durch-
fuhrbarkeit von Bindungs- und Freisetzungsversuche an Zellen in vitro und in vivo bildet.

Um das Ausmal der Freisetzung des liposomalen Inhaltes zu verfolgen, wurde sowohl fir
die Freisetzungs- als auch die Stabilitatsversuche 6-CF in die Liposomen eingeschlossen.
6-CF zeigt in hohen Konzentrationen einen self-quenching-Effekt. Solange der Farbstoff in
den Liposomen eingeschlossen ist, zeigt er aufgrund dieses Effektes keine Fluoreszenz.
Durch Freisetzung des Fluoreszenzfarbstoffes aus den target-sensitiven Liposomen nach
Bindung oder durch Membraninstabilitdten der Vesikel fuhrt die Freisetzung zu einer Ver-

dinnung des Farbstoffes im umgebenden Medium und somit zu einer Zunahme der Fluores-
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zenz. Die quantitative Erfassung des freigesetzten 6-CF wurde an einem Mikroplatten-
Reader durchgeflhrt

Als Bezugswert wurde die Fluoreszenz der Liposomen nach Zugabe von Triton X-100
festgelegt, da durch diese Tensidlésung eine vollstandige Zerstérung der Liposomen erfolgte
und der Farbstoff komplett in das Versuchsmedium freigesetzt wurde. Dieser Wert konnte als

die maximal erreichbare Fluoreszenz angesehen werden.

4.2.1 Abhangigkeit der target-sensitiven Freisetzung von der mPEG-PE-

Konzentration

Aus Kostengriinden wurde flir die Optimierungsversuche auf ein partikulares Modellsys-
tem zurlickgegriffen. Als kinstliche Targetzellen dienten Feststoffpartikel aus Melamin einer
Grofle von 7um. Diese wurden mit einer Bilayer Uberzogen, in welche Biotin-PE als Bin-
dungsziel fur die Liposomen verankert wurde. Neutralpartikel ohne Biotin an der Oberflache
dienten dem Vergleich, um unspezifische Adhasionsereignisse beriicksichtigen zu kénnen.

Die zu untersuchenden target-sensitiven Vesikel wurden mit Biotin-Antikdrpern versehen,
um die spezifische Bindung der IL an Biotin zu gewahrleisten. Fir die Optimierung der PEG-
Konzentration wurden target-sensitive Liposomenpraparationen mit einem Zusatz von
1mol%, 2mol% und 3mol% MPEGy-PE untersucht.

Abbildung 13 zeigt den prozentualen Anteil an freigesetztem 6-CF nach 120 Minuten aus
target-sensitiven Liposomen ohne gekoppelten Liganden mit PEG-Konzentrationen von
1mol%, 2mol% und 3mol% nach Kontakt mit Neutral- und Biotinpartikel.

7 I TS-1% PEG ohne Ligand

[ TS-2% PEG ohne Ligand
50 - Il T7S-3% PEG ohne Ligand

Freisetzung 6-CF [%]

Keine Partikel Neutralpartikel Biotinpartikel

Abbildung 13: Einfluss der PEG-Konzentration auf die target-sensitive Freisetzung von
6-CF aus ungekoppelten Liposomen nach 120 Minuten
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Von allen drei Liposomenspezies zeigen die Vesikel mit 1mol% mPEG-PE in allen Berei-
chen (ohne Partikel, Neutralpartikel, Biotinpartikel) die hdchste Freisetzung. Werden die Er-
gebnisse der Versuche ohne Partikel und der Neutralpartikel betrachtet, ist mit zunehmender
PEG-Konzentration eine fallende Freisetzung von 6-CF zu verzeichnen. Das spricht fur einen
zunehmenden stabilisierenden und abschirmenden Effekt allein durch Erhéhung des PEG-
Anteils. Die Liposomenmembran wird mit zunehmender PEG-Konzentration stabiler und un-
empfindlicher gegenliber spontanen Destabilisierungen aufgrund des Liposomenkontaktes
untereinander oder des Kontaktes mit den Partikeln. Diese Versuche verdeutlichen den sta-
bilisierenden Effekt, welcher allein durch die Zugabe von mPEG-PE verursacht wird. Da kei-
ne Zielspezifitat der Liposomen vorhanden ist, kann auch die Freisetzung aus den target-
sensitiven Liposomen nach Kontakt mit den Biotinpartikeln auf eine unspezifische Wechsel-
wirkung der Liposomen mit der Partikeloberflache sowie der Vesikel untereinander zurtickge-

fUhrt werden.

Abbildung 14 zeigt den Einfluss der PEG-Konzentration aus target-sensitiven Liposomen
gekoppelt mit unspezifischem IgG. Dargestellt ist die prozentuale Freisetzung des 6-CF nach
Kontakt der Liposomen mit Neutral- und Biotinpartikeln nach 120 Minuten.

60
I TS-1% PEG-IgG
I TS-2% PEG-IgG
50+ I TS-3% PEG-IgG

40
30

20 +

Freisetzung 6-CF [%]

10

Keine Partikel Neutralpartikel Biotinpartikel

Abbildung 14: Einfluss der PEG-Konzentration auf die target-sensitive Freisetzung von
6-CF aus unspezifisch gekoppelten Liposomen nach 120 Minuten

Verglichen mit den Versuchen der ungekoppelten Liposomen (siehe Abbildung 13) sind
fur die 1gG-gekoppelten IL in allen drei Versuchsbedingungen (keine Partikel, Neutral- und
Biotinpartikel) geringere Freisetzungen zu verzeichnen. Dies gilt ebenfalls fur die verschie-
denen eingesetzten PEG-Konzentrationen. Die deutlich geringeren Fluoreszenzen verdeutli-
chen den stabilisierenden Effekt des IgG auf die Liposomenbilayer, welcher hier neben der
Anwesenheit des PEGs stark zum Tragen kommt. Dieser starke stabilisierende Effekt des
vorhandenen Liganden wird besonders beim Vergleich der Versuche ohne Partikel aller drei

Liposomenpraparationen (ungekoppelt, 1IgG-, anti-Biotin-gekoppelt) deutlich. In Anwesenheit
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eines Liganden reicht schon eine Konzentration von 1 mol% mPEG-PE aus, um die Stabilitat
der target-sensitiven IL enorm zu steigern.

Da bei diesen Versuchen aufgrund der fehlenden Targetspezifitdt eine spezifische Bin-
dung an den Biotinpartikeln auszuschlie3en ist, kann die zunehmende Fluoreszenz bei Be-
trachtung des spezifischen Systems ebenfalls nur auf unspezifische Wechselwirkungen mit
der Partikeloberflache zurlickgefuhrt werden.

Werden die unterschiedlichen PEG-Konzentrationen innerhalb der einzelnen Versuche
betrachtet, kdnnen jedoch keine so eindeutigen Aussagen wie bei den ungekoppelten Lipo-
somen getroffen werden.

Die Abbildung 15 zeigt die prozentuale Freisetzung von 6-CF aus anti-Biotin-gekoppelten,
target-sensitiven Liposomen nach 120 Minuten ohne Anwesenheit von Partikel sowie nach
Kontakt mit Neutral- und Biotinpartikeln.

60
I TS-1% PEG-anti-Biotin
I TS-2% PEG-anti-Biotin
50+ I TS-3% PEG-anti-Biotin

404
30

204

Freisetzung 6-CF [%]

104

Keine Partikel Neutralpartikel Biotinpartikel

Abbildung 15: Einfluss der PEG-Konzentration auf die target-sensitive Freisetzung von
6-CF aus anti-Biotin-gekoppelten Liposomen nach 120 Minuten

Durch die stabilisierende Wirkung des Antikdrpers kommt es auch hier im Vergleich zu
den Liposomen ohne Ligand (siehe Abbildung 13) zu geringeren Freisetzung, allerdings sind
hier die Unterschiede bei den Versuchen ohne Partikel besonders stark ausgepragt.

Bei den Versuchen mit den Neutralpartikeln spielen unspezifische Adsorptionsvorgange
an der Partikeloberflache eine entscheidende Rolle, durch die eine Zunahme der Freisetzung
des liposomal eingeschlossenen Farbstoffes im Vergleich zu den partikelfreien Versuchen
resultiert. Beim Wechsel von den Neutral- zu den Biotinpartikeln resultiert eine deutliche Er-
hdéhung der Freisetzung, was durch die spezifische Bindung der anti-Biotin-gekoppelten Lipo-
somen an das Biotin der Partikeloberflache bedingt ist. Durch die Ausbildung spezifischer
Bindungen zwischen Liganden auf der Liposomenoberflache und Zielstrukturen auf der

Membran kann das Ausmal} der Adsorption weiter gesteigert werden. Allerdings ist im Ver-
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gleich der Liposomen hinsichtlich der PEG-PE-Menge nur ein marginaler Unterschied in der
Freisetzung zu verzeichnen.

Werden die Liposomenpraparationen (IgG-, anti-Biotin-gekoppelt) mit 1mol% PEG bzgl.
ihrer Freisetzung an den Biotinpartikeln miteinander verglichen, so ist bei dieser PEG-
Konzentration die héchste Zunahme des freigesetztem 6-CF im Vergleich von unspezifi-

schen und spezifischen Bindungen zu verzeichnen.

Da die Ergebnisse der unterschiedlichen PEG-Konzentrationen bezlglich Stabilitat (er-
sichtlich in den Ergebnissen der Versuche ohne Partikel) nicht so stark voneinander abwei-
chen und die Praparationen mit 1 mol% PEG den hdchsten Anteil an freigesetztem 6-CF auf-
grund der spezifischen Bindung an Biotinpartikeln zeigten, wurde diese mMPEG-PE-

Konzentration fir die Herstellung der target-sensitiven Liposomen ausgewahlt.

4.2.2 Aufklarung des target-sensitiven Freisetzungsmechanismus

Nachdem der Einfluss die PEG-Konzentration untersucht und eine Konzentration von
1mol% flr die target-sensitiven Liposomen festgelegt wurde, sollten weitere Versuche zur
Optimierung und zur Bestatigung des target-sensitiven Freisetzungsmechanismus folgen.

Dafiir wurde wiederum ein partikulares Testsystem genutzt, wobei nun Melaminpartikel
unterschiedlicher GroRe als Modellzellen dienten. Es kamen Partikel der Groflen 0,25um,
0,83um und 7um zum Einsatz. Durch diese variierenden Gréf3en standen flr die Bindung
unterschiedliche Bindungsflachen zur Verfligung.

In Abbildung 16 sind der Vergleich der drei PartikelgréRen und die Relation zu Liposomen

graphisch dargestellt.

v

0.25um 0.83um 7pm

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Partikelgré3en und Anordnung der Liposomen nach Bindung
an der Partikeloberflache
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Bei den 0,25pum und 0,83um groRRen Partikeln ist durch die deutlich starkere Kurvatur
eine Aggregation benachbarter Liposomen und eine dadurch eingeleitete Freisetzung des
liposomalen Inhaltes im Bindungsprozess deutlich erschwert. Im Vergleich dazu findet sich
auf den groRenmaRig zellanalogen 7 um-Partikeln eine planare Bindungsflache. Benachbarte
Liposomen kdnnen aufgrund der raumlichen Nahe nach der Bindung verstarkt in Kontakt
miteinander treten. Es folgt die Aggregation und Destabilisierung der Liposomenmembran
und die Freisetzung eingeschlossener Substanzen an der Membranoberflache.

Durch diese Versuche sollte die Notwendigkeit einer Aggregation benachbarter Liposo-
men verdeutlicht werden. Die Ergebnisse sollten einen indirekten Beweis liefern, dass der
Kontakt bindender Liposomen untereinander direkt an der Zieloberflache flr die Freisetzung
notwendig ist und somit die Aggregation benachbarter Vesikel den Hauptmechanismus der
target-sensitiven Freisetzung darstellt.

Wie in den vorangegangenen Untersuchungen wurden die Partikel mit biotinylierten Bilay-
ern Uberzogen und die Wechselwirkungen mit 6-CF gefullten Liposomen in Abhangigkeit der
Biotinerkennung untersucht.

Die quantitative Erfassung des freigesetzten 6-CF an einem Mikroplatten-Reader ermdg-
lichte eine parallele Versuchsdurchfiihrung mehrerer Einzelproben in Mikrotiterplatten. Zu
Beginn der Versuche wurden die Partikel unterschiedlicher GroRRe in die einzelnen Wells
pipettiert und in einer entsprechenden Menge Versuchsmedium verdinnt. Nach Zugabe der
Liposomen wurden die Platten sofort der Messung zugeflhrt und die Freisetzung Uber
120 Minuten fluorimetrisch verfolgt.

In Abbildung 17 sind die Ergebnisse der Freisetzung durch Interaktionen der target-sensi-
tiven Liposomen mit biotinylierten Partikeln unterschiedlicher GréRe nach 120 Minuten in

Abhangigkeit des Liganden graphisch dargestellt.

100 -
] [ TS-Lipo ohne Ligand

90 - [N TS-Lipo-lgG
o ; I TS-Lipo-anti-Biotin
70
60-
50
40

30

Freisetzung 6-CF [%]

20

Keine Partikel 0,25um 0,83 pm 7pm

Abbildung 17: Prozentiale Freisetzung von 6-CF aus target-sensitiven Liposomen in Abhangigkeit der
PartikelgroRe und des Liganden nach 120 Minuten
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Die ungekoppelten Liposomen zeigen erneut die héchste Freisetzung. Wie aus den Ver-
suchen ohne Partikel erkennbar, ist diese hohe Freisetzung auf den fehlenden stabilisieren-
den Effekt eines Liganden an der Liposomenoberflache zurtckzufuhren. Diese Instabilitat ist
auch im Kontakt mit allen drei Partikelarten dominierend.

Fur die unspezifisch gekoppelten Liposomen ist ebenso wenig eine Abhangigkeit von der
Partikelgroe zu erkennen. Sie zeigen allerdings eine deutlich bessere Stabilitat unter diesen
Versuchsbedingungen, was aus dem Vergleich mit den Ligand-freien Liposomen bei den
Versuchen ohne Partikel deutlich wird. Da jedoch eine Steigerung der Fluoreszenz nach
Kontakt mit Partikeln stattfindet, spielen bei dieser Liposomenpraparation unspezifische
Wechselwirkungen und Adsorptionsvorgange an der Partikeloberflache eine Rolle fiir die
Freisetzung. Auch unspezifischen Adsorptionsprozessen an der Partikeloberflache kénnen
Aggregationen folgen, wodurch eine héhere Destabilisierung und vermehrte Freisetzung aus
diesen Liposomen begunstigt wird.

Wie postuliert, fehlt den Liposomen an den 0,25um und 0,83 um groRRen Partikeln die
raumliche Nahe zueinander, sodass eine Aggregation benachbarter Liposomen unter diesen
Voraussetzungen kaum erfolgen kann. Somit entfallt der destabilisierende Schritt der Aggre-
gation und die Freisetzung muss allein durch die Destabilisierung aufgrund der lateralen Dif-
fusion der Ligand-Ankerlipid-Komplexe in der Liposomenmembran erfolgen. Diese Diffusion
reicht allerdings nicht fur eine verstarkte Freisetzung des liposomalen Inhaltes aus. Im Ge-
gensatz dazu findet sich auf den Zellgrofien-entsprechenden 7 um-Partikeln eine planare
Bindungsflache, sodass benachbarte Liposomen nach Bindung sehr schnell in Kontakt mit-
einander treten kénnen. Dies flhrt durch Aggregation und die dadurch bedingte Destabilisie-
rung der Liposomenmembran, unterstitzt durch die Diffusion der Ligand-Ankerlipid-Kom-
plexe in Richtung Targetmembran zur verstarkten Freisetzung des liposomalen Inhaltes.

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass mit zunehmender Partikelgréfe
eine grélRere Kontaktflache und somit eine erhéhte Wahrscheinlichkeit des Kontaktes der Li-
posomen miteinander resultiert. Aggregationen zwischen den bindenden Liposomen werden
moglich. Daraus resultiert eine vermehrte Freisetzung des eingeschlossenen Farbstoffes.
Die Ergebnisse bestatigen den Mechanismus der multivalenten Bindung an der Zielmembran
und der Aggregation benachbarter Liposomen. Die Voraussetzungen des target-sensitiven
Mechanismus fir eine quantitative Freisetzung des liposomalen Inhaltes sind somit die Agg-

regation benachbarter Liposomen und die folgende Destabilisierung der Bilayer.
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4.2.3 Stabilititsuntersuchungen der target-sensitiven Liposomen

Um einen Vergleich von in vitro- und in vivo-Verhalten von Liposomen anstellen zu kon-
nen, muss der mitunter destabilisierende Effekt von Serumproteinen auf Liposomen beriick-
sichtigt werden. Interaktionen zwischen Liposomen und Blutbestandteilen, wie z. B. Immun-
globulinen, Komplementfaktoren, haben grof3en Einfluss auf die Membranintegritat [Bonte et
al. (1986)]. Durch Wechselwirkung mit Serumlipoproteinen, bspw. dem HDL, kommt es zu
einer Extraktion von Phospholipiden [Scherphof et al. (1978), Tumer et al. (1983)]. Ein Aus-
fluss des liposomalen Inhaltes durch die gestérte Membran und somit ein Verlust des ge-
wlnschten therapeutischen Effekts des applizierten Drug Delivery Systems sind die Folge.
Darlber hinaus erhéht die Anwesenheit von Antikérpern an der liposomalen Oberflache zu-
satzlich die Anfalligkeit einer komplementinduzierten Lyse [Alving (1992)].

Aus diesem Grund wurden alle in vitro-Zellversuche dieser Arbeit unter Zugabe von FKS
zum jeweiligen Versuchsmedium durchgefiihrt. Dies ist insbesondere flr die Stabilitat der
target-sensitiven IL mit ihrer Balance von Stabilisierung und Destabilisierung nach Trigger-
mechanismus von grof3ter Bedeutung.

Um die Effekte der Serumbestandteile auf die Stabilitdt der target-sensitiven IL zu erfas-
sen, wurde das Verhalten der Liposomen in frischem 15%igem, 75%igem und 100 %igem
humanem Serum untersucht. Die Ergebnisse der Stabilitdt der IL in PBS bilden dabei die
Basis fur die Untersuchungen im Serum.

Abbildung 18 zeigt die Zunahme der prozentualen Freisetzung des 6-CF aus den IL wah-

rend eines Zeitraumes von 24 Stunden in PBS und verschieden konzentriertem Serum.
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Zunahme der Fluoreszenz durch freigesetztes

6-CF aus den Liposomen in Anwesenheit von PBS und Serum verschiedener
Konzentrationen

PBS: Alle Praparationen zeigen zu Beginn einen flachen Kurvenverlauf, was auf eine
gleichbleibende Stabilitdt der Liposomen hindeutet. Mit zunehmender Versuchsdauer steigt
die Fluoreszenz recht gleichmaflig, wobei geringe Unterschiede zwischen den einzelnen
Praparationen sichtbar werden. Dabei ist jedoch erkennbar, dass sich die Anwesenheit des
Biotin-Antikorpers negativ auf die Stabilitat der betreffenden Liposomen in PBS im Vergleich
zu den jeweiligen IgG-gekoppelten Praparationen auswirkt. Mit zunehmender Versuchszeit
zeigen somit die IgG-gekoppelten Liposomen die héhere Stabilitat.

Serum: Betrachtet man das gesamte Stabilitatsverhalten aller Liposomen im Serum, so
verschlechtert sich dieses deutlich gegenliiber PBS. Die Anwesenheit des Serums verringert
die Stabilitdt sowohl der konventionellen als auch der target-sensitiven IL. Beim Vergleich
der verschiedenen Serumkonzentrationen zeigen sich jedoch kaum Unterschiede. Eine Kon-
zentrationssteigerung des Serums flhrt zu keiner weiteren Abnahme der Stabilitaten der Li-

posomen. Die Freisetzungen der einzelnen Liposomen-Praparationen dhneln sich bei allen
Serumkonzentrationen sehr stark.
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DarUber hinaus wird bei allen Serumkonzentrationen gleichermal3en deutlich, dass Cho-
lesterol einen positiven Einfluss auf die Stabilitdt entfaltet. Die konventionellen Cholesterol-
haltigen SPC-Liposomen zeigen bei allen verwendeten Serumkonzentrationen die bessere
Stabilitdt gegeniber den target-sensitiven Liposomen. Cholesterol steigert die Rigiditat der
Liposomenmembran. Es folgen eine geringer Interaktionen mit Komponenten des Serum und
somit eine héheren Stabilitat, was sich in einer verminderten Freisetzung von 6-CF nieder-
schlagt.

Die schlechtere Stabilitat der target-sensitiven kann auf das Vorhandensein des fusoge-
nen, zu Destabilisierungen neigenden DOPE zurtickgeflhrt werden. Schon allein die Adsorp-
tion von Plasmaproteinen an die target-sensitive Liposomenbilayer kann zu einer Kontakt-
freisetzung fuhren. Dartber hinaus kommt es bei den Interaktionen von PE-haltigen Liposo-
men mit Lipoproteinen, v. a. dem HDL, zu einem Lipidaustausch und somit zu einer Stérung
der Membranintegritat.

Wird die Spezies des Antikdrpers betrachtet, so kann fur die IgG-Liposomen innerhalb der
einzelnen Liposomenpraparationen eine bessere Stabilitat im Vergleich zu den jeweiligen
anti-Biotin-gekoppelten Vesikel beobachtet werden. Es kann vermutet werden, dass diese,
allerdings nicht signifikanten, Unterschiede auf die Speziesunterschiede der verwendeten
Antikorper zurtickzufihren sind.

Da jedoch alle Liposomen gerade in den ersten 12 Stunden eine ausreichende Stabilitat
zeigen, ist damit die Voraussetzung fir die Targetierungs- und Freisetzungsversuche sowohl

im in vitro-Zellsystem als auch prinzipiell im in vivo-Mausmodell gegeben.

4.2.4 Target-sensitive Freisetzung des liposomalen Inhaltes in Abhdngigkeit des

Mediums

Nachdem die Stabilitat der target-sensitiven Liposomen in Serum gezeigt werden konnte,
sollten die folgenden Untersuchungen das Freisetzungsverhalten der Liposomen in Anwe-
senheit von Serumbestandteilen verdeutlichen. Diese Versuche wurden ebenfalls mittels des
partikularen Modellsystems durchgefiihrt, wobei biotinylierte und nicht-biotinylierte Partikel
miteinander verglichen worden. Das Freisetzungsverhalten der target-sensitiven Liposomen
an 6-CF innerhalb der Versuchszeit von 120 Minuten wurde mit konventionellen Liposomen
verglichen, wobei beide durch Funktionalisierung mit anti-Biotin ihre Spezifitat erhielten.

In Abbildung 19 sind die Ergebnisse der Versuche in Abhangigkeit der Spezifitat der

Targetmembran, der Liposomenpraparation und der Konzentration des Serums dargestellt.
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Abbildung 19: Prozentuale Freisetzungen von 6-CF nach Kontakt der Liposomen mit Biotin-
prasentierenden Partikeln und Neutralpartikeln in Abhangigkeit der Lipidzusammensetzung
der Liposomen und der Konzentration des Serums

Bei den Biotinpartikeln zeigen sich flir 15%iges und 75%iges Serum hdhere Freiset-

zungsraten der target-sensitiven Liposomen, wobei sich die Unterschiede zu den konventio-
nellen Liposomen im 100 %igen Serum relativieren. Diese Unterschiede sind bei den Neut-
ralpartikeln nicht zu finden. Offensichtlich ist durch die fehlende Targetbindung der kleine
Vorteil der target-sensitiven Liposomen nivelliert. Dies unterstreicht die Rolle der Targetbin-
dung fir den Freisetzungsmechanismus, der so auch in Maflken in Anwesenheit von Serum-

komponenten gegeben ist.

4.2.5 Bindungs- und Freisetzungsuntersuchungen target-sensitiver IL an Endothel-

zellen unter statischen Bedingungen

Die folgenden Targetierungs- und Freisetzungsuntersuchungen wurden wiederum an sti-
mulierten bEnd3 durchgefuhrt, um eine E-Selektin-Prasentation auf den Zelloberflachen fur
die Liposomen zu erreichen. Durch Funktionalisierung der target-sensitiven Liposomen mit
anti-E-Selektin-Antikdrpern erhielten diese ihre Zielspezifitat. In den Versuchen wurde jeweils
parallel dazu das Verhalten von unspezifisch gekoppelten, target-sensitiven Liposomen un-
tersucht, um Ruickschlisse auf die zielgerichtete Bindung und Freisetzung ziehen und somit

die Abhangigkeit der spezifische Zell-Liposomen-Wechselwirkung darstellen zu kénnen.

E-Selektin-Targeting der target-sensitiven Liposomen

Die erfolgreiche Bindung der target-sensitiven Liposomen an die Endothelzelloberflache

ist die Voraussetzung, um eine gezielte Freisetzung potentieller entzindungshemmender
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Substanzen an der Endothelzelloberfliche im Rahmen einer neuartigen antiinflammatori-
schen Therapie zu erzielen.

Diese Bindungsuntersuchungen wurden unter analogen Bedingungen wie bei den
E-Selektin-Targetierungsversuchen der konventionellen IL in Kapitel 4.1.3 durchgefihrt. Um
die Bindungsereignisse fluorimetrisch detektieren zu kénnen, wurden die Liposomen mit dem
lipophilen Farbstoff Rhodamin (Ex. 520nm; Em. 590nm) versehen. Im Anschluss an die Sti-
mulation erfolgte die einstlindige Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten target-sensitiven
IL in unterschiedlichen Konzentrationen bei 4°C im Kihlschrank, um nur die Bindungsereig-
nisse und keine Internalisierungsvorgange erfassen zu kénnen.

In Abbildung 20 sind die Ergebnisse der Untersuchung der Bindungsereignissen der tar-
get-sensitiven IL in Abhangigkeit der Spezifitdt der Liposomen an den stimulierten Endothel-
zellen (bEnd3) unter statischen Bedingungen dargestellt.

500
I 0,073 umol/ml

1 I 0,145 pmol/ml
400 I 0,218 pumol/ml
I 0,290 pmol/ml

300

Fluoreszenzeinheiten

TS-Lipo-anti-E-Sel TS-Lipo-igG

Abbildung 20: Graphische Darstellung der Bindungsereignisse von target-sensitiven Liposomen an
stimulierten Endothelzellen in Abhangigkeit der Spezifitat des Liganden

Verglichen mit den unspezifisch gekoppelten, target-sensitiven Liposomen zeigen die
E-Selektin-gerichteten Vesikel eine deutlich héhere Bindung. Dartber hinaus ist nur bei den
spezifisch gekoppelten Liposomen eine Konzentrationsabhangigkeit zu erkennen. Mit zuneh-
mender Liposomenmenge folgt eine Steigerung der Bindungsereignisse.

Die vergleichsweise relativ geringe Bindung der IgG-Liposomen gegeniber den anti-E-
Selektin-Liposomen ist erstaunlich, werden die recht hohen unspezifischen Wechselwirkun-
gen der vorausgegangenen E-Selektin-Targetierungsversuche mit konventionellen Liposo-
men betrachtet. Uberraschend war auch die sehr hohe Kopplungsausbeute des IgG trotz der
Abschirmung der Liposomenoberflache durch mPEG-PE von 119ug/pmol gegenuber der
Kopplung der anti-E-Selektin-Antikbrper von 79 ug/pmol.

Die veranderte Bindungsmenge bzw. Adsorption auf den Endothelzellen kdnnte auf die
veranderte Lipidzusammensetzung zurlickzufihren sein, wobei die target-sensitive

Lipidmischung zu deutlich geringeren unspezifischen Wechselwirkungen neigt. Dartber hin-
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aus zeigt sich auch der bindungssteigernde Effekt des verringerten mPEG-PE-Anteils von
5mol% bei den zuvor durchgefiihrten E-Selektin-Targetierungsversuchen mittels konventio-
neller SPC-Liposomen auf 1mol% mPEG-PE bei den hier angewandten target-sensitiven Li-
posomen.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Bindungsfahigkeit der Liposomen direkt an das
Vorhandensein des E-Selektins auf der Zelloberflache geknlpft ist. Sie zeigen, dass das
E-Selektin auf den Endothelzelloberflachen eine zwingende Voraussetzung fir ein zielgerich-

tetes Drug-Release mittels target-sensitiver Liposomen ist.

Target-sensitive Freisetzung des liposomalen Inhaltes an der Endothelzelloberflache

Nachdem die Bindungsereignisse der target-sensitiven Liposomen an Endothelzellen be-
trachtet wurden, sollten in den folgenden Untersuchungen das Ausmal} der Freisetzung des
liposomalen Inhaltes an der Zelloberflache unter statischen Versuchsbedingungen gezeigt
werden.

Im Vorfeld wurden die Zellen vier Stunden aktiviert, um die E-Selektin-Exprimierung zu
stimulieren. Nach einer einstiindigen Inkubation der stimulierten Zellen mit den spezifisch
oder unspezifisch gekoppelten, target-sensitiven Liposomen wurde die Freisetzung des 6-CF
fluorimetrisch detektiert.

In Abbildung 21 ist die prozentuale Freisetzung des 6-CF nach Kontakt mit den stimulier-

ten Endothelzellen dargestellt.

404
I 0,073 pmol/ml

I 0,145 pmol/ml
I 0,218 pmol/ml
304 I 0,290 pmol/ml

20

10

Freisetzung 6-CF [%]

TS-Lipo-anti-E-Sel TS-Lipo-lgG

Abbildung 21: Prozentuale Freisetzung von 6-CF aus target-sensitiven Liposomen nach Kontakt mit
stimulierten Endothelzellen in Abhangigkeit des Liganden
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Die Ergebnisse zeigen keine Unterschiede zwischen den spezifisch und unspezifisch ge-
koppelten, target-sensitiven Liposomen. Ebenso wenig ist eine Konzentrationsabhangigkeit
zu erkennen. Da die unspezifischen target-sensitiven Liposomen jedoch geringere Bindungs-
fahigkeiten zeigen (vgl. Abbildung 20), scheint die Freisetzung des liposomalen Inhaltes bei
diesen auf unspezifische Wechselwirkungen zwischen den Liposomen zuriickzuflhren sein.

Trotz der analogen Freisetzungsergebnisse der spezifischen, target-sensitiven Liposomen
sollte die enorm bessere spezifische Bindung an den Endothelzellen (vgl. Abbildung 20) zu
einer hoheren, effektiveren Freisetzung des liposomalen Inhaltes an der Zelloberflache flih-
ren.

Da diese Untersuchungen den Vorteil der spezifischen target-sensitiven IL nur unter stati-
schen Bedingungen darstellen, sollten in den folgenden Versuchen die Targetierungsfahig-
keiten sowie das target-sensitive Freisetzungsverhalten dieser IL unter physiologischen

Scherflussbedingungen analysiert werden.

4.2.6 Dynamische Bindungs- und Freisetzungsuntersuchungen target-sensitiver IL

Beim Bindungsprozess in ihrer physiologischen Umgebung sind die Selektine dem Scher-
stress der Blutzirkulation ausgesetzt. E-Selektin-gerichtete IL missen somit nach einer sys-
temischen Applikation aus dem stromenden Blut heraus an E-Selektin der Endothelzellen
binden.

Die Anpassung der Versuchsbedingungen an die physiologischen Gegebenheiten und
Untersuchung der Wechselwirkungen von Liposomen mit aktivierten E-Selektin-expri-
mierenden Endothelzellen unter physiologischen Scherflussbedingungen sollte den in vitro-
Untersuchungen eine grélRere Relevanz im Hinblick auf eine perspektivische in vivo-App-
likation verleihen.

Fir die Analyse der Interaktionen der Liposomen mit Modellmembranen oder Endothel-
zellen unter simulierten Scherflussbedingungen des Blutstromes wurde eine Durchflussappa-
ratur aus Polycarbonat verwendet. Diese bestand aus zwei hintereinander angeordneten
Durchflusskammern, wodurch eine parallele Betrachtung zweier unterschiedlicher Parameter

ermoglicht wurde. Abbildung 22 zeigt schematisch den Aufbau dieser Apparatur.
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Kammer 1 und 2

Seitenansicht

Glastrager

Kammer 1 und 2 Ansicht von unten

Abbildung 22: Schematische Ansicht der verwendeten Durchflussapparatur mit zwei Durchflusskammern

Um Inhomogenitaten der Strémung auszuschlielden, wurden die inneren Randbereiche
der Kammern abgerundet. Durch jeweils zwei Bohrungen pro Kammer von der Oberseite in
die Kammerraume wurde der Zu- bzw. Ausstrom des Testmediums ermoglicht. Auerhalb
der Apparatur wurden diese Bohrungen mittels Schlauchverbindungen, welche durch eine
Walzenpumpe geleitet wurden, mit dem Testmediumreservoir verbunden.

Die auf einem Glastrager (d=18 mm) fixierte Modellmembran oder kultivierte Endothelzell-
schicht bildeten das Kernstilick dieses Testsystems. Diese beschichteten Glasplattchen wur-
den an der Unterseite der einzelnen Kammern eingespannt. Die beiden Kammern konnten
einerseits getrennt mittels Zu- und Ableitungen bedient werden, was eine separate Betrach-
tung pro Kammer zulie. So konnten bspw. gleichzeitig spezifisch und unspezifisch gekop-
pelte Liposomen analysiert werden. Andererseits ermdglichte die Verbindung beider Kam-
mern miteinander die Durchfihrung von Untersuchungen an stimulierten und unstimulierten
Zellen mit ein und derselben Liposomendispersion. Um Bindungsereignisse fluoreszenzmik-
roskopisch sichtbar zu machen, wurde die Apparatur im Objekttisch eines Fluoreszenzmikro-
skops fixiert. Durch diese Variabilitdt der Durchflussapparatur konnten mehrere Fragestel-

lungen gleichzeitig untersucht werden.

4.2.6.1 Target-sensitive Freisetzungsuntersuchungen an Modellmembranen

Initiale Freisetzungsuntersuchungen wurden unter serumfreien Bedingungen an einer Bio-
tin-prasentierenden Modellmembran durchgefiihrt. Bei diesen Betrachtungen lag das Haupt-
augenmerk auf dem Freisetzungsverhalten der target-sensitiven Liposomen unter Fluss-
bedingungen ohne Beeinflussung durch zusatzliche Komponenten, wie sie im Medium und
Serum vorhanden sind. Dafur wurden die Glasplattchen mit der Biotin-prasentierenden Mo-

dellmembran tberzogen und die Liposomen mit anti-Biotin-mAbs funktionalisiert. Als Kontrol-
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le dienten IgG-gekoppelte, target-sensitive Liposomen. Durch den Einsatz der Durchfluss-
kammer konnten die spezifisch und unspezifisch gekoppelten, target-sensitiven Liposomen
parallel beobachtet werden. Durch Einschluss von 6-CF in die Liposomen konnte dessen
Freisetzung wahrend des Versuchszeitraumes von 24 Stunden fluorimetrisch verfolgt wer-
den. Dafiir wurde zu den entsprechenden Zeitpunkten eine gleichbleibende Menge des Ver-
suchsmedium (PBS) vermessen. Am Versuchsende wurde das Versuchsmedium mit Triton
X-100 zur vollstandigen Lysis der Liposomen versetzt, dieser Wert diente als Bezugswert.

In Abbildung 23 ist die Freisetzung von 6-CF aus spezifisch und unspezifisch gekoppel-

ten, target-sensitiven Liposomen Uber einen Zeitraum von 24 Stunden dargestellt.
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der prozentualen Freisetzung von 6-CF aus target-sensitiven

Liposomen unter physiologischen Scherflussbedingungen UGber einen Zeitraum von
24 Stunden in Abhangigkeit der Spezifitat der Liposomen.

Die Ergebnisse zeigen flr die unspezifisch gekoppelten Liposomen eine schnelle Freiset-
zung von 6-CF an der biotinylierten Modellmembran unter physiologischen Scherflussbedin-
gungen gegenuber den Biotin-gerichteten IL, die wiederum einen stetig zunehmenden Frei-
setzungsverlauf in Abhangigkeit der Versuchsdauer aufweisen. Dies spricht flir hohe unspe-
zifische Wechselwirkungen und eine schnelle Adsorption der IgG-gekoppelten Liposomen.
Innerhalb kiirzester Zeit erreichen die unspezifisch gekoppelten Liposomen mehr als doppelt
so hohe Freisetzungswerte. Die spezifischen target-sensitiven Liposomen zeigen dagegen
einen flacheren, jedoch stetig zunehmenden Freisetzungsverlauf in Abhangigkeit der Ver-
suchsdauer.

In Analogie zu den statischen Untersuchungen muss davon ausgegangen werden, dass
trotz der geringen Freisetzung des Wirkstoffs aus den spezifisch gekoppelten, target-sensiti-
ven Liposomen gegenuber den ungerichteten Liposomen durch die deutlich héhere Target-

bindung insgesamt Vorteile fir die Freisetzung resultieren.
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4.2.6.2 Dynamische Bindungs- und Freisetzungsversuche an bEnd3

Fur die folgenden in vitro-Untersuchungen lag das Hauptaugenmerk auf der Expression
des E-Selektin als Zielstruktur flr das liposomale Targeting. Durch die Kopplung von anti-E-
Selektin-Antikdrpern an die Oberflache der target-sensitiven Liposomen erhielten diese ihre
Zielspezifitat und wurden mit den IgG-target-sensitiven Liposomen verglichen. Dabei fand
eine gleichzeitige, aber separate Betrachtung der jeweiligen Liposomenspezies sowohl an

stimulierten als auch an unstimulierten Zellen statt.

E-Selektin-Targeting an Endothelzellen unter dynamischen Bedingungen

Der Einsatz der Doppelkammer liel3 eine parallele Betrachtung von stimulierten und unsti-
mulierten Zellen zu. Daflir wurde in die eine Kammer der Durchflussapparatur ein Glastrager
mit aktivierten und in die andere ein Plattchen mit unstimulierten Endothelzellen eingespannt.
Die Stimulation der konfluenten Endothelschichten erfolgte aus praktischen Griinden aul3er-
halb der Apparatur in einer 6-Well-Platte, wo die Plattchen mit dem IL-1p- und TNF-a-
haltigem Medium umspult wurden.

Der lipophile Farbstoff Rhodamin wurde in die Bilayer inkorporiert und lie} eine fluores-
zenzmikroskopische Detektion der Bindungsereignisse an den Endothelzellen zu. Daflir wur-
de die Apparatur in den Objekttisch des Fluoreszenzmikroskops eingespannt.

Abbildung 24 zeigt das Ausmal’ der E-Selektin-Targetierung der spezifisch und unspezi-
fisch gekoppelten, target-sensitiven Liposomen unter physiologischen Scherflussbedingun-

gen an stimulierten und unstimulierten Endothelzellen.

Stimulierte bEnd3 Unstimulierte bEnd3

0 Stunden nach 18 Stunden nach 18 Stunden nach 18 Stunden
ohne Liposomen TS-Lipo-anti-E-Sel TS-Lipo-lgG TS-Lipo-anti-E-Sel

Abbildung 24: Ausmal der E-Selektin-Targetierung durch target-sensitive Liposomen in Abhangigkeit der
Spezifitdt und des Aktivierungsstatus der Endothelzellen

Die mikroskopischen Bilder verdeutlichen, dass ein erfolgreiches E-Selektin-Targeting der
target-sensitiven Liposomen an stimulierten Endothelzellen unter physiologischen Scher-
flussbedingungen stattfindet. Sie zeigen sehr deutlich, dass nach 18 Stunden die E-Selektin-

gerichteten IL im Uberzeugenden Ausmall an die Endothelzellen binden, wahrend die un-
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spezifischen IL eine sehr viel schwacher Zellbindung aufweisen. Dieses geringe Bindungs-
mald stimmt auffallend mit den Bindungen der spezifischen Liposomen an den nicht-
aktivierten Endothelzellen Uberein. Daraus wird deutlich, dass unspezifische Wechselwirkun-

gen unter Flussbedingungen stark zurlickgedrangt werden.

Target-sensitive Freisetzung an Endothelzellen unter dynamischen Bedingungen

Bei diesen Versuchen wurde das Freisetzungsverhalten beider Liposomenarten parallel
an stimulierten Endothelzellen verfolgt. Daflir wurden in beide Kammern Glasplatichen mit
stimulierten Zellen eingespannt. Die Aktivierung erfolgte mit IL-13 und TNF-a wiederum au-
Rerhalb der Apparatur.

Mittels Schlauchverbindungen wurden die einzelnen Kammern mit dem jeweiligen Lipo-
somen-Medium-Reservoir verbunden. Die Freisetzung des Fluoreszenzmarkers wurde Uber
den Versuchszeitraum durch Detektion aus dem Medium heraus verfolgt. Am Ende des Ver-
suches wurde durch Zugabe von Triton X-100 der maximale Fluoreszenzwert des Mediums
ermittelt, um diesen als Bezugswert einsetzen zu kénnen.

In Abbildung 25 sind die Freisetzungsverlaufe der beiden Liposomenarten Uber einen

Zeitraum von 24 Stunden graphisch dargestellt.

70

—m— TS-Lipo-anti-E-Sel
] TS-Lipo-lgG

60 -| l po-g
X 504
L
Q 4]
©
o ]
c 30 4
S
u i
.g 20
. —
w10 =

I
0 — 1 T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 1200 1400
Zeit [min]
Abbildung 25: Graphische Darstellung der prozentualen Freisetzung des 6-CF aus target-sensitiven

Liposomen nach Kontakt mit stimulierten Endothelzellen in Abhéngigkeit des gekoppelten
Liganden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden

Wie die graphische Darstellung zeigt, setzen die spezifisch gekoppelten Liposomen nach
Kontakt mit stimulierten Endothelzellen tGber den gesamten Versuchszeitraum mehr 6-CF frei

als die unspezifisch gekoppelten, die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant ausgepragt.
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Die unter Flussbedingungen zurlickgedrangten unspezifischen Wechselwirkungen der
IgG-Liposomen an Endothelzellen kommen auch in diesen Freisetzungsversuchen zum
Ausdruck, da das Ausmal der Freisetzung aus diesen Vesikeln geringer ausfallt, verglichen
mit den Versuchen unter statischen Bedingungen (vgl. Abbildung 21). Aufgrund der gezeig-
ten unspezifischen Bindung der IgG-Liposomen an der stimulierten Endothelzelloberflache
zuvor unter diesen dynamischen Versuchsbedingungen ist die Freisetzung wiederum eher
auf den Scherstress und das Vorhandensein von Medium- und Serumbestandteilen zurtck-
zufuhren.

Die Differenz der Freisetzung der spezifisch und unspezifisch gekoppelten Liposomen
kann als Mindestfreisetzungsanteil nach E-Selektin-Bindung angesehen werden. Wird zu-
satzlich noch die etwas schlechtere Stabilitat der IgG-gekoppelten Liposomen in Anwesen-
heit von Serum in die Betrachtungen mit einbezogen, so erhéht sich der Anteil des freige-
setzten liposomalen Inhaltes nach spezifischer Bindung.

Werden die Verlaufe bis zum Ende des Versuches betrachtet, so fallen die hdheren End-
freisetzungswerte verglichen mit den dynamischen Versuchen an den Biotinplattchen auf.
Unter den hier herrschenden Versuchsbedingungen spielen nicht nur Bindungspartner auf
den Endothelzellen und die Scherflussbedingungen eine Rolle, sondern auch die Anwesen-
heit von Komponenten des Zellmediums und des zugesetzten Serums. Hier kdnnen Paralle-
len zu den Ergebnissen der Stabilitatsuntersuchungen gezogen werden, bei denen die frei-
gesetzten Mengen in PBS ebenfalls geringer ausfielen als in Anwesenheit von Serum, des-
sen Komponenten einen destabilisierenden Effekt auf die liposomale Membran austben.

Entscheidend fir die Betrachtung der spezifischen Bindung ist demnach der Versuchs-
zeitraum von null bis zwei Stunden nach dem Versuchsstart, welcher vier bis sechs Stunden
nach Beginn der Stimulation entspricht, da erst nach vierstindiger Stimulation mit IL-13 und
TNF-a mit dem Versuch und der Inkubation mit den Liposomen begonnen wurde. Somit
wurden die stimulierten Endothelzellen erst nach vier Stunden (im Zustand der maximalen
E-Selektin-Expression) in Kontakt mit den target-sensitiven Liposomen gebracht.

Die Kombination der Destabilisierungen durch Anwesenheit von Serumkomponenten und
dem permanenten Scherstress fuhrt demnach zu den hohen Endfreisetzungswerten nach
24 Stunden (verglichen mit Versuchen an Biotinplattchen in PBS). Dies ist auch hinsichtlich
der abnehmenden E-Selektin-Expression nach dem Maximum von 4 Stunden nach Stimulie-
rung zu betrachten.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Untersuchungen verdeutlichen die Fahigkeit der tar-
get-sensitiven IL eine extrazelluldare Freisetzung der eingeschlossenen Substanzen an der
Endothelzelloberflache zu erzielen. Target-sensitive IL stellen somit nicht nur ein potentielles
Transportsystem flr antiinflammatorische Substanzen dar, sondern kombinieren damit

gleichzeitig eine zielgerichtete und effektive Akkumulation dieser am gewtnschten Wirkort.
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4.3 Einfluss target-sensitiver Liposomen auf die Adhdsionskaskade von

Th1-Lymphozyten

Nach den Untersuchungen und Optimierungen der target-sensitiven Eigenschaften der
Liposomen sollte nun die Freisetzung des liposomalen Inhaltes in einem komplexerem
in vitro-Testsystem erfolgen. Daflir wurde der Einfluss des aus target-sensitiven Liposomen
freigesetzten vMIP-Il auf das Th1-Zellrollen entlang unstimulierter und stimulierter Endothel-
zellen unter dynamischen Bedingungen untersucht. Diese Untersuchungen wurden in Zu-
sammenarbeit mit der Arbeitsgruppe der Immunpharmakologie um Herrn Prof. Radeke des
pharmazentrums in Frankfurt (Main) durchgefihrt.

Bei vMIP-Il (vCCL2) handelt es sich um einen natirlich vorkommenden, viralen Chemo-
kinrezeptor-Antagonisten, der durch das Genom des Kaposi Sarkom-assoziierten Herpesvi-
rus-8 (KSHV/HHV-8) kodiert ist. Kledal et al. konnten fiir vMIP-Il eine Bindung an verschie-
denen CC- und CXC-Chemokinrezeptoren beobachten. Aufgrund dieser breiten Bindungsfa-
higkeit an die humanen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CCR1, CCR2, CCR3, CCRS,
CCR8, CXCR4, XCR1 und CX3R1 wird vMIP-II auch als Breitband-Antagonist bezeichnet
[KLedal et al. (1997), Rubant et al. (2006), Luttichau et al. (2007)]. An CCR3 entfaltet vMIP-II
dariiber hinaus auch agonistische Wirkungen. Durch diese unterschiedlichen antagonisti-
schen und agonistischen Aktivitaten an verschiedenen Chemokinrezeptoren kann vMIP-II an
der Modulation der Immunantwort beteiligt sein, was zu einer Verschiebung von der Th1- zu
Th2-vermittelten Reaktionen fiihrt [Weber et al. (2001); Lindow et al. (2003)]. So kann mit
dem Einsatz von vMIP-Il die Aktivierung und Rekrutierung von Immunzellen zum Entzin-
dungsort und die darauf folgende Verstarkung der Th1-vermittelten Immunantwort unterbun-
den werden. Verschiedene in vivo-Studien zeigten einen erfolgreichen Einsatz des vMIP-II
als Antagonist, was sich z. B. in einer Reduktion entzlindlicher Symptome einer Ischamie im
Gehirn bei Mausen [Takami et al. (2001)], der Minimierung der AbstoRungsreaktion nach
Herztransplantation [Holzknecht et al. (2000)] oder in einer reduzierten Zellinfiltration nach
einer Rickenmarksverletzung in Raten [Ghirnikar et al. (2000)] auf3erte.

Aufgrund der breiten antagonistischen Aktivitat stellt vMIP-Il ein ideales Peptid flr die
Intervenierung in einer Vielzahl entziindlicher Erkrankungen dar, die auf eine lokale Akku-

mulation infiltrierender Leukozyten zuriickzufiihren sind.

In den folgenden Untersuchungen sollten die veranderten Zell-Zell-Wechselwirkungen
durch freigesetztes vMIP-Il aus Liposomen mit target-sensitiven Freisetzungsprinzip detek-
tiert werden.

Da chronische Entzindungserkrankungen wie die Psoriasis, die rheumatoide Arthritis, die

multiple Sklerose u. a. neben mononukledren Infiltraten, den Monozyten und Lymphozyten,
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auch durch eine Th1-getriebene Immunopathogenese gekennzeichnet sind, diente der
Th1-Lymphozytenklon IF12 als Modellzelle bei den Untersuchungen des Rollverhaltens der
Th1-Zellen an aktivierten Endothelzellen. S. Rubant charakterisierte diesen Th11F12-Zellklon
hinsichtlich ihrer Chemokinrezeptoren auf der Oberflache sowohl im unstimulierten als auch
im stimulierten Zustand [Rubant (2005)]. Diese Charakterisierung war flr das Verstandnis
des Verhaltens dieses Th1-Zellklons essentiell, da die Chemokinrezeptorexpression je nach
Stimulierungs- und Differenzierungszustand der verschiedenen Zelltypen variieren kann [Sal-
lusto et al. (1998)]

Bei den Th1-Zellen findet eine vermehrte Expression der Chemokinrezeptoren CCR5 und
CXCRa3 statt. Diese beiden Rezeptoren wurden auf Th1-Zellen in Patienten mit Rheumatoi-
der Arthritis und Multipler Sklerose gefunden [Qin et al. (1998)]. S. Rubant konnte auf dem
Zellklon Th1lF12 die typischen Th1-Chemokinrezeptoren wie CCR5 und CXCR3 und dari-
ber hinaus CCR2, CCR6, CCR7 sowie CXCR4 nachweisen [Rubant (2005)]. Daruber hinaus
findet bei diesen eine Expression verschiedener Selektinliganden, wie PSGL-1, ESL-1, CD24
statt, welche fir das Rollen und die Migration der Th1-Zellen in das entziindete Gewebe von
Bedeutung sind.

Bei den durchgefiihrten Versuchen kamen p-Slides | der Firma ibidi® zum Einsatz, welche
ein neues Kultivierungssystem aus gasdurchlassigem, biokompatiblem und v. a. optisch
hochwertigem Kunststoff darstellen (siehe Abbildung 26) [Horn (2006)].

Reservoir Reservoir

l i Zellkanal l

Abbildung 26:  p-Slide der Firma ibidi®
Sie vereinen ein geschlossenes Testsystem fiir Zellkulturen mit einer durchgehend planaren
Oberflache aus geeignetem Kunststoff, welcher einen ausreichenden Gasaustausch und
eine mirkoskopische Beobachtung aufgrund der optischen Eigen-schaften wahrend der
Versuche ermdglicht.

Dieses System ermdglicht wahrend des Versuches eine hochaufgeldste Betrachtung des
Verhaltens der kultivierten Endothelzellen mit einem inversen Mikroskop. Aufgrund der ge-
ringen GréRe des Kanals werden nur geringe Volumina zum Uberspiilen der adhérierenden
Zellen bendtigt. Darlber hinaus sind auch nur geringe Stimulations- sowie Liposomen-
Medium-Gemischmengen flr die Versuche nétig, was hinsichtlich der Kostenintensivitat der
Peptide (vMIP-Il, SDF-1) vorteilhaft war.
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Die Stimulation der Endothelzellen erfolgte durch Zusatz von IL-1B/TNF-a und einer Inku-
bationszeit von vier Stunden, wobei das IL-18 und TNF-a-haltige Medium direkt in das
p-Slides gefillt wurde. Nach der Aktivierung der Endothelzellen wurde das u-Slide in den Ob-
jekttisch des Mikroskops eingespannt, mit Schlauchverbindungen an das Pufferreservoir und
die Pumpe angeschlossen sowie mit dem Th1-Zell-Vorratsgefall verbunden.

Die Th1-Zellen wurden im Gegensatz zu den Endothelzellen nur durch 15-minttige Inku-
bation bei 37°C im Brutschrank aktiviert, anschlieRend zentrifugiert und in ihr Vorratsgefafy
an der Apparatur gefullt, welches mittels eines 3-Wege-Hahns einen Zufluss der Zellen in
das Kammersystem ermoglichte.

Da das Mikroskop mit einer Kamera versehen war, ermdglichte dies die digitale Aufnahme
der Versuche und somit eine genaue Software-gestiitzte Auswertung von Roll-und Adhasi-
onsereignissen der Th1-Zellen an den Endothelzellen.

Die Erfassung der Anzahl an durchlaufenden, rollenden, adharierenden und migrierenden
Zellen erfolgte mit der Software ,CellFlow 1.7 der Firma Mediquant. In einem festgelegten,
ausgewahlten Zeitraum konnte mit dieser Software die Gesamtzahl an Zellen sowie deren
Geschwindigkeiten ermittelt werden, mit denen sich die Th1-Zellen Gber die Endothelzellen
bewegten. Somit erfolgte computergestiitzt die Auswertung der Rollgeschwindigkeiten und
der Anzahl an rollenden (Geschwindigkeiten von 5um/s bis 50um/s) sowie adharierenden
(Geschwindigkeiten Oum/s bis 5um/s) Zellen. Wahrend des Versuches wurden dafir zu un-
terschiedlichen Zeitpunkten drei Filme aufgenommen, um Effekte zu verschiedenen Ver-
suchszeitpunkten und mit unterschiedlichen Zellmengen erfassen zu kénnen. Drei Filmaus-
schnitte pro Videos wurden jeweils zu einem Mittelwert zusammengefasst, wobei die Aus-
wertung der Filme mit Hilfe des Programms Imagoquant® durchgefiihrt wurde.

Da aber nach Ende des ersten Filmes die Th1-Zellzufuhr durch Umlegen eines Schalters
unterbrochen und dadurch der Zufluss des Puffers wieder gestartet wurde, ergaben sich Un-
terschiede in der Anzahl der durchlaufenden Th1-Zellen bei den drei Videos. Im Zulaufsys-
tem befanden sich jedoch noch genligend Zellen, sodass zu verschiedenen Zeitpunkten des
Versuches unterschiedliche Effekt beobachtet wurden, da am Anfang eher eine Uberladung
der u-Slides mit Th1-Zellen erfolgte, was durch Abschaltung des Zellnachflusses kontinuier-
lich abnahm. Am Anfang des Versuches war somit eine negative Beeinflussung der Th1-Zell-
Endothelzell-Wechselwirkungen durch Ubermafig viele Th1-Zellen mdglich, wohingegen die
geringe Th1-Zellanzahl zum Ende den Wechsel auf eine stérungsfreie Betrachtung der Inter-
aktionen und Effekte auf das Roll- und Adhasionsvermdgen Th1-Lymphozyten ermdglichte.

Bei den Liposomen handelte es sich einerseits um die zuvor gut charakterisierten target-
sensitiven Liposomen der Zusammensetzung DOPE/NGPE/mPEG-PE als auch andererseits

um konventionelle Liposomen prapariert aus SPC/Chol/mPEG-PE/NGPE als Kontrolle.
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Das Rollen der Lymphozyten als initialer Schritt der Chemotaxis wird hauptsachlich durch
die Selektine vermittelt (siehe Kapitel 2.1.1). Aufgrund des Targetierungspotentials von anti-
E-Selektin-gekoppelten, target-sensitiven Liposomen (siehe Kapitel 4.2.6.2) wurde auch bei
diesen Untersuchungen das E-Selektin als Target flr eine spezifische Akkumulation der Li-
posomen an den Endothelzellen ausgenutzt. Um den Einfluss der Targetierung zu untersu-
chen wurden ebenfalls die E-Selektin-gerichteten target-sensitiven IL mit IgG-gekoppelten,

target-sensitiven IL verglichen.

4.3.1 Liposomaler Einfluss target-sensitiver Liposomen auf das Adhasionsverhalten

von Th1-Lymphozyten

Initiale Untersuchungen sollten den Einfluss leerer, E-Selektin-gerichteter target-sensitiver
Liposomen auf das Adhasionsverhalten der Th1IF12-Zellen klaren, um den reinen Targeting-
effekt auf das Verhalten der Th1lF12-Zellen zu beobachten. Diese Versuche dienten als
Basis fiir die nachfolgenden Experimente.

Nachdem die Zellen in den Kammern vier Stunden mit IL-13/TNF-a inkubiert wurden, er-
folgte die Applikation der Liposomen. Diese wurden Uber einen festgelegten Zeitraum von
einer Stunde Uber die Endothelzellen gespult, wodurch physiologische Bedingungen simu-
liert wurden. Im Anschluss daran wurde das u-Slide in den Objekttisch des Mikroskops ein-
gespannt und Uber Schlauchverbindungen mit dem Th1-Zell-Reservoir sowie dem Puffervor-
ratsgefal’ in der Pumpe verbunden und der Versuch gestartet. Als Kontrolle dienten u-Slides
mit unstimulierten Endothelzellen.

Abbildung 27 zeigt den prozentualen Anteil der rollenden und adharierenden Th1-Zellen in
Anwesenheit von target-sensitiven Liposomen in Abhangigkeit von der Spezifitat des gekop-

pelten Liganden und der Stimulation der Endothelzellen.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung des Ausmafes des Rollings und der Adhasion von Th1-Lympho-

zyten an Endothelzellen in Abhangigkeit des Stimulus nach einstiindiger Inkubation mit
spezifisch und unspezifisch gekoppelten, target-sensitiven Liposomen (*bezugnehmend auf
andere Versuchstage)

Wider Erwarten wird das Roll- und Bindungsverhalten der Th1-Zellen durch Stimulation
der Endothelzellen kaum verandert. Werden die Versuche in Anwesenheit der Liposomen in
Abhangigkeit des Stimulus miteinander verglichen, so zeigen sich sowohl bei den unstimu-
lierten als auch bei den stimulierten Endothelzellen gleichartige Ergebnisse. Die erhdohte Ex-
pression von E-Selektin bei den stimulierten Zellen kénnte in Anwesenheit der Liposomen
allerdings durch einen abschirmenden Effekt der Vesikel nivelliert werden, welche im Falle
der IgG-gekoppelten Liposomen auf unspezifische Wechselwirkungen und bei den anti-E-
Selektin-gekoppelten Liposomen durch spezifische E-Selektin-Blockierung zurtickzufihren
ware. Das wurde das gleichartige Verhalten und die sehr ahnlichen Ergebnisse in den ersten
beiden Beobachtungsabschnitten erklaren. Lediglich im 3. Beobachtungsabschnitt ist eine
deutliche Zunahme des Rollings als auch der Adhasion bei den stimulierten bEnd3 trotz An-
wesenheit der Liposomen zu erkennen.

Die hohe Anzahl der rollenden und adharierenden Zellen zu Beginn kann auf die Uberla-
dung des Zellkanals in den p-Slides mit Th1-Zellen zurickzufihren sein. Die Effekte nehmen
aufgrund der abnehmenden Zellzahl zum zweiten Abschnitt immer ab, da die Zellzufuhr acht
Minuten nach dem Versuchsstart gestoppt wurde. Im dritten Zeitabschnitt (14 bis 16 Minu-
ten) sind vermutlich die eigentlichen qualitativen Effekte zu sehen, da kein Uberangebot an
Th1-Zellen mehr besteht, sondern die Zellen einzeln betrachtet werden konnten.

Mit diesen Untersuchungen sollte das Hauptaugenmerk auf der Fragestellung liegen, ob
die Anwesenheit der Liposomen bzw. der Lipide einen Einfluss auf das Rolling und die Ad-
hasion der Th1-Zellen haben. Werden die Versuche ohne Liposomen als Basis herangezo-
gen (bezugnehmend auf die Untersuchungen des Roll- und Adhasionsverhalten der Th1-

Lymphozyten ohne Liposomen an einem anderen Versuchstag), so ist bei den unstimulierten

Claudia Ulbrich



118 4  Ergebnisse und Diskussion

Zellen in Anwesenheit der Liposomen kaum ein Einfluss erkennbar. Werden jedoch die Er-
gebnisse der stimulierten Endothelzellen mit den Basiswerten verglichen, so kann, zumin-
dest bei Betrachtung des 1. und 2. Auswertungsabschnittes, ein Targetingeffekt sowohl auf
das Rolling als auch die Adhasion beobachtet werden. Diese Beeinflussung gilt es bei den

folgenden Untersuchungen zu beriicksichtigen.

4.3.2 Effekte der Chemokine SDF-1 und vMIP-ll auf das Adhasionsverhalten von
Th1-Lymphozyten

Nachdem gezeigt wurde, dass die Liposomen keinen direkten Einfluss auf das Roll- und
Adhasionsverhalten der Th1-Zellen nehmen, sollten Untersuchungen unter Anwendung von
vMIP-II als Chemokinantagonist in An- und Abwesenheit von SDF-1 als stimulierendes
Chemokin erfolgen.

Bei SDF-1 (stromal cell derived factor 1) handelt es sich um ein CXC-Chemokin
(CXCL12) mit Wirksamkeiten an den Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 [Burns et al. (2006),
Levoye et al. (2009)]. An CXCR4 ist SDF-1(a) der einzige Ligand [Olson et al. (2002], wobei
die Bindung an den N-terminalen Rezeptorteil sowie an die ersten zwei extrazellularen
Schleifen des CXCR4-Rezeptors erfolgt [Gerlach et al. (2001), Huang et al. (2003)]. Diese
Bindung initiiert anschliellend die Signaltransduktion des CXCR4-Rezeptors [Crump et al.
(1997)]. Fur die Aktivierung und Migration sowohl von Leukozyten als auch hamatopoeti-
scher Stammzellen ist SDF-1 ein wichtiger Regulator.

SDF-1 wird als chemotaktischer Faktor flir T-Zellen und Monozyten beschrieben [Radeke
et al. (2005)], da es ahnlich wie MIP 3p und 6C-kine die schnelle und feste Adhasion von zir-
kulierenden Lymphozyten binnen Sekunden an VCAM-1 induziert. Bereits nach einer Se-
kunde werden zirkulierende Lymphozyten durch SDF-1 aktiviert [Campbell et al. (1998)].
J. Calderwood aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Radeke konnte bei Versuchen an
LMEC eine Verschiebung des Rollings hin zu einer schnelleren Adhasion von Th1-Zellen in
Anwesenheit von SDF-1 zeigen, wobei allerdings das Ausmal der Transmigration durch die
Endothelzellschicht unverandert blieb.

Um die Effekte von SDF-1 und vMIP-Il auf das Roll- und Adhasionsverhalten der Th1-
Lymphozyten an den im Rahmen dieser Arbeit genutzten bEnd3 zu erfassen, wurden initiale

Untersuchungen ohne Liposomen durchgeflhrt.
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4.3.2.1 Einfluss von freiem vMIP-Il und SDF-1 auf das Bindungsverhalten der

Th1-Lymphozyten

Diese Untersuchungen dienten der Aufklarung der Effekte von vMIP-Il und SDF-1 auf das
Roll- und Adhasionsvermdgen der Th1-Zellen an stimulierten Endothelzellen. Einerseits wur-
den beide Substanzen getrennt voneinander betrachtet, andererseits sollte die Applikation
beider Proteine klaren, wie sich beide zusammen auf das Rolling und die Adhasion der Th1-
Lymphozyten auswirken.

Dem Stimulationsmedium der Endothelzellen wurde dafur eine halbe Stunde vor Aktivie-
rungsende das SDF-1 zugesetzt, sodass eine Inkubation der stimulierten Endothelzellen von
30 Minuten unter Flussbedingungen folgte. Unter physiologischen Bedingungen wird I6sli-
ches SDF-1 auf der Endothelzelloberflache gebunden und den Th1-Lymphozyten prasen-
tiert. Diese Anreicherung sollte durch diese Inkubationsbedingungen simuliert werden. Nach
der Aktivierung mit IL-18/TNF-o. und der Inkubation mit SDF-1 erfolgte die Zugabe von
VMIP-II in reinem Medium. Einerseits sollte durch den Kontakt des vMIP-II mit den Endothel-
zellen ebenfalls eine Anreicherung an der Endothelzelloberflache erreicht werden, anderer-
seits sollte durch eine anschlieRende Inkubation der Th1-Zellen eine ,Rezeptorblockierung®
an deren Oberflache erfolgen, was ein vermindertes Rolling und eine geringere Adhasion zur
Folge hatte.

In Abbildung 28 sind die Effekte von freiem vMIP-Il und SDF-1 auf das Roll- und Adhasi-

onsvermogen der Th1-Zellen an stimulierten Endothelzellen graphisch dargestellt.
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Abbildung 28: Graphische Darstellung des Ausmafes des Rollings und der Adhasion von Th1-Lympho-
zyten an stimulierten Endothelzellen nach Inkubation mit vMIP-Il und/oder SDF-1

Keine Vorbehandlung (,ohne alles”): Das Roll- und Adh&sionsverhalten der Th1-Lym-
phozyten wird durch Stimulierung der Endothelzellen kaum verandert. Es findet keine Zu-

nahme des Rollings und der Adhasion bei den stimulierten Endothelzellen im Vergleich zu
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den unstimulierten Zellen statt. Es kann angenommen werden, dass die Stimulation der Th1-
Lymphozyten durch alleinige Inkubation im Brutschrank und Zentrifugation nicht ausreicht,
da die Stimulation der bEnd3 mit einer E-Selektin-Expression durch positive FACS-
Ergebnisse bewiesen wurde (siehe Kapitel 4.1.1).

SDF-1: Bei den stimulierten Zellen zeigt sich unter SDF-1-Behandlung im Vergleich zu
den Versuchen ohne alles sowohl eine vermehrte Anzahl rollender Zellen als auch ein ge-
ringfigig erhdhtes Ausmald an adharierenden Zellen.

VMIP-II: Eine Zunahme des Rollens und der Adhasion der Zellen im Vergleich zu den
Versuchen ohne Stimulation ist zu verzeichnen, allerdings ist der Effekt im Abschnitt 14 bis
16 Minuten sogar durch ein noch starkeres Rolling und Adhasion als bei SDF-1 gekenn-
zeichnet.

SDF-1 und vMIP-II: Im Vergleich des Versuches mit SDF-1 und vMIP-II alleine zeigt sich,
dass VMIP-II in seiner antagonistischen Wirksamkeit besonders nach Aktivierung durch
SDF-1 hervortritt. Der Effekt des erhéhten Rollings und der geringfiigig erhdhten Adhasion
unter der Einwirkung von SDF-1 wird durch vMIP-Il antagonisiert, was zu einer Abnahme des
Rollings und der Adhasion fiihrt. Dies wird insbesondere im dritten Beobachtungsabschnitt
(14 bis 16 Minuten) deutlich.

Zusammenfassend kann flir diese Versuche gesagt werden, das die erwartete deutlich
starkere Zunahme des Rollings und der Adhasion der Th1-Zellen sowohl allein durch Stimu-
lation der Endothelzellen, noch ausgepragter jedoch in Anwesenheit von SDF-1 in der Deut-
lichkeit nicht gezeigt werden konnte. Einzig eine leichte Zunahme des Roll- und Adhasions-
vermogen durch SDF-1 war detektierbar. Dieser Effekt konnte durch die Anwesenheit von
vMIP-II antagonisiert werden, was zu einer Senkung des SDF-1-Effektes auf das Rolling und
die Adhasion flhrte. Im Unterschied zu vorangegangenen Befunden konnte jedoch nicht be-
statigt werden, dass das SDF-1 nur einen erhéhenden Effekt auf die Adhasion auf Kosten
des Anteils der rollenden Zellen hat. An bEnd3 flihrt SDF-1 zu einem héheren Anteil rollen-

den Th1-Zellen, die Adhasion nimmt dagegen nur geringfiigig zu.

4.3.2.2 Einfluss leerer und vMIP-lI-gefiillter, konventioneller Liposomen auf das

Bindungsverhalten der Th1-Lymphozyten in Abhangigkeit der Targetierung

In diesen Untersuchungen wurde vMIP-Il in SPC-Liposomen eingeschlossen. Durch die
limitierte Freisetzung aus diesen konventionellen Liposomen sollte vMIP-II nur eingeschrankt
in der Lage sein, einen antagonistischen Effekt auf das Th1-Rolling und die Adh&sion auszu-

Uben. Diese Untersuchungen sollten als Basis fur die Detektion des target-sensitiven Frei-
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setzungsmechanismus der DOPE/mPEG-PE-Liposomen (vMIP-lI-gefullt) in weiteren Versu-
chen dienen.

Nach der Stimulation der Endothelzellen wurden diese eine Stunde mit den leeren und
vMIP-II-geflllten SPC-Liposomen unter Flussbedingungen inkubiert und anschlie®end in der
Durchflussapparatur dem Kontakt stimulierter Th1-Lymphozyten ausgesetzt.

In Abbildung 29 ist der Einfluss des eingeschlossenen vMIP-II auf das Rolling und die Ad-
hasion der Th1-Zellen in Abhangigkeit der Spezifitat der Liposomen graphisch dargestellit.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung des Ausmafes des Rollings und der Adhasion von Th1-Lympho-
zyten an Endothelzellen nach Inkubation mit spezifisch und unspezifisch gekoppelten,
konventionellen SPC-Liposomen

Die Ergebnisse zeigen ein ahnliches Ausmall des Rolling und der Adhasion der Th1-
Zellen nach der Inkubation mit den IgG-gekoppelten, vMIP-lI-gefillten SPC-Liposomen im
ersten Beobachtungsabschnitt im Vergleich zu den E-Selektin-gerichteten leeren SPC-Lipo-
somen. Dies kénnte an der Uberladung des Kanals mit Th1-Zellen zu Beginn des Versuches
liegen. Im Zeitabschnitt 2 und 3 zeigen sich dagegen differenzierende Ergebnisse. Einerseits
steigt das Ausmal} des Rollens bei den IgG-gekoppelten Liposomen in Abschnitt 2, wahrend
sich die Adhasion kaum verandert. Und im dritten Beobachtungszeitraum (14 bis 16 Minuten)
sinkt sowohl das Rolling als auch die Adhasion bei den stimulierten bEnd3 nach Inkubation
mit diesen IgG-gekoppelten, vMIP-ll-geflllten Liposomen. Die Senkung kann dabei auf eine
Freisetzung und Wirkung von vMIP-II nach unspezifischer Bindung der Liposomen an den
Endothelzellen zurlGckzufihren sein. Diese Abnahme des Rollings und der Adhasion durch
freigesetztes vMIP-II ist im Falle der spezifisch gekoppelten SPC-Liposomen noch ausge-
pragter, was bei diesen Vesikeln auch schon im zweiten Beobachtungsabschnitt deutlich
wird. Es kann eine weitere Senkung des Rolling und Adhasion bei den E-Selektin-gerichte-
ten, vMIP-ll-enthaltenden SPC-Liposomen im Vergleich zu den unspezifisch gekoppelten Li-

posomen beobachtet werden. Dies spricht fir einen vMIP-II-Effekt, da diese Senkung nicht
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auf das Besetzen der E-Selektine allein durch die gebundenen Liposomen erklarbar ist, da
die leeren SPC-Liposomen ein hoheres Ausmal} an Rolling und Adhasion zeigen.

In diesen Versuchen zeigen auch die konventionellen SPC-Liposomen eine freisetzende
Wirkung von vMIP-Il. Ob diese auf die spezifische Bindung, unspezifische Wechselwirkun-
gen der Liposomen mit den Zellen, aus Release-Eigenschaften des Proteins oder auf den
Scherstress unter diesen Versuchsbedingungen zuriickzufihren ist, kann nicht differenziert

werden.

4.3.2.3 Einfluss vMIP-lI-gefiillter, target-sensitiver Liposomen auf das Bindungs-

verhalten der Th1-Lymphozyten in Anwesenheit von SDF-1

In diesen Versuchen sollten die Effekte von freigesetztem vMIP-II aus target-sensitiven
Liposomen auf das Verhalten der Th1-Lymphozyten an stimulierten Endothelzellen unter-
sucht werden. Da SDF-1 nach den vorherigen Ergebnissen einen verstarkenden Effekt auf
das Rolling und die Adhasion austibt, wurde eine Vorinkubation mit SDF-1 bei allen Versu-
chen durchgefihrt. Dafir wurde das SDF-1 am Ende der Endothelzellstimulation dem Akti-
vierungsmedium hinzugefugt und eine 30-minttige SDF-1-Inkubation der stimulierten Endo-
thelzellen durchgefihrt. Im Anschluss daran erfolgte die Applikation der Liposomen und eine
einstindige Inkubation dieser unter Flussbedingungen, was eine Bindung der target-
sensitiven Liposomen und eine Freisetzung des liposomal eingeschlossenen vMIP-II ermdg-
lichte.

Abbildung 30 zeigt graphisch den Einfluss von leeren und vMIP-lI-gefillten, target-sensiti-
ven Liposomen auf das Roll- und Adhasionsvermégen der Th1-Zellen an stimulierten, SDF-1

vorbehandelten Endothelzellen.
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Abbildung 30: Graphische Darstellung des Ausmafes des Rollings und der Adhasion von Th1-Lympho-
zyten an stimulierten, SDF-1-behandelten Endothelzellen nach der Inkubation mit vMIP-II-
gefllten, target-sensitiven Liposomen in Abhangigkeit der Spezifitdt des Liganden
(*bezugnehmend auf einen anderen Versuchstag)

Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation und die Anwesenheit des SDF-1 zu einer
deutlichen Zunahme des Rollings und zu einer geringfligigen Steigerung des Adhasion fuhr-
ten. Sowohl auf das gesteigerte Rolling als auch die erhdhte Adhasion wirkt sich die Anwe-
senheit der target-sensitiven Liposomen minimierend aus. Der Effekt fallt jedoch in Abhan-
gigkeit der Flllung und der Spezifitat des Liganden unterschiedlich aus.

Ohne vMIP-II: Besonders im 3. Beobachtungsabschnitt fuhrt die Anwesenheit sowohl der
IgG- als auch der anti-E-Sel-gekoppelten, target-sensitiven Liposomen zu einer deutlichen
Senkung des Rolling und der Adhasion, wobei das Ausmal} bei den spezifisch gekoppelten
Liposomen starker ausgepragt ist. Bei den 1gG-gekoppelten Liposomen wird dieser Effekt auf
unspezifische Interaktionen und Adsorptionsvorgdnge und den dadurch verursachten ab-
schirmenden Effekt verursacht. Im Falle der anti-E-Sel-Liposomen kann die Senkung des
Rollings und der Adhasion auf die Blockierung der E-Selektine an der Zelloberflache zurick-
zufihren sein. Gleichzeitig spielen auch bei den spezifischen Liposomen abschirmende Ef-
fekte der an der Zelloberflache angereicherten Vesikel eine Rolle. Auf den Endothelzell-
oberflachen vorhandenes E-Selektin steht somit nicht mehr fiir die Bindung der Th1-Zellen
zur Verfigung. Diese starke Abnahme Rollings und der Adhasion bei den anti-E-Sel-
Liposomen im Vergleich zu den IgG-Liposomen spricht fiir eine Involvierung des E-Selektins.

Mit vMIP-II: In Anwesenheit des vMIP-II kann ein eindeutiger SDF-1-antagonisierender Ef-
fekt nur im 3. Beobachtungsabschnitt bei Betrachtung des Rollings als auch der Adhasion
der E-Selektin-gerichteten target-sensitiven Liposomen festgestellt werden. Da dieser Effekt
bei den unspezifisch gekoppelten Liposomen nicht zu verzeichnen ist, spricht dies fur die
extrazellulare Freisetzung des vMIP-II an der Zelloberflache aus den spezifisch gekoppelten

Liposomen nach E-Selektin-Bindung. Bei den |gG-gekoppelten Liposomen kann eine weitere
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Senkung sowohl des Rollings als auch der Adhéasion im Vergleich zu den leeren Vesikeln
beobachtet werden. Ein antagonisierender Effekt durch das vMIP-Il auf das Roll- und Adha-

sionsverhalten der Th1-Lymphozyten bleibt im Falle der gefiillten IgG-Liposomen aus.

4.3.3 Zusammenfassung der Untersuchungen

Unter den hier vorherrschenden Versuchsbedingungen konnten die target-sensitiven Lipo-
somen ihren Vorteil, wie er in den zuvor durchgefiihrten Untersuchungen deutlich wurde,
nicht in erwartetem Male ausspielen. Im Gegenteil, selbst die konventionellen SPC-Liposo-
men zeigen in diesen Versuchen freisetzende Eigenschaften, sodass sich das System der
target-sensitiven Liposomen im Zusammenspiel mit Th1-Lymphozyten nicht bewahrt hat.

Die unterschiedlichen Versuchsbedingungen lassen viel Raum fir Spekulationen, da es
sich bei beiden um zwei verschiedene Testsysteme mit u.U. zu stark differenzierenden
Grundvoraussetzungen handelt. Jedoch war eine andere parallele Durchfihrung der Versu-
che nicht mdglich, da die Versuche in unterschiedlichen Laboratorien durchgefiihrt wurden.
DarlUber hinaus konnten die Liposomen bei diesen Versuchen in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe in Frankfurt erst nach einem gewissen Lagerungszeitraum den Untersuchun-
gen zugefuhrt werden, was bei den Freisetzungsexperimenten zuvor (siehe Kapitel 4.2) nicht

der Fall war.

4.4 Intrazellularer Eingriff in das Entziindungsgeschehen auf genetischer Ebene

Aufgrund der genannten, nicht vollstandig Uberzeugenden Eigenschaften der target-sensi-
tiven Liposomen in Kombination mit den Chemokinantagonisten sollte ein weiterer Weg der
Beeinflussung von Zell-Zell-Wechselwirkungen in der Adhasionskaskade durch Verwendung
eines liposomalen Systems untersucht werden. Ziel der folgenden Versuche war der liposo-
male Transport von genetischem Material in die Endothelzellen. Dieser Vorgang des Ein-
schleusens und der intrazellularen Prozessierung der Genvektorkomplexe in die Zellen wird
als Transfektion bezeichnet. Das Erreichen einer hohen Transfereffizienz bei gleichzeitig
niedriger Zelltoxizitat stellen dabei die wesentlichen Aspekte flir die Applikation des geneti-
schen Materials dar. Ziel der Gentherapie ist dabei eine selektive Korrektur bzw. die Modula-
tion von Erkrankungen durch die Verabreichung eines therapeutischen Genes [Marquet et al.
(1996)]. Die Einschrankungen der viralen Gentransportsysteme hinsichtlich Immunogenitat

und Toxizitat bescherte dabei den chemischen Vektoren eine zunehmende Bedeutung.
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Durch Modifizierung der Liposomenmembran sollte der liposomale Gentransport auch im
Rahmen dieser Arbeit optimiert und an zellulare Gegebenheiten angepasst werden, um eine
optimale Freisetzung in der Zelle zu erreichen. Zum Einsatz kamen die sog. stabilized plas-
mid lipid particles (SPLP). Dies sind Lipoplexe, die von einer liposomalen Hulle mit sterischer
Stabilisierung durch mPEG-PE (berzogen sind. Ausgehend von diesen Strukturen sollte ver-
sucht werden, zusatzlich eine pH-Sensitivitat der SPLP fiir eine gezielte Freisetzung der
Plasmide nach Internalisierung aus dem Endosom ins Zytosol zu erreichen, um die lysoso-
male Degradation des genetischen Materials zu umgehen. Des Weiteren sollte der Einfluss
einer zellularen Targetierung durch Kopplung von anti-E-Selektin mAb auf das Ausmal} der
Transfektion untersucht werden.

Die SPLP wurden im Hinblick auf das genutzte kationische Lipid, welches zur Komple-
xierung des Plasmides genutzt wurde, optimiert. Fir diese Optimierungsuntersuchungen
wurden die Transfektionseffizienz des DOTAP in initialen Untersuchungen an der gut zu
transfizierenden Karzinomzelllinie A2780s untersucht und mit dem kationischen Lipid
DC-Chol (in einer Mischung mit DOPE im Verhaltnis 30 : 70 — DC30) verglichen. Im An-
schluss daran folgte der Einsatz der SPLP an den bEnd3.

Da die Aufnahme von Transferrin Uber seine entsprechenden Rezeptoren ein gut unter-
suchtes Beispiel fir die Rezeptor-vermittelte Endozytose ist [Qian et al. (2002), Daniels et al.
(2006a+b)], wurde sich dieses System in den initialen Optimierungsuntersuchungen an
A2780s zu Nutze gemacht. Zur Anwendung kam als spezifischer Ligand fiir die Kopplung an
die pH-sensitiven SPLP das Holotransferrin, welches wie das in der Leber gebildete und mit
Eisen beladene Protein Transferrin an den membranstandigen Transferrinrezeptor bindet.
Fur den Zellstoffwechsel ist der Transferrinrezeptor eine essentielle Struktur, sodass utber ihn
die gezielte endozytotische Aufnahme von Holotransferrin-gekoppelten Gentransfervesikeln
im Rahmen dieser Arbeit vermittelt werden sollte.

Die untersuchten A2780s-Zellen exprimierten den Transferrin-Rezeptor. Karzinomzellen
zeichnen sich dariber hinaus durch eine gute Transfizierbarkeit aus, sodass dieses System
die optimalen Voraussetzungen fir umfangsreiche Transfektionsuntersuchungen erfillte.
Bindungs- und Internalisierungsuntersuchungen von Holotransferrin-gekoppelten Liposomen
an A2780s-Zellen zeigten einen deutlichen Vorteil fir die Aufnahme dieser im Vergleich zu
unspezifisch gekoppelten Liposomen [Wirth (2005)], sodass dieses Ligand-Rezeptor-System
als geeignet betrachtet wurde.

Verschiedene Aspekte, wie die Steigerung der Transfektion durch Einsatz der pH-Sensiti-
vitat, die Bedeutung der spezifischen Rezeptor-vermittelten Aufnahme sowie der Einfluss
des gewahlten kationischen Lipides auf die Transfektion wurden im Rahmen der folgenden

Untersuchungen betrachtet. AbschlieRende Transfektionsversuche mit dem optimalen Gen-
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transportsystem an Endothelzellen sollten darauf hin die Basis fur einen mdglichen
in vivo-Einsatz der SPLP bilden.

Das Ausmal der Transfektion wurde sowohl bei den A2780s als auch bei den bEnd3 mit-
tels FACS-Analyse verfolgt.

4.4.1 Herstellung und Charakterisierung der SPLP

Im Rahmen der folgenden Versuche kamen verschiedene liposomale Praparationen der
SPLP zum Einsatz. Auf Basis der von Wheeler beschriebenen SPLP wurde die modifizierte
liposomale Mischung aus DOPE/mPEG-PE/Cyanur-PEG-PE (87 :8:5mol%) [Wheeler et al.
(1999)] verwendet. Diese sollte in initialen Untersuchungen in Abhangigkeit ihrer vorhande-
nen Targetspezifitat untersucht werden. Darauf folgende Variationen der liposomalen Hiille
fihrten zu den pH-sensitiven SPLP, durch welche eine Transfektionssteigerung erreicht wur-
de. Diese pH-Sensitivitdt wurde durch die Lipidmischung der Zusammensetzung DOPE/
CHEMS/mPEG-PE (57:38:5mol%) erreicht. Sie gewahrleistet die Freisetzung der Plasmide
aus dem Endosom ins Zytosol und fuhrt somit zu einer Steigerung der Transfektionseffizienz,
da die eingeschlossenen Plasmide der Degradation im Lysosom entgehen. Diese pH-
sensitiven SPLP wurden mit verschiedenen pH-insensitiven Mischungen verglichen, um den
Einfluss der pH-Sensitivitat auf das Ausmal} der Transfektion zu verdeutlichen. Daflr kamen
Lipidmischungen der Zusammensetzung DOPC/CHEMS/Cyanur-PEG-PE (57 : 38 : 5mol%)
sowie SPC/Chol/Cyanur-PEG-PE (65:30:5mo0l%) zum Einsatz.

Wie auch bei den target-sensitiven Liposomen bildete das DOPE in der Zusammenset-
zung der pH-sensitiven, liposomalen Hille den Hauptanteil. Das DOPE senkt die Phasen-
Ubergangstemperatur aufgrund der Struktur der Olsaureketten und steigert somit die Memb-
ranfluiditat. Es forciert weiterhin die Fusion der liposomalen Hille mit der Endosomenmemb-
ran, was die Freisetzung der Plasmidkomplexe in das Zytosol fordert.

Bei dem CHEMS handelt es sich um ein Cholesterol-Hemisuccinat als helfende Kompo-
nente flir das DOPE. CHEMS tragt im physiologischen pH-Bereich eine negative Ladung, je-
doch fihrt die Absenkung des pH-Wertes zur Protonierung und damit zur Ladungsneutrali-
sierung, wodurch eine Destabilisierung der liposomalen Membran [Ellens et al. (1984)] und
die Fusion der Liposomen mit der Endosomenmembran zur Freisetzung des liposomalen In-
haltes in das Zytosol stattfindet.

Das Cyanur-PEG-PE Ubernahm in diesen Praparationen eine duale Funktion. Zum einen
diente es als Kopplungsanker fir die genutzten Liganden (spezifisch oder unspezifisch), zum

anderen wurde dadurch eine sterische Stabilisierung und Abschirmung der SPLP erreicht.
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4.4.1.1 Herstellung der Gentransfervesikel

Die SPLP wurden mit Hilfe der Detergenzmethode (siehe Kapitel 3.2.2) hergestellt. Im
Vorfeld wurde das GFP-Plasmid mit dem ausgewahlten, kationischen Lipid (DOTAP oder
DC30) komplexiert. Das bildet die Voraussetzung flir einen maximalen Einschluss des gene-
tischen Materials in die Liposomen.

Diese im ersten Schritt gebildeten Lipoplexe wurden anschlieRend in Kontakt mit den Hll-
lipiden gebracht. Die Lipide der liposomalen Hulle wurden daflir in einer stark konzentrierten
Detergenzlésung (0,2M Oktylglucosid) geldst und lagen somit in mizellarer Form vor. Durch
die anschliefiende Dialyse fand der Detergenzentzug und somit ein Wachstum der Mizellen
statt. Das ist die Voraussetzung fiir die Vesikelbildung durch Transformations- und Fusions-
prozesse zur abschlieRenden Bildung der liposomalen Hiille um die Plasmid-Lipid-Komplexe.

Durch die Komplexierung mit einem geeigneten kationischen Lipid als primaren Prapara-
tionsschritt und der darauffolgenden Umhillung der Lipoplexe mit der liposomalen Hille (pH-
sensitiv oder pH-insensitiv) mittels Detergenzdialyse kann die Einschlussrate im Vergleich
zur herkdmmlichen Hydratationsmethode enorm gesteigert werden. Mit Einschlussraten bis
zu 85% ist dieses Herstellungsverfahren sowohl der Hydratationsmethode (Einschlussraten
von 4%) als auch der Herstellung Gber Umkehrphasen (Einschlussraten von ca. 40%) weit

Uberlegen [Kessner (2004)].

4.4.1.2 Charakterisierungen der SPLP

Quantifizierung der DNA-Mengen

Bei der Praparation der SPLP betrug die Konzentrationen des GFP-Plasmides 10 ug/pmol
bezogen auf die Gesamtlipidmenge. Die Quantifizierung der finalen DNA-Mengen in den
SPLP-Proben nach Abschluss der SPLP-Praparation wurde mit Hilfe des Farbstoffes
HOECHST durchgefiihrt. Dabei findet eine spezifische Anlagerung des Farbstoffs an den
Basen Adenin und Thymin innerhalb der DNA statt [Latt et al. (1976)]. In Eingangsunter-
suchungen wurden HOECHST 33342 und 33258 miteinander verglichen. Bei dem
HOECHST 33342 handelt es sich um die lipophilere Substanz, was eine Diffusion durch Ii-
posomale Membranen ermdglicht. Aufgrund dessen wurden Versuche mit und ohne
Detergenzzugabe durchgeflhrt. Allerdings fand bei der Verwendung dieses Farbstoffes auch
unter Verwendung eines Detergenz eine zu hohe unspezifische Adsorption an vorhandenen
Lipiden statt, sodass die endglltige Wahl fir die Quantifizierungsuntersuchungen auf das
HOECHST 33258 fiel. Bei diesem war allerdings eine Lysis der Vesikel unabdingbar, da der
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Farbstoff eine zu groRe Hydrophilie aufweist. Dies macht ein Durchdringen liposomaler Bi-
layer unmoglich. Das Vorliegen freier DNA war die Grundvoraussetzung flr die spezifische
Anlagerung des HOECHST 33258.

In Tabelle 2 sind die ermittelten DNA-Mengen der DOTAP-SPLP im Vergleich zu DC30-
SPLP dargestellt.

Lipidzusammensetzung Kationisches Lipid = DNA-Menge [%]
pH-sensitiv
DOPE/CHEMS/Cyanur-PEG-PE DOTAP 58,4 + 31,78
DOPE/CHEMS/Cyanur-PEG-PE  DC30 (DC-Chol) 62,3 £ 39,62

Tabelle 2: DNA-Quantifizierung pH-sensitiver SPLP in Abh&ngigkeit des kationischen Lipides

Wie aus den Daten ersichtlich, unterscheiden sich die Ergebnisse des erfassten Plasmi-
des nur gering. Sowohl fir das DOTAP als auch fir das DC30 kénnen hohe Anteile an
Plasmid-DNA quantifiziert werden. Sie erreichen zwar nicht die Ausmale, wie sie in ver-
schiedenen Studien beschrieben wurden, allerdings liegen diese Einschlussraten noch weit
vor den Werten, die mittels Hydratations- oder Umkehrphasenmethode erzielt werden kon-
nen. Das spricht fir das Herstellungsverfahren der Komplexierung der Plasmid-DNA mit an-
schlielRender Detergenzdialyse.

In aktuellen Untersuchungen wird jedoch kontrovers diskutiert, ob ein vollstandiger Ein-
schluss der Lipoplexe wahrend der Detergenzdialyse stattfindet oder ob auch extraliposoma-
le Adsorptionsvorgange der Lipoplexe eine Rolle spielen. Um gefiillte Vesikel von ungefiillten
abzutrennen, wurden die SPLP nach der Dialyse einer Dichtegradientenzentrifugation unter-
zogen. Allerdings konnte eine vollstandige Abtrennung von freien Lipoplexen nicht garantiert
werden, sodass eine Adsorption mdglich scheint. Werden die Standardabweichungen be-
trachtet, fallen grole Schwankungen auf, was unter Umstanden ein Indiz fir einen variablen,
nicht kalkulierbaren Anteil an adsorbierten Komplexen aus Plasmid-DNA und DOTAP oder
DC30 sprechen konnte. Da wahrend der Versuchsdurchfuhrung eine Lysis der Vesikel vor
der Zugabe des Farbstoffes HOECHST 33258 zur fluorimetrischen Quantifizierung nétig war,
konnte keine Differenzierung zwischen verkapselten und adsorbierten Lipoplexen im Rah-

men dieser Untersuchungen erfolgen.

Charakterisierung der Vesikelgré3en

Fur die Transfektion spielt neben den chemischen Modifikationen der Transportsysteme

auch die Grofie der Komplexe eine wichtige Rolle. Die optimale GréRe der Vehikel fir den
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Transport wird kontrovers diskutiert. Einerseits zeigen Untersuchungen, dass vor allem gro-
Rere Komplexe eine hdhere Transfektionseffizienz besitzen [Kawaura et al. (1998), Ross et
al. (1999), Aimofti et al. (2003)], andererseits existieren Studien, die Vorteile fur kleinere Par-
tikel zeigen [Akao et al. (1991), Templeton et al. (1997), Tranchant et al. (2004)]. Stegmann
und Legendre dagegen stellten keine Abhangigkeit der Transfektionsrate von der Partikel-
grole fest [Legendre et al. (1992)].

Die Herstellungsmethode beeinflusst nicht nur die Einschlussrate sondern auch die Grolie
der erhaltenen Gentransfersysteme. Durch das Dialysieren als zentralen Schritt der Deter-
genzmethode resultieren sehr geringe VesikelgroRen ohne weitere nachfolgende Praparati-
onsschritte, wie Extrusion oder Ultraschallbehandlung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die SPLP mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektrosko-
pie (PCS) nach der Praparation kontrolliert.

Die Tabelle 3 fuhrt die unterschiedlichen Groflen in Abhangigkeit der liposomalen Zu-

sammensetzung und des Fllstatus auf.

Lipidzusammensetzung Kationisches Lipid VesikelgroBe [nm]

Wheeler analoge Mischung
DOPE/mPEG-PE/Cyanur-PEG-PE = DOTAP 83,56+1,5

pH-insensitiv

DOPC/CHEMS/Cyanur-PEG-PE DOTAP 87,4 +18,9
SPC/Chol/Cyanur-PEG-PE DOTAP 143,5+4,1
ungefullt 114,6 £ 26,3
pH-sensitiv
DOPE/CHEMS/Cyanur-PEG-PE DOTAP 92,2 + 28,1
DC30 (DC-Chol) 77,2+27,0
ungefullt 86,9 + 30,9
Tabelle 3: VesikelgroRen der genutzten SPLP und Liposomen fiir die Transfektionsversuche an

A2780s und bEnd3

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass sich fast alle Praparationen, bis auf die konventionelle
Hulle aus SPC/Chol, im gleichen geringen GréfRenbereich bewegen. Je nach Lipidkomposi-
tion und Flllstatus treten nur geringfligige Variationen auf. Dabei zeigen die DC30/GFP-
Plasmid geflllten, pH-sensitiven SPLP mit 77 nm die geringste VesikelgroRe.

Allerdings spielt nicht nur die Lipidkomposition der Hiille eine Rolle fiur die Groflie der Ve-
sikel, sondern auch das genutzte kationische Lipid, mit welchem die Plasmid-DNA im Vorfeld
komplexiert wurde. Werden die pH-sensitiven SPLP diesbeziiglich verglichen, so zeigen die
DC30-SPLP einen Groflenvorteil gegeniiber den DOTAP-SPLP. Die Wheeler-analoge Mi-
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schung als Basis fur die durchgefuhrten Transfektionsversuche zeigt im Vergleich zu den

pH-sensitiven, DOTAP-SPLP eine geringere Grol3e.

4.4.2 Optimierende Transfektionsversuche an Ovarialkarzinomzellen A2780s

4.4.2.1 Transfektionsfahigkeit pH-insensitiver SPLP modifiziert nach Wheeler

Als Basis flr die folgenden Transfektionsuntersuchungen wurden zuerst SPLP mit einer
nahezu analogen Zusammensetzung der von Wheeler beschriebenen SPLP hergestellt und
ihr Transfektionsverhalten an den Ovarialkarzinomzellen A2780s getestet. Die Originalmi-
schung der SPLP von Wheeler et al. setzte sich zusammen aus DOPE/DODAC/PEG-
CerCy (84:6:10mol%). Diese molaren Verhaltnisse wurden auf die in dieser Arbeit genutz-
ten Lipide Ubertragen, sodass die Lipidzusammensetzung DOPE/DOTAP/mPEG-PE/
Cyanur-PEG-PE im Mischungsverhaltnis 79,3:8,8:7,3:4,6 mol% erhalten wurde.

In dieser Zusammensetzung findet das PEG-PE Anwendung, fur welches jedoch min-
dernde Auswirkungen auf die Transfektionsraten aufgrund der negativen Ladungen der
PEG-PE-Einheiten beschrieben wurden [Hong et al. (1997)]. Bei normalen Herstellungspro-
zeduren (in Analogie zu Wheeler et al.) wirde aufgrund der negativen Ladungen der PEG-
PE-Einheiten starke Veranderungen des Ladungsverhaltnisses zwischen dem kationischen
Lipid und der Plasmid-DNA sowie eine Anlagerung des PEG-PE an die positiv geladenen
DOTAP-Molekile stattfinden, was Aggregationserscheinungen zur Folge hatte. Es wurde
versucht, dieser Stérungen durch die separate Komplexbildung im Vorfeld der Lipiddialyse
Rechnung zu tragen.

Die erhaltenen Wheeler-analogen SPLP wurden zum Teil mit Holotransferrin gekoppelt
und die Transfektion dieser spezifisch gekoppelten SPLP mit den ungekoppelten SPLP der
gleichen Zusammensetzung verglichen. Wheeler et al. betrachteten die Aufnahme von
ungekoppelten SPLP und begriindeten ihre schlechte Transfektionsergebnisse mit der ab-
schirmenden Wirkung des PEG-Ceramides auf die Aufnahme in die Zellen. Die Funktionali-
sierung mit Holotransferrin stellt im Rahmen dieser Untersuchungen einen ersten Optimie-
rungsschritt flr eine spezifische Internalisierung der SPLP in die Zellen dar. Das gewahlte
Holotransferrin als spezifischen Liganden fur die Internalisierung Uber den Transferrinrezep-
tor befindet sich dartber hinaus durch die Nutzung des Cyanur-PEG-PE-Ankers an einer gut
exponierten Lage an der SPLP-Oberflache.

Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse der Transfektionsuntersuchungen der Holotransferrin-
tragenden und ungekoppelten Wheeler-adaptierten SPLP im Vergleich zu freiem GFP-

Plasmid.
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Abbildung 31: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitaten von A2780s-Zellen nach
GFP-Transfektion in Abhangigkeit der Spezifitdt der modifizierten SPLP nach Wheeler

Die Ergebnisse zeigen eine geringe Transfektion fur das freie GFP-Plasmid, welche sich
auch durch den Einsatz der Wheeler-analogen SPLP nicht deutlich steigern Iasst. Beim Ver-
gleich der targetierten mit den untargetierten SPLP zeigt sich nur ein kleiner Vorteil der
Holotransferrin-gekoppelten SPLP. Durch die Ligand-Kopplung an die Enden der PEG-
Ketten Uben diese keinen abschirmenden Effekt auf die Zuganglichkeit des Holotransferrins
aus, sodass es flur die Bindung am Transferrinrezeptor besser erkennbar sein sollte. Auf-
grund des geringen Fluoreszenzausmalies der Holotransferrin-gekoppelten SPLP lasst sich
jedoch restumieren, dass trotz positiver Wirkung der zellularen Targetierung die insgesamt
sehr geringe Transfektion der Zellen durch Kopplung eines spezifischen Liganden nicht sig-

nifikant verbessert werden kann.

4.4.2.2 Einfluss der Targetierung und der pH-Sensitivitat der SPLP auf die

Transfektion

In weiteren Versuchen sollte die Rolle der Spezifitat sowie der pH-Sensitivitat der SPLP
auf das Ausmal} der Transfektion verdeutlicht werden.

Durch Kopplung der SPLP mit Holotransferrin wurde der Einfluss der optimierten, pH-sen-
sitiven Lipidhllle mit den Vorteilen einer Targetierung der SPLP kombiniert. In den durch-
geflhrten Versuchen wurden die spezifisch gekoppelten, pH-sensitiven SPLP in ihrer Wir-

kung mit ungekoppelten, pH-sensitiven SPLP an den A2780s verglichen.
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Die Abbildung 32 zeigt die Ergebnisse dieser Versuche im Vergleich zu freiem GFP-

Plasmid.

Konzentration GFP-Plasmid [ug]
%) N} \2) Q \a) S \2) Q \) A\ \2) Q
1 1 1 1

%7 I freies GFP-Plasmid (*)
50 I SPLP mit Holotransferrin

- 451 I SPLP ohne Holotransferrin

5 0]

7]

c

)

-

=

N

c

o

N

0

o

o

=)

T8

P L LS P
¥ ¥ o o

O MO O ™ N H O
S L S 4P P ° S

Q Qo O QY QY OF

Konzentration SPLP [umol]

Abbildung 32: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitaten von A2780s-Zellen nach
GFP-Transfektion mittels pH-sensitiver SPLP in Abhangigkeit der Spezifitat des
gekoppelten Liganden im Vergleich zu freiem GFP-Plasmid (*bezugnehmend auf die
Ergebnisse eines separaten Versuches)

Die Ergebnisse verdeutlichen das héhere Ausmalf} der Transfektion bei den Holotransfer-
rin-SPLP. Durch die Mdglichkeit der Rezeptor-vermittelten Endozytose dieser und der pH-
induzierten, friihen Freisetzung des Plasmid-Komplexes aus dem Endosom werden hdhere
Fluoreszenzen erreicht. Allerdings werden diese eindeutigen Unterschiede zwischen den
spezifischen und ungekoppelten SPLP und somit der Vorteil des spezifisch gekoppelten
Gentransfersystems erst ab einer Konzentration von 0,075 umol deutlich.

Durch die Verwendung des spezifischen pH-sensitiven Transfektionssystems kann dage-
gen eine enorme Steigerung der Transfektion (bis um das Dreifache) erreicht werden, was
den deutlichen Vorteil dieses spezifischen Gentransfersystems untermauert. Die Kombinati-
on aus der pH-Sensitivitat und Targetierung fuhrt somit zu einer deutlichen Steigerung der

Fahigkeiten der SPLP als Vektorsystem.

Um den starken Einfluss der pH-sensitiven Hulle auf den Erfolg der Transfektion weiter zu
verdeutlichen, wurden in den folgenden Untersuchungen den spezifisch targetierten, pH-
sensitiven SPLP zwei Lipidzusammensetzungen mit pH-insensitiven Eigenschaften gegen-
Ubergestellt. Bei diesen Versuchen wurde ein Vergleich der pH-sensitiven Hille (DOPE/
CHEMS/Cyanur-PEG-PE) mit der nach Wheeler modifizierten pH-insensitiven Zusammen-
setzung DOPE/PEG/Cyanur-PEG-PE mit einer weiteren pH-insensitiven Mischung mit
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CHEMS-Anteil (DOPC/CHEMS/Cyanur-PEG-PE) durchgefuhrt. Alle Praparationen wurden
mit Holotransferrin gekoppelt, um eine aktive zellulare Aufnahme zu erreichen.
Die Abbildung 33 zeigt die Transfektionsergebnisse der unterschiedlichen liposomalen

Zusammensetzungen im Vergleich zu freiem GFP-Plasmid.
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Abbildung 33: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitaten von A2780s-Zellen nach
GFP-Transfektion nach Inkubation mit pH-sensitiven und ph-insensitiven SPLP im Vergleich
zu freiem GFP-Plasmid (*bezugnehmend auf die Ergebnisse eines separaten Versuches)

Durch die Wahl der liposomalen Zusammensetzung kann die Transfektion deutlich beein-
flusst werden. Es findet eine deutliche Erhéhung der Transfektion durch Verwendung der pH-
sensitiven Lipidhdlle fir den Transport des GFP-Plasmid statt.

Wie die Ergebnisse der beiden pH-insensitiven Mischungen zeigen, spielt schon allein die
Anwesenheit des CHEMS eine transfektionssteigernde Rolle. Selbst die Mischung DOPC/
CHEMS/mPEG-PE bringt eine Erhdhung der Transfektion im Vergleich zur Wheeler-analo-
gen Mischung mit sich.

Bei der Betrachtung des Diagramms fallt weiterhin auf, dass bei diesen Versuchen ein
Sattigungseffekt eintritt, jedoch erst ab einer héheren Konzentration (0,175umol) verglichen
mit den Wheeler-analogen SPLP, was eventuell auf eine schnellere Verstoffwechselung der
mit Liposomen besetzten Transferrinrezeptoren zurlickzufiihren ist. Durch den Einsatz der
pH-sensitiven Hulle folgt eine schnellere, effektivere Freisetzung des liposomalen Inhaltes
aus dem Endosom nach der Internalisierung in das Zytosol. Somit ist eine lysosomale De-
gradation des endosomalen Inhaltes nicht notwendig, wodurch schneller regenerierte Trans-
ferrinrezeptoren auf der Zelloberflache fir die erneute Bindung von Holotransferrin-SPLP

wieder zur Verfligung stehen.
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In zusatzlichen Versuchen wurde darliber hinaus der reine Einfluss der Lipide der
ph-sensitiven Hulle auf die Fluoreszenzintensitaten untersucht (Daten nicht gezeigt). Das
Ausmal der Fluoreszenz der leeren pH-sensitven Vesikel ist vernachlassigbar, somit zeigen
die Lipide keinen fluoreszenzsteigernden Einfluss. Der Lipideffekt beschrankt sich nur auf die

gewlnschte intrazellulare pH-sensitive Freisetzung des Plasmidkomplexes.

Die Ergebnisse der beiden Diagramme verdeutlichen den notwendigen Einschluss des
GFP-Plasmides in ein pH-sensitives Gentransfersystem, um eine ausreichende Transfektion
zu erreichen. Freies GFP-Plasmid wird durch seine negative Ladung kaum von den Zellen
aufgenommen, da die elektrostatische AbstoRung an den negativ geladenen Zelloberflachen
die Aufnahme des GFP-Plasmid erschwert. Das hat eine vernachlassigbare Transfektion zur
Folge, da sich beim freien GFP-Plasmid ein gleichbleibend geringes Ausmal’ der Transfek-
tion Uber den gesamten Konzentrationsbereich zeigt.

Findet zusatzlich zum Einschluss des GFP-Plasmides in pH-sensitive SPLP die Kopplung
eines spezifischen Liganden an die Liposomenoberflache statt, kann eine weitere Steigerung
der Transfektion bis in hohere Konzentrationsbereiche erreicht werden. Diese Ergebnisse
belegen den deutlichen Vorteil der spezifischen pH-sensitiven SPLP auf das Ausmal} der

Transfektion.

4.4.2.3 Einfluss des kationischen Lipides auf das AusmaR der Transfektion

In abschlieRenden Untersuchungen sollten die Rolle des kationischen Lipides geklart und
ein Vergleich der kationischen Lipide zur Komplexierung des GFP-Plasmides vorgenommen
werden. Zur Verfigung standen das DOTAP, mit welchem samtliche Versuche zuvor durch-
geflhrt wurden, sowie das DC-Chol. DOTAP ist eine monokationische Substanz mit zwei
ungesattigten Alkylresten [Leventis et al. (1990)], wohingegen das DC-Chol ein einfach posi-
tiv geladenes Cholesterol-Derivat darstellt [Gao et al. (1991)].

Bei einem Grolteil der kationischen Lipide kénnen jedoch vielfach toxische Effekte auf die
Zellen beobachtet werden, was u. a. auf Protein-Kinase-C-inhibitorische Effekte, verursacht
durch die quartaren Ammoniumgruppen, und auf eine geringe biologische Abbaubarkeit
(z. B. durch nicht hydrolysierbare Etherbindungen) zurlickgefiihrt werden kann [Farhood et
al. (1992)]. Daruber hinaus kommt es nicht nur zu Interaktionen der quartaren Ammonium-
gruppen mit der zu komplexierenden Plasmid-DNA, sondern auch mit Zellmembran-struk-
turen, was sich ebenfalls auf die Vertraglichkeit auswirkt. Durch die Verwendung von neutra-
len Helferlipiden, wie z. B. dem DOPE in Kombination mit dem kationischen Lipid, kann des-

sen Toxizitat minimiert und die Transfektionseffizienz gesteigert werden [Ciani et al. (2004),
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Sternberg et al. (1994)]. Aus diesem Grund fand im Rahmen dieser Arbeit anstelle des rei-
nen DC-Chols das Gemisch DC30 (DC-Chol/DOPE im Verhaltnis 30 :70) Anwendung. Die-
ses wurde somit in den folgenden Versuchen nicht nur hinsichtlich der Transfektions-
fahigkeit, sondern auch bezuglich der Toxizitat mit DOTAP verglichen, da dieser Faktor zu-
satzlich minimierende Auswirkungen auf den Erfolg des Transfektionssystem hat.

Die bessere Vertraglichkeit des DOTAP ist auf seine Esterfunktion zurickzufiihren
[Chesnoy et al. (2000)], sodass es sich um ein besser bioabbaubares kationisches Lipid im
Vergleich zum reinen, nicht mit DOPE-vorkomplexierten DC-Chol handelt. Hinsichtlich der
Toxizitat wurden die Zellen nach der Inkubation mit den unterschiedlich geflllten SPLP mik-
roskopisch betrachtet, um Vergleiche der Vertraglichkeit beider kationischer Lipide durchfiih-
ren zu kénnen.

Die Bildung beider Lipoplexe erfolgte im Vorfeld in analoger Herstellungsweise durch In-
kubation des GFP-Plasmides mit dem gewahlten kationischen Lipid. AnschlieRend wurden
beide mittels Detergenzdialyse mit der pH-sensitiven Liposomenhulle (DOPE/CHEMS/
Cyanur-PEG-PE) uberzogen. Beide SPLP-Praparationen wurden mit Holotransferrin als spe-
zifischen Liganden gekoppelt, um die Rezeptor-vermittelte Endozytose der Gentransfervesi-
kel ins Zellinnere zu erreichen.

Abbildung 34 vergleicht das Ausmal der Transfektion beider Praparationen miteinander
und zeigt die Fluoreszenzen, welche durch die Verwendung der verschiedenen kationischen

Lipide erreicht werden.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitaten von A2780s-Zellen nach
GFP-Transfektion nach der Inkubation mit pH-sensitiven SPLP in Abhangigkeit des
verwendeten kationischen Lipides im Vergleich zu freiem GFP-Plasmid (*bezugnehmend
auf die Ergebnisse eines separaten Versuches)
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Aus den Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Zellen, welche mit den DC30-SPLP be-
handelt wurden, hdhere Fluoreszenzen durch ein starkere Ausmal der Transfektion zeigen.
DC30 stellt bei diesen Untersuchungen das effektivere kationische Lipid dar.

Um die Beurteilung der Toxizitat vornehmen zu kénnen, wurden die Zellen vor der FACS-
Vermessung mikroskopisch betrachtet. Sowohl die DOTAP-SPLP behandelten als auch die
DC-Chol(DC30)-SPLP inkubierten Zellen wurden mit den unbehandelten A2780s verglichen.
Dabei zeigte sich kaum eine Anderung der Morphologie der Zellen. In diesen Beobachtun-
gen bestatigte sich die Minimierung der Toxizitat durch die Kombination des DC-Chols mit
dem DOPE. Daruber hinaus scheinen Ovarialkarzinomzellen A2780s sehr robust und wider-
standsfahig, sodass sich im Zusammenspiel beider Komponenten bei ihnen kaum toxische

Effekte zeigten.

4.4.2.4 Transfektionsraten der Ovarialkarzinomzellen

Der Erfolg eines Transfektionssystems duf3ert sich nicht nur in der hohen messbaren Flu-
oreszenz der Zellen, sondern vor allem im Anteil der transfizierten Zellen. Um die Transfek-
tionsraten zu erhalten und somit den endgtiltigen Beleg fir die erfolgreiche Transfektion der
A2780s durch pH-sensitive SPLP zu belegen, wurde der Anteil der fluoreszierenden Zellen
der gesamten vermessenen Zellen der jeweiligen Versuche bestimmt.

Die graphische Darstellung in Abbildung 35 zeigt den jeweiligen Anteil an transfizierten
Zellen durch spezifisch gekoppelte SPLP in Abhangigkeit der Zusammensetzung der lipo-
somale Hille, des genutzten kationischen Lipides sowie der eingesetzten Konzentrationen

des Gentransfersystems.
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der Transfektionsraten pH-sensitiver, pH-insensitiver SPLP sowie
freien GFP-Plasmides in Abhangigkeit der Konzentration sowie des kationischen Lipides
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Die Betrachtungen der Transfektionsraten bestatigen den Erfolg des pH-sensitiven Trans-
fektionssystems und unterstreichen die zuvor dargestellten Ergebnisse. Darlber hinaus wird
auch an dieser Stelle der Vorteil des DC30 zur Komplexierung der Plasmid-DNA deutlich,
was sich in einer Steigerung der Transfektionsraten um bis zu 10% aulert.

Wahrend mit dem spezifischen pH-sensitiven Gentransfersystem Anteile an transfizierten
Zellen von 80% erreichen lassen, zeigen sowohl die pH-insensitiven Mischungen als auch
das freie GFP-Plasmid Transfektionsraten unter 10%. Zumindest fur das DOPC/CHEMS-
System hatten aufgrund der erzielten Fluoreszenzwerte (vgl. Abbildung 33) hoéhere Trans-
fektionsraten erwartet werden kdnnen.

Dariber hinaus zeigt sich auch hier eine Konzentrationabhangigkeit der Transfektions-
rationsraten beim pH-sensitiven SPLP-System im Gegensatz zu den pH-insensitiven Syste-
men. Bei diesen bestehen lber den gesamten Konzentrationsbereich gleiche Transfektions-
raten. Sie verandern sich somit nicht in Abhangigkeit der Menge an zugesetzten Vesikeln.
Der Verlauf der Transfektionsraten bei den pH-sensitiven SPLP in Abhangigkeit der Konzent-
ration korreliert auch mit den Sattigungseffekten, die aus den Ergebnissen zuvor erkennbar
sind. Der maximale Wert sowohl bei den Fluoreszenzmessungen zuvor als auch bei den

Transfektionsraten ergibt sich fir die Konzentration von 0,175 umol.

Sowohl die Fluoreszenzmessungen als auch die Transfektionsraten stellen die pH-sensi-
tiven SPLP als geeignetes Gentransfersystem heraus, wobei sich die Verwendung des DC30
etwas positiver auf den Erfolg der Transfektion bei diesen Ovarialkarzinomzellen auswirkt als
das freie DOTAP.

Diese positiven Ergebnisse galt es in den nachfolgenden Untersuchungen auf das endo-

theliale System zu Ubertragen.

4.4.3 Transfektionsversuche an bEnd3

Nachdem die spezifischen pH-sensitiven SPLP in zahlreichen Versuchen an Ovarialkarzi-
nomzellen ihre Eignung als Gentransfervehikel zeigen konnten, sollten folgende Untersu-
chungen das Verhalten der SPLP an den Endothelzellen bEnd3 verdeutlichen. Damit sollte
wiederum der Fokus auf eine endotheliale Beeinflussung vor dem Hintergrund entziindlicher
Erkrankungen gelegt werden.

Es wurden eine Reihe von zeitlichen Parametern variiert, da noch keine Erfahrungen mit
der Transfektion dieser Zellen existierten. Dabei galt es durch Variation des Inkubationszeit-
raumes einen Kompromiss aus ausreichender Transfektion und minimaler Toxizitat zu fin-

den. Eine Inkubation der bEnd3 von vier Stunden stellte sich als optimal heraus, da nach
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zweistlndiger Inkubation kaum eine Transfektion zu verzeichnen war. Dahingegen waren
nach einem Zeitraum von acht Stunden die Schaden an den Zellen zu grof3. Dies sprach flr
eine hohe Toxizitat durch die zu intensive Inkubation.

DarlUber hinaus wurden Messungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefihrt, um
einen optimalen Zeitpunkt fiir die Detektion der Transfektion zu erlangen. Es wurden Mes-
sungen nach zwei, drei oder vier Tagen durchgefiihrt, wobei nur nach zwei Tagen verwertba-
re Ergebnisse erhalten wurden. Nach drei oder vier Tagen konnte ein zunehmendes Abster-
ben der Zellen in den Wells beobachtet werden. Dies spricht fiir einen negativen Einfluss der
SPLP-Behandlung bzw. der Transfektion auf das Zellwachstum. Diese Optimierung der zeit-
lichen Parameter erfolgte mit DOTAP-SPLP, da die Gefahr der toxischen Wirkung des
DC-Chol als zusatzliche Variable zu grof3 war.

Um eine aktive, endozytotische Aufnahme der SPLP in die Endothelzellen zu gewahrleis-
ten, wurden diese mit anti-E-Selektin-mAb gekoppelt. Dartiber hinaus musste im Vorfeld eine
Stimulation der Endothelzellen erfolgen, um eine Expression des E-Selektins wie unter Ent-
zundungsbedingungen zu erreichen. Diese Untersuchungen sollten die Basis fur einen per-
spektivischen systemischen Einsatz dieses Transportsystems im Rahmen einer lokalen Ent-
zundung in vivo bilden.

Die Untersuchungen an den stimulierten bEnd3 wurden mit den Ergebnissen an un-
stimulierten Endothelzellen verglichen. Darlber hinaus wurden unspezifisch gekoppelte,
pH-sensitive SPLP an stimulierten Endothelzellen getestet und den anti-E-Selektin-SPLP
gegenlbergestellt. Diese Vergleiche sollten die Notwendigkeit der Expression des E-Selek-
tins unter Entziindungsbedingungen als Grundlage fir die Rezeptor-vermittelten Endozytose
der SPLP darstellen. Dartber hinaus sollten in initialen Untersuchungen die beiden kationi-
schen Lipide DOTAP und DC30 (genutzt in einer Mischung mit DOPE, Verhaltnis
30:70mol%, als sog. DC30) am endothelialen System gegenubergestellt werden.

In den Versuchen an den A2780s-Zellen zeigten sich Sattigungserscheinungen bei héhe-
ren Konzentrationen, sodass fir die folgenden Untersuchungen an den bEnd3 geringere
Konzentrationen gewahlt wurden. Nach der Stimulation wurden die SPLP in den entspre-
chenden Konzentrationen auf die bEnd3 gegeben und nach einer Inkubation von vier Stun-
den wieder abpipetiert. Nach zwei Tagen Transfektionszeit wurden die Zellen nach mikro-

skopischer Betrachtung per FACS vermessen.
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4.4.3.1 AusmaR der Transfektion von Endothelzellen in Abhangigkeit des
kationischen Lipides und der Spezifitiat der SPLP

In Anlehnung an die Optimierungsversuche an den A2780s wurden initiale Untersuchun-
gen mit beiden kationischen Lipiden (DOTAP und DC30) durchgeflihrt, um die Transfektions-
effizienz sowie die Vertraglichkeit beider im endothelialen System zu vergleichen. Durch die
hohere Transfektionspotenz des DC30 verglichen mit dem DOTAP sollte die Hirde der
schwierigen Transfektionseigenschaften der Endothelzellen gemindert werden. Aufgrund
dessen wurde das DC30 trotz der potentiellen toxischen Eigenschaften bei diesen Untersu-
chungen verwendet. Allerdings galt es, die potentielle Toxizitdt des DC-Chol als negativen
Parameter zu bericksichtigen. Um dies zu beurteilen, wurden die Zellen vor der FACS-
Vermessung mikroskopisch betrachtet, um Unterschiede und Veranderungen in der Morpho-
logie nach der Behandlung sowohl mit DOTAP-SPLP als auch mit DC30-SPLP zu erfassen.

Bei beiden Praparationen wurden die Komplexe aus dem GFP-Plasmid und dem gewahl-
ten kationischen Lipid mit einer pH-sensitive Hulle (DOPE/CHEMS/Cyanur-PEG-PE) Uber-
zogen und mit anti-E-Selektin-mAb oder IgG gekoppelt, um den Einfluss der spezifischen
Rezeptor-vermittelten Endozytose und unspezifischen Interaktionen auf die Transfektion ge-
genuberzustellen. Um eine spezifische Aufnahme zu erreichen, wurden die bEnd3 zur
E-Selektin-Exprimierung stimuliert.

Abbildung 36 zeigt den Vergleich der kationischen Lipide DOTAP und DC30 auf das
Ausmald der Transfektion von stimulierten bEnd3 durch spezifisch und unspezifisch gekop-
pelte, pH-sensitive SPLP sowie die Darstellung der Anteile an transfizierten Endothelzellen in

Abhangigkeit vom genutzten Gentransfersystem.

Transfektion Transfektionsraten

“*7 mE DOTAP - anti-E-Sel 1007 —m— DOTAP - anti-E-Sel
35| I DOTAP - 1gG 90| —®— DOTAP - IgG

[l DC30 - anti-E-Sel { —4—DC30 - anti-E-Sel
30| HIIE DC30 - IgG 801 —v—DC30-1gG

25+

20+

15

10

Fluoreszenzintensitat

Anteil transfizierter Zellen [%)]

» \J N N H Q )
Ny o N o® o® o o

Konzentration SPLP [umol] Konzentration SPLP [umol]

Abbildung 36: Graphische Darstellung A) der Transfektion durch pH-sensitive SPLP an stimulierten
Endothelzellen und B) der Transfektionsraten der bEnd3 jeweils in Abhangigkeit des
gewabhlten kationischen Lipides, der Spezifitdt des Liganden und der eingesetzten
Konzentrationen der Vesikel
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Die Ergebnisse zeigen generell eine hohere Transfektion der DC30-SPLP im Vergleich zu
den DOTAP-SPLP mit zunehmender Konzentration, was sich sowohl in einem starkeren
Ausmal} der detektierbaren Fluoreszenz als auch in einem héheren Anteil an transfizierten
Zellen auldert. Allerdings fallt auf, dass innerhalb der DC30-SPLP die unspezifisch gekoppel-
ten Vesikel eine deutlich starkere Fluoreszenz und Transfektionsraten aufweisen als die
spezifisch gekoppelten, was auf die ausgepragten unspezifischen SPLP-Zell-Interaktionen
unter den statischen Versuchsbedingungen zuriickzuftihren ist. Daflir sprechen auch die ho-
hen Transfektionsausmalle der unspezifischen DC30-SPLP bei Konzentration von 0,2 umol
an unstimulierten bEnd3 (Daten nicht gezeigt).

Bei den DOTAP-SPLP fihrt jedoch der Wechsel des Liganden vom anti-E-Selektin-mAb
zum IgG zu einer Abnahme der Fluoreszenz und somit auch des transfizierten Endothelzell-
anteils. Besonders deutlich wird diese Senkung jedoch erst bei hohen Konzentrationen
(0,2umol), wahrend bei der geringsten (0,05umol) ein Vorteil im Ausmal} der gemessenen
Fluoreszenz fir die unspezifisch gekoppelten DOTAP-SPLP sogar gegenuber den DC30-
SPLP besteht. Dieser Vorteil fallt jedoch bei Betrachtung der Transfektionsraten geringer
aus, sodass eigentlich nicht von einer echten Praferenz dieser IgG-DOTAP-SPLP bei gerin-
gen Konzentrationen gesprochen werden kann.

Werden diese Transfektionsergebnisse mit den Resultaten der Versuche an den A2780s
verglichen, so bestatigen die geringeren Fluoreszenzausmalle bei diesen Experimenten die
schlechte Transfektionsfahigkeit der Endothelzellen. Ahnliches gilt fir die Entwicklung der
Transfektionsraten. Zwar erreichen die 1gG-DC30-SPLP final einen Anteil von 80%, aller-
dings sind sie die einzige Praparation, welche dieses hohe Fluoreszenzausmal erreichen.
Aul3erdem zeigt sich dieser Wert von 80% erst bei der maximal eingesetzten Konzentration
von 0,2umol, wahrend die A2780s diese Transfektionsraten schon bei niedrigeren Mengen
(0,175 umol) erzielen (vgl. Abbildung 35).

Um den Vorteil des DC30 aus den zuvor durchgefiihrten Versuchen im endothelialen Sys-
tem weiter zu untermauern, wurden zusatzliche Untersuchungen unter Verwendung der IgG-
gekoppelten, pH-sensitiven SPLP durchgefiihrt. Da sich in den Ergebnissen der Abbil-
dung 36 die starken unspezifischen Wechselwirkungen in hohen Fluoreszenzwerten auller-
ten, wurde diese Moglichkeit gewahlt, um Antikdrper einzusparen und trotzdem eine hohe
Aufnahme Uber unspezifische Mechanismen zu erreichen. Dabei kommt es zum Einschluss
der Vesikel in Phagosomen, die im weiteren intrazellularen Verlauf ebenfalls mit Lysosomen
fusionieren (vergleichbar mit dem Endosom). Somit liegen ahnliche Voraussetzungen wie bei
der spezifischen Endozytose Uber clathrin-coated-pits bei der Rezeptor-vermittelten Aufnah-
me vor, da auch bei den Phagosomen eine Azidifizierung vor dem lysosomalen Abbau statt-
findet.
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Abbildung 37 zeigt den Vergleich der kationischen Lipide DOTAP und DC30 an unstimu-
lierten und stimulierten bEnd3, erreicht durch den intrazellularen Transport des Plasmid-

Lipid-Komplexes mittels IgG-gekoppelter SPLP.
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Abbildung 37: Graphische Darstellung A) der Transfektion von unspezifisch gekoppelten, pH-sensitiven
SPLP und B) der Transfektionsraten der bEnd3 jeweils in Abhangigkeit des Stimulus, des
genutzten kationischen Lipides und der eingesetzten Konzentration der SPLP

Bei den Untersuchungen zeigen sich enorme Vorteile fur das DC30. Nur bei der gerings-
ten gewahlten Konzentration von 0,05 umol Liposomen zeigt das DOTAP eine hdhere Fluo-
reszenz gegenuber dem DC30.

Allerdings ist der enorme Sprung der Transfektion zwischen den DOTAP- und den DC30-
SPLP verbliffend, da solch eine Steigerung sowohl bei der Vermessung der Fluoreszenz als
auch bei Betrachtung der Transfektionsraten bei den A2780s-Zellen nicht beobachtet werden
konnte. Das spricht fur die schlechte Transfektionsfahigkeit der DOTAP-SPLP bei den Endo-
thelzellen, denn aufgrund der guten Transfizierbarkeit der A2780s bestehen diese ausge-
pragten Probleme der DOTAP-SPLP bei den Ovarialkarzinomzellen nicht.

Eine unterstitzende Rolle fir die Ergebnisse der DC30-SPLP konnte die geringere
VersikelgroRe (77nm) im Vergleich zu den DOTAP-SPLP (92nm) spielen, aufgrund dessen
die Aufnahme in die Zellen quantitativer erfolgt, als es bei den DOTAP-SPLP der Fall ist.
Dies lasst den Vorteil der DC30-SPLP gegenliber den DOTAP-SPLP wachsen.

Wird jedoch die Morphologie der Endothelzellen nach der SPLP-Behandlung betrachtet,
minimiert sich dieser Vorsprung der DC30-Vesikel, da der scheinbar noch vorhandene toxi-
sche Effekt den Erfolg des Gentransfersystems beeintrachtigen kann.

Bei den mikroskopischen Betrachtungen der Zellen vor den jeweiligen FACS-Vermessun-
gen konnte allgemein beobachtet werden, dass die Zellen, welche mit DC30-SPLP versetzt
wurden generell schlechter (kleiner, teilweise zusammengezogen und rundlich) aussahen,
als die bEnd3, die mit DOTAP-SPLP behandelt wurden. Das spricht fiir einen starkeren Ein-

fluss des kationischen Lipides. Durch den Einsatz des DC-Chol in Kombination mit DOPE als
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DC30 wird zwar die Transfektionsfahigkeit verbessert, jedoch kann die Toxizitat des kationi-
schen Lipides fir das endotheliale Zellsystem nicht restlos eliminiert werden. Somit besteht
die Gefahr, dass die hohere Transfektionseffizienz bei der Anwendung der DC30-SPLP an
einem endothelialen Systems zu Lasten der Vertraglichkeit gehen kdnnte.

Das DOTAP scheint besser vertraglich fir die Endothelzellen zu sein, da sie auch nach
der Inkubation das gleiche Erscheinungsbild zeigen. DOTAP zeigt eine bessere Bioabbau-
barkeit und somit eine geringere Toxizitat im Vergleich zum DC-Chol [Chesnoy et al. (2000)].
Da allerdings das DC30 im Vergleich zu DOTAP primar zu einer héheren Transfektion sowie
zu héheren Transfektionsraten fiihrt, wurde das Cholesterolderivat fir die folgenden Versu-
che ausgewahlt, um die héchstmoégliche Transfektionspotenz fir die schwer zu trans-

fizierenden Mausendothelzellen zu erreichen.

4.4.3.2 Untersuchungen pH-sensitiver DC30-SPLP in Abhédngigkeit des Stimulus der
Endothelzellen

Da die zuvor durchgefuhrten Versuche Vorteile der Transfektion mittels DC30 im Ver-
gleich zu DOTAP sowohl an unstimulierten als auch stimulierten Zellen zeigten, wurden ab-
schliel3ende in vitro-Versuche unter Einsatz des spezifischen SPLP-Systems durchgeflhrt.

Die SPLP erhielten ihre Funktionalitdt durch Kopplung von anti-E-Selektin-mAb. Mit die-
sen spezifisch gekoppelten SPLP fand ein Vergleich der Transfektion an unstimulierten und
stimulierten bEnd3 statt, um die Effekte der spezifischen Aufnahme auf das Ausmal} der
Transfektion zu verdeutlichen.

Die Abbildung 38 zeigt die Transfektionsergebnisse der anti-E-Selektin-SPLP an den

bEnd3 in Abhangigkeit des Stimulus sowie die Anteile der transfizierten Zellen.
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Abbildung 38: Graphische Darstellung A) der Transfektion von anti-E-Selektin-gekoppelten, pH-sensitiven

SPLP und B) der Transfektionsrate der bEnd3 jeweils in Abhangigkeit des Stimulus und der
eingesetzten Konzentrationen der SPLP
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Die Versuche zeigen deutlich bessere Transfektionsergebnisse der E-Selektin gerichteten
SPLP an den stimulierten Endothelzellen, was fir eine Praferenz der aktiven, Rezeptor-
vermittelten Endozytose der anti-E-Selektin-SPLP verglichen mit der unspezifischen Phago-
zytose durch unstimulierte bEnd3 spricht.

Die Fluoreszenz der stimulierten Zellen nimmt stetig zu. Bei der Betrachtung der gemes-
senen Fluoreszenzwerte und der Transfektionsraten sind allerdings schon bei Konzentratio-
nen von 0,25umol moégliche Sattigungseffekte beim spezifischen System (stimulierte bEnd3
und anti-E-Sel-SPLP) zu erkennen. Diese stetige Zunahme ist bei den unstimulierten Endo-
thelzellen nicht zu verzeichnen, bei ihnen findet dagegen ein deutlicher Sprung sowohl der
Fluoreszenz als auch der Transfektionsraten zwischen den Konzentrationen 0,2umol und
0,25umol statt. Ein Grund dafiir kann eine mégliche Uberladung der unstimulierten Zellen
und somit eine Steigerung der unspezifischen Aufnahmemechanismen sein.

Mit den IgG-SPLP in den vorherigen Versuchen (siehe Abbildung 37) werden zwar deut-
lich héhere Transfektionsergebnisse erzielt, allerdings fehlen ihnen die Targetierung und
damit die erwiinschte Zielgenauigkeit. Somit sprechen die in Abbildung 38 dargestellten Er-
gebnisse fur den Einsatz der spezifischen pH-sensitiven DC30-SPLP zur Erzielung eines in-
trazellularen Effektes, jedoch limitiert die Vertraglichkeit des kationischen Lipides den Ein-
satz. Durch Verwendung der Mischung des DC-Chol mit DOPE im Verhaltnis von
30:70mol% kann zwar die Toxizitat des kationischen Lipides gemindert werden [Sternberg
et al. (1994)]. Wie auch bei diesen Versuchen aus den Veranderungen im mikroskopischen
Erscheinungsbild vor der FASC-Vermessung erkennbar war, reicht diese erziele Toxizitats-

senkung jedoch fur das hier verwandte endotheliale Zellsystem noch nicht vollstédndig aus.

4.4.4 Transfektionsversuche in vivo

Nachdem die Transfektionsfahigkeit der pH-sensitiven SPLP in vitro an aktivierten Endo-
thelzellen gezeigt wurde, sollten abschlieliende Versuche die Transfektionsfahigkeit der
SPLP in vivo unter physiologischen Bedingungen zeigen. Analog zu den in vivo-Targetie-
rungsuntersuchungen von anti-E-Selektin-IL (siehe Kapitel 4.1.4) wurden die SPLP am Mo-
dell des entziindeten Mausohres getestet.

Fur diese in vivo-Versuche kamen pH-sensitive SPLP zum Einsatz, welche mit einem
DC30-GFP-Plasmid-Komplex geflillt wurden. Um die Akkumulation der SPLP in vivo verfol-
gen zu koénnen, wurden diese mit Rhodamin gelabelt. Nach der Vesikelpraparation erfolgte
die Kopplung entweder mit anti-E-Selektin-mAb oder Albumin, um die Relevanz der spezifi-

schen Targetierung fur den Erfolg der pH-sensitiven Gentransfervesikel zu zeigen. Die gefull-
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ten SPLP wurden daruber hinaus mit leeren, pH-sensitiven Versikeln verglichen, um einen
moglichen Einfluss der liposomalen Hulle zu erfassen.

Bei den ausgewahlten Mausen wurde analog des in vivo-E-Selektin-Targetings an den
rechten Ohren eine Kontaktdermatitis stimuliert. Das jeweilige linke Ohr wurde zum Vergleich
nur mit dem Lésungsmittel ohne DNFB behandelt, woraufhin keine Entziindung folgte. Nach
der Applikation und weiteren 48 Stunden wurden die Akkumulationen der pH-sensitiven
SPLP sowie die Transfektionsereignisse im entziindeten Gewebe sichtbar gemacht. Daflr

wurde das Ohrgewebe geschnitten und fluoreszenzmikroskopisch betrachtet.

E-Selektin-Targetierung pH-sensitiver SPLP

Die Abbildung 39 zeigt das Ausmal} der E-Selektin-Targetierung durch pH-sensitive SPLP
im entzindeten Mausohr- sowie Milzgewebe in Abhangigkeit der Spezifitdt sowie des Fiill-
status der SPLP.

gesundes Ohrgewebe entziindetes Ohrgewebe Milzgewebe

anti-E-Selektin-
gekoppelte,

leere pH-sensitive
Liposomen

anti-E-Selektin-
gekoppelte,
GFP-Plasmid-
haltige pH-sensitive
SPLP

Albumin-
gekoppelte,
GFP-Plasmid-
haltige pH-sensitive
SPLP

Abbildung 39: E-Selektin-Targetierung in vivo: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Akkumulation
pH-sensitiver SPLP in entziindetem Mausohrgewebe in Abhangigkeit von der Spezifitat und
der Fllung der Vesikel

Die Betrachtung der Bilder bestatigt die Targetierungsfahigkeit der E-Selektin-gerichteten
SPLP im entziindeten Gewebe. Es ist eine deutliche Akkumulation sowohl der Plasmid-

gefullten als auch der leeren E-Selektin-gerichteten SPLP zu verzeichnen. Wie die fluores-
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zenzmikroskopischen Aufnahmen der Albumin-gekoppelten SPLP verdeutlichen, zeigen die-
se nur eine geringfligige Anreicherung im entziindeten Gewebe.

Allerdings fuhrt die exponierte Lage des Antikdrpers auch zu einer erhéhten Antigenitat,
sodass der Grolteil der Vesikel, sowohl spezifisch als auch unspezifisch gekoppelt, im Vor-
feld durch das Immunsystem eliminiert wurde. Ein Grof3teil der eingesetzten SPLP konnte in
der Milz fluoreszenzmikroskopisch sichtbar gemacht werden, was flr die schnelle Elimination

aus dem Blutkreislauf spricht.

Transfektionsfahigkeit pH-sensitiver SPLP in vivo

Die Abbildung 40 zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse der in vivo-Transfek-
tionsversuche durch die pH-sensitiven SPLP in Abhangigkeit der Spezifitdt des gekoppelten

Liganden und des Fillstatus der Vesikel.

gesundes Ohrgewebe entziindetes Ohrgewebe

anti-E-Selektin-
gekoppelte,

leere pH-sensitive
Liposomen

anti-E-Selektin-
gekoppelte,
GFP-Plasmid-
haltige pH-sensitive
SPLP

Albumin-
gekoppelte,
GFP-Plasmid-
haltige pH-sensitive
SPLP

Abbildung 40: Transfektionsergebnisse in vivo: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung des exprimierten
GFPs im entziindeten Mausohrgewebe durch Transfektion mit pH-sensitiven SPLP in
Abhangigkeit von der Spezifitdt und der Fullung der Vesikel im Vergleich zum gesunden
Ohrgewebe

Wie aus diesen mikroskopischen Bildern ersichtlich ist, fihrt die erfolgreiche Targetierung
des Ohrgewebes durch die funktionalisierten SPLP nicht zu einer deutlichen Transfektion im

Gewebe. Zwar zeigt sich eine leicht erhdhte Fluoreszenz im entzindeten Ohrgewebe bei
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Anwendung der E-Selektin-gerichteten SPLP, aber bei einer erfolgreichen Gewebetransfek-
tion sollten starkere Spots sichtbar werden. Die leeren pH-sensitiven Liposomen sowie die
IgG-gekoppelten, Plasmid-geflillten SPLP zeigen Uberhaupt keine Fluoreszenzinduktion. Es
kann an dieser Stelle nicht eindeutig geklart werden, inwieweit die relativ starke Aufnahme
der SPLP in die Milz eine kritische SPLP-Konzentration im Ohrgewebe begrenzen oder ob

die Ursache der fehlenden Transfektion in einer ungenigenden Zellinternalisierung liegen.
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5 Zusammenfassung

Endothelzellen spielen eine zentrale Rolle bei der Regulierung von Entziindungsreaktio-
nen. Daher ist die effektive Akkumulation von entziindungshemmenden Substanzen am ent-
zindeten Endothel ein attraktiver Ansatzpunkt, um therapeutisch in pathologische Entzin-
dungsprozesse eingreifen zu konnen. Die Schwerpunkte dieser Arbeit lagen in der liposoma-
len Targetierung des endothelialen E-Selektins, um extrazellular an der Endothelzelloberfla-
che oder intrazellular auf genetischer Ebene antiinflammatoriche Effekte auf der Ebene der
Endothelzellen zu erzielen. Da das E-Selektin im Rahmen von Entziindungsreaktionen nur
zeitlich begrenzt von Endothelzellen exprimiert wird, galt es als geeignetes Target, um eine
gezielte Akkumulation von Antikérper-gekoppelten Liposomen (IL) im Entziindunggebiet zu
erreichen.

Den initialen Schritt dieser Arbeit bildeten Bindungsuntersuchungen E-Selektin-gerichte-
ter, konventioneller IL an den murinen Endothelzellen bEnd3. In diesen Targetierungsversu-
chen wurde die Abhangigkeit der extrazelluldren Bindung von verschiedenen liposomalen
Parametern untersucht. Um Unterschiede in der Positionierung der Liganden an der Liposo-
menoberflache zu erreichen, kamen daflr zwei verschiedene Kopplungsanker zum Einsatz.
Durch die Verwendung des Cyanur-Ankers und der damit resultierenden Antikérperprasenta-
tion an den terminalen Enden des Polyethylenglycols resultierte eine deutliche Steigerung
der Targetierungsfahigkeit im Vergleich zu den verwendeten konventionellen N-Glutaryl-PE-
Kopplungsankern. Die positiven Targetierungsuntersuchungen konnten unter in vivo-Bedin-
gungen bestatigt werden. Es zeigte sich im Modell des entziindeten Mausohres eine deutli-
che Anreicherung der E-Selektin gerichteten IL im Vergleich zum gesunden Ohrgewebe und
im Vergleich zu irrelevanten IL. Diese Erkenntnisse bestatigen eindrucksvoll das Potential
des liposomalen Targetings des Endothels unter Entzindungsbedingungen.

Da die Bindung allein noch kein Garant fir einen Therapieerfolg darstellt, wurden im zwei-
ten Teil der vorliegenden Arbeit die Liposomenpraparationen so modifiziert, dass eine extra-
zelluldre Freisetzung eingeschlossener Agenzien an der Endothelzelloberflache erfolgte.
Erste Untersuchungen galten der Aufklarung des target-sensitiven Mechanismus. Diese Ver-
suche, durchgefiuhrt in einem partikuldren System, zeigten, dass sowohl eine Aggregation
benachbarter Liposomen als auch die Diffusion der Antikdrper-Lipidanker-Komplexe inner-
halb der Liposomenmembran zur Destabilisierung und somit zur Freisetzung des liposoma-
len Inhaltes flhren.

In weiterfihrenden in vitro-Zellversuchen an Endothelzellen konnte die target-sensitive
Freisetzung des liposomalen Inhaltes sowohl unter statischen als auch dynamischen Bin-
dung quantifiziert werden. Die Wirksamkeit dieser Strategie bei Entziindungsreaktionen wur-

de in anschlieRenden Untersuchungen durch einen liposomal verpackten Chemokinantago-
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nisten und dessen Beeinflussung des Roll- und Adhasionsverhaltens von Th1-Lymphozyten
unter geeigneten in vitro-Bedingungen simuliert. In diesen Untersuchungen wurden jedoch
die positiven Freisetzungsergebnisse der zuvor durchgefuhrten Experimente nicht so deut-
lich. Aufgrund der nicht vermeidbaren Durchfihrung der Versuche in verschiedenen Laboren
koénnten diese stark differierenden Ergebnisse auf die unterschiedlichen Versuchsbedingun-
gen zurlckzuflihren sein.

Ein weiterer Teil der Arbeit widmete sich der genetischen Manipulation von Endothelzel-
len. Dafur kamen lipidbasierte Vektorsysteme, sog. stabilized plasmid lipid particles (SPLP),
im Entzindungsmodell zur Anwendung. Wie bei den konventionellen Liposomen sollten die
SPLP hinsichtlich Targetierung und intrazellularem Trafficking modifiziert und untersucht
werden. Um nach erfolgter Bindung und Internalisierung der SPLP die lysosomale Degrada-
tion des genetischen Materials zu vermeiden, wurde die Lipidzusammensetzung so modifi-
ziert, dass eine pH-sensitive Freisetzung des liposomalen Inhaltes aus dem Endosom ins
Zytosol folgte. In den durchgeflhrten in vitro-Versuchen konnten die pH-sensitiven SPLP mit
ihrer Transfektionsfahigkeit sowohl an den Ovarialkarzinomzellen A2780s als auch an den
schwer zu transfizierenden murinen Endothelzellen bEnd3 lberzeugen und hinsichtlich der
Spezifitdt des gekoppelten Liganden und des zur Lipoplexbildung genutzten kationischen
Lipides charakterisiert werden. Diese Transfektionsergebnisse konnten abschliel3end in vivo
trotz deutlich detektierbarer Akkumulation der pH-sensitiven SPLP im entziindeten Gewebe
nicht gezeigt werden. Ursachen dafur kdnnten in der hohen Immunogenitat und der daraus
resultierenden Elimination der SPLP aus der Blutzirkulation liegen. Es I&sst sich nur speku-
lieren, ob flr diese Immunogenitat einzig die Lokalisation des Liganden an der Liposomeno-
berflache oder auch die Anwesenheit oberflachlich adsorbierter Lipoplexe verantwortlich
sind. Im Rahmen dieser Arbeit war jedoch keine Differenzierung der Positionierung der
Lipoplexe moglich, sodass diese Frage nicht abschlielend geklart werden kann.

Zusammenfassend stellt das endotheliale E-Selektin ein geeignetes Target zur Akkumul-
ation von modifizierten IL oder SPLP in Entziindungsgebieten dar, um auf extrazellularer
oder intrazellularer Ebene antiinflammatorisch in pathologische Prozesse einzugreifen. Aller-
dings wird sich das target-sensitive System aufgrund des hohen praparativen Aufwandes,
der geringen Einschlussmengen und des damit verbundenen hohen Verlustes an Substan-
zen in dieser Form nicht durchsetzen kénnen. Innerhalb der SPLP mussten dariber hinaus
verschiedene Parameter wie die Charakterisierung der Verteilung der Lipoplexe, die Immu-
nogenitat sowie eine mdgliche Toxizitat der pH-sensitiven SPLP in vivo geklart werden, um
eine erfolgreiche Transfektion auch in vivo zu erreichen. WeiterfUhrende Untersuchungen
sowohl der target-sensitiven IL als auch der pH-sensitiven SPLP sind somit nétig, um auch

in vivo extrazellular oder intrazellular erfolgreich in das Entziindungsgeschehen einzugreifen.
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