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Zusammenfassung

Liposomen sind zum Einschleusen von hydrophilen und hydrophoben Molekiilen in Zellen weit
verbreitet. Uber welchen Mechanismus die Liposomen in Zellen aufgenommen werden, ist
entscheidend fiir die Wirksamkeit der transportierten Inhalte. In dieser Arbeit wurden die
verschiedenen Aufnahmemechanismen von fusogenen Liposomen mit endozytotisch
aufgenommenen Liposomen verglichen, um ihren Einfluss auf die Wirksamkeit der

eingebrachten Molekiile zu untersuchen.

Zunichst wird eine Methode vorgestellt, die anhand der besonderen Fluoreszenzeigenschaften
von BODIPY FL die Unterscheidung zwischen Endozytose und Fusion ermdéglichte.
BODIPY FL bildete bei hohen lokalen Konzentrationen Dimere, welche im Fluoreszenzsignal
zu einem zweiten Emissionsmaximum im roten Spektralbereich fithrten. Wihrend bei einer
niedrigeren lokalen Konzentration nur das Monomer-Signal im griinen Spektralbereich
detektierbar war. Bei endozytotischer ~Aufnahme von Liposomen blieb ihre
Lipidzusammensetzung weitgehend unverdndert. Das Dimer-Signal war daher auch innerhalb
der Zellen nachweisbar. Bei der Fusion der Liposomen mit der Plasmamembran wurden die
liposomalen Membranbestandteile erheblich verdiinnt. Die damit einhergehende, fiir Fusion
charakteristische Verringerung des Dimer-Signals wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie und
Durchflusszytometrie detektiert. Anhand der Analyse des Dimer- und Monomer-Signals wurde

eine belastbare Methode etabliert, um Endozytose von Fusion zu unterscheiden.

Im zweiten Teil dieser Dissertation wurden zwei chemotherapeutische Wirkstoffe, Doxorubicin
(DXR) und Aclacinomycin A (ACL), mittels fusogener Liposomen in Zellen der humanen
Brustkrebszelllinie MDAMB-231 und der epithelialen Zelllinie MCF-10A eingeschleust. ACL
ist DXR strukturell recht dhnlich, ist aber deutlich besser in Lipiden 16slich. Die Wirksamkeit
der chemotherapeutischen Wirkstoffe war abhéngig von der intrazelluldr akkumullierten Dosis.
Durch ihre unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften lieBen sich ACL und DXR
verschieden effizient in Liposomen verkapseln. In dieser Arbeit wurde die zelluldre Aufnahme
von in Puffer gelostem ACL und DXR mit der Abgabe durch fusogene Liposomen und durch
Polyethylenglycol-modifizierte endozytotischen Liposomen als etabliertes System verglichen.
Die subzelluldre Verteilung wurde durch fluoreszenzmikrokopische Untersuchung beider
Zelltypen erfasst und die Wirksamkeit der beiden Anthracycline mittels
durchflusszytometrischer Methoden bestimmt. Unabhingig vom behandelten Zelltyp war die

Wirksamkeit von in endozytotischen Liposomen appliziertem DXR, im Vergleich zu frei in
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Puffer gelostem DXR, deutlich verringert. Durch fusogene Liposomen konnte die hdchste
Wirksamkeit von DXR erzielt werden. Beide Liposomentypen bewirkten im Vergleich zu frei
gelostem Wirkstoff eine deutliche Steigerung der Aufnahmeseffizienz des lipophileren ACL.
Fiir beide Zelltypen waren fusogene Liposomen das wirksamste Transportsytem fiir ACL.
Sowohl DXR als auch ACL lie3en sich erfolgreich in endozytotische und fusogene Liposomen
verkapseln. Fusogene Liposomen waren von den verglichenen Formulierungen die wirksamste
Methode, um die beiden Daunorubicin-Derivate in Zellen einzuschleusen. Insgesamt gelang es
in dieser Arbeit fusogene Liposomen weiter zu entwickeln und als neuartige Transportmethode

fiir pharmazeutische Wirkstoffe vorzustellen.
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ALLGEMEINE EINFUHRUNG ZU LIPIDEN UND LIPOSOMEN

I. ALLGEMEINE EINFUHRUNG ZU LIPIDEN
UND LIPOSOMEN

1 Lipide und Membranen

Biologische Membranen sind fundamentale Bausteine aller lebenden Organismen. Sie
umgeben jede Zelle und trennen so das Zellinnere von ihrer Umwelt ab. lhre selektive
Permeabilitit ermoglicht den Aufbau von Gradienten. Durch diese Gradienten sind Organismen
in der Lage Stoffwechsel zu betreiben. Membranen kontrollieren und prozessieren den

Austausch einer Vielzahl von chemischen und elektrischen Signalen (Watson, 2015).

Gorter und Grendel konnten 1925 erstmals nachweisen, dass Membranen aus einer
Lipiddoppelschicht bestehen. Sie extrahierten die Lipide von roten Blutkdrperchen und stellten
fest, dass die Gesamtheit der Lipide doppelt so viel Fliche einnahm wie die Oberfldche eines
Erythrozyten. Rote Blutkorperchen haben keine internen Membranen, deswegen deduzierten
sie, dass die Plasmamembran (PM) aus einer Lipiddoppelschicht bestehen muss (Gorter und

Grendel, 1925).

Membranbildende Lipide sind amphipatische Molekiile, welche aus einer hydrophilen
Kopfgruppe und zwei hydrophobe Kohlenwasserstoff-Ketten bestehen (Abb. 1.1 A, B). In
wiassriger Umgebung bilden Lipide durch ihre amphipatische Natur spontan
Lipiddoppelschichten. In einer Lipiddoppelschicht sind die hydrophilen Kopfe nach Auf3en, zur
wissrigen Umgebung hin gewandt. Die hydrophoben Schwinze der beiden Lipidschichten
liegen einander zugewandt im Innern der Membran (Abb. I.1 C). Bei Wasseriiberschuss formen
Membranlipide spontan mehrschalige (multilamellare) Liposomen aus sphirisch angeordneten
Doppelschichten mit einem wassergefiillten Lumen. So angeordnet nehmen die Lipide ihre
energetisch giinstigste Architektur ein, da alle hydrophilen Kopfe in wissriger Umgebung sind
und alle hydrophoben Schwinze im Innern der Membran lokalisiert sind. Die Entstehung
solcher geschlossenen Strukturen wurden erstmals von Bangham et al. (1965) beschrieben. In
der Forschung werden diese kiinstlichen Vesikel als Modellmembranen oder nanopartikulédre

Systeme angewendet.

Liposomen, die aus nur einer Lipiddoppelschicht bestehen, werden unilamellar genannt (Abb.

I.1 E) und anhand ihrer Gr68e unterschieden. Vesikel mit einem Durchmesser von 20 — 100 nm

1



ALLGEMEINE EINFUHRUNG ZU LIPIDEN UND LIPOSOMEN

heilen kleine unilamellare Vesikel (engl. small unilamellar vesicles, SUV). Bei einer Grofle
von 100 nm — 1 ym nennt man sie groBe unilamellare Vesikel (engl. large unilamellar vesicles,
LUV) und bei einer GroBe von > 1 um gigantische unilamellare Vesikel (engl. giant unilamellar

vesicles, GUV).

A: DPPC B: Phospholipid C: Lipiddoppelschicht einer Membran

O/\(\
o=
o

Abb. I.1 A: Strukturformel von Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (DPPC). B: Schematischer
Aufbau eines Phospholipids, einer Lipiddoppelschicht (C), einer Mizelle (D) und eines
Liposoms (E). Quelle: www.commons.wikimedia.org

2 Phasenverhalten von Lipiden

Die makroskopische Struktur einer Phospholipidldsung ist von ihrem Wassergehalt und der Art
der gelosten Lipide abhingig (lyotroper Polymorphismus). Das temperaturabhingige
Phasenverhalten von Phospholipiden nennt man thermotropen Polymorphismus. Es kann am
Beispiel des Phospholipids Dipalmitoyl-Phosphatidylcholin (DPPC) verdeutlicht werden. Ist
der Wasseranteil einer DPPC-Losung grofler als 30%, liegt DPPC in multilamellaren

Strukturen, also in lamellarer Phase vor. Die lamellaren Phasen von Phospholipiden unterliegen



ALLGEMEINE EINFUHRUNG ZU LIPIDEN UND LIPOSOMEN

thermotropen Phasenumwandlungen. Die Anordnung dieser lamellaren Phasen ist in Abb. 1.2

schematisch dargestellt.

L L, L,

C
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Abb. L.2: Strukturen der lamellaren Phasen von Phospholipiden. Lc¢ = kristalline Phase,
Lp- = Gel-Phase, Pp- = Gel-Phase mit periodischer —Wellenstruktur,
L« = fluissig-kristalline Phase. Verédndert nach Winter (1990).

Unterhalb von 18°C nimmt die DPPC-Losung die (kristalline) Sub-Gel Phase Lc ein. Die
Kohlenwasserstoffketten bilden eine kristalline Struktur in orthorhombischer Anordnung,
wodurch ihre freie Rotation eingeschrinkt ist. Bei einer Temperatur oberhalb von 18°C und
unterhalb von 34°C liegt die Lg~-Phase vor. Die gestreckten Kohlenwasserstoffketten zeigen
eine um etwa 30° geneigte Ausrichtung zur Senkrechten der Membranebene. Durch diese
geneigte Anordnung wird eine hohere Packungsdichte der DPPC-Molekiile ereicht. Zwischen
34°C und 41°C befinden sich die Molekiihle in der Pg-Phase. Die Kohlenwasserstoffketten sind
gestreckt angeordnet und die Doppellipidschicht nimmt die iibergeordnete Struktur
periodischer Wellen an. Lg-und Pg- werden als Gel-Phasen bezeichnet (Winter, 1990). Oberhalb
einer Temperatur von 41°C liegt DPPC in der fliissig-kristallinen (Lo-) Phase vor, welche den
einzelnen Lipidmolekiilen eine hohe laterale Beweglichkeit ermoglicht. Biologische
Membranen befinden sich meist in der L,-Phase um die notwendige laterale Beweglichkeit der
einzelnen Membrankomponenten, wie z.B. Transmembranproteinen, zu ermdoglichen (van

Meer et al., 2008).

Die oben beschriebenen thermotropen Phasenumwandlungen sind reversibel und werden durch
starke Entropiedanderungen angetrieben. Die Umwandlungstemperaturen der lamellaren Phasen
sind von Linge und Sittigung der Kohlenwasserstoffketten der membranbildenden Lipide
abhingig. Mit wachsender Kettenlinge nehmen die Umwandlungstemperatur und die
Enthalpie- bzw. Entropiednderungen zu. Ungesittigte Lipide weisen in der Lo- und in den Gel-

Phasen Lg- und Pg-eine relativ hohe Konformationsunordung der Lipidketten auf. Mit steigender
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ALLGEMEINE EINFUHRUNG ZU LIPIDEN UND LIPOSOMEN

Anzahl von  Doppelbindungen in den  Kohlenwasserstoffketten  sinkt  die
Umwandlungstemperatur der Membran, ihre Fluiditit wird somit erhoht (Winter, 1990). Neben
den Fettsdureketten spielen die Eigenschaften der Kopfgruppe eine groBe Rolle bei der
Bestimmung des Phasenzustandes einer Membran. Der Austausch einer gro3en Phosphocholin-
durch eine kleinere Phosphatidyl-Ethanolamin-Kopfgruppe (PE) bewirkt eine Erhthung der

Phasenumwandlungstemperatur um etwa 20-30°C (Cevc, 1993).

Die Groe der polaren Kopfgruppe im Verhiltnis zum hydrophoben Acyl-Glycerol-Riickgrat
beeinflusst dariiber hinaus die dreidimensionale Lipidanordnung in wissriger Umgebung.
Lipide wie Phosphatidyl-Cholin, Phosphatitdyl-Glycerol oder Phosphatidyl-Inositol besitzen
eine zylindrische Form und liegen meist in der oben beschriebenen lamellaren Phase vor, bilden

also bevorzugt Lipiddoppelschichten (Jouhet, 2013; Frolov et al., 2011)(Abb. L.3).

invers-hexagonale kubisch-inverse
Phase Q,

crrere—
G .

P
£ = £
Rl s\ \_

kegelférmig
z.B. Phosphatidyl-Ethanolamin

zylindrische Form
z.B. Phospatidyl-Cholin

invers kegelférmig tubulare Mizellen

z.B. Lysolipid

Abb. 1.3: Lipidpolymorphismus. Einfluss der Form des Einzelmolekiils auf die Architektur von
Lipidaggregaten. Verdndert nach Jouhet (2013).

Lipide, wie Phosphatidyl-Ethanolamin oder Phosphatidyl-Serin, mit einer vergleichsweise

kleinen Kopfgruppe beschreiben die Form eines abgeschnittenen Kegels. In dieser Form
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verursachen sie eine starke negative Kriimmung und tendieren zur Bildung von
invers-hexagonalen (Hn) oder kubischen Strukturen (Qm). Lipide mit einer groBen Kopfgruppe
und nur einer Fettsdurekette haben die Form eines invertierten Kegels (Abb. 1.3, Lysolipid). Sie
induzieren eine stark positive Kriimmung und tendieren zur Bildung von tubulidren (Hi) oder

sphirischen Mizellen (Jouhet, 2013; Cullis et al., 1986).

3 Liposomen als Modellmembranen und nicht-virale Vektoren

Liposomen sind sphérisch angeordnete Lipidmembranen, welche einen wissrigen Inhalt
umschliefen. Die Membran eines Liposoms und die PM einer Zelle sind sich strukturell recht
dhnlich. Dadurch bieten sie die Moglichkeit, biologische Prozesse isoliert von den komplexen
Vorgéingen innerhalb einer Zelle untersuchen zu konnen. Anhand von liposomalen
Modellmembranen konnen beispielsweise Protein-Lipid Interaktion (Shiffer et al., 1988),
Interaktion unter Transmembranproteinen (Losey et al., 2009), virale Mechanismen zur
Uberwindung der Membranbarriere (Bilek et al., 2007) oder Wirkstoff-Membran Interaktionen
(Bilek et al., 2007; Gallois et al., 1996) untersucht werden.

Felgner et al. (1987) benutzten kationische Liposomen aus Dioleyl-Phosphoethanolamin
(DOPE) und Dioctadecenyl-Trimethyl-Ammonium-Propan (DOTMA) erstmalig um
Nukleinsduren in Zellen einzuschleusen. Fiir die sogenannte Transfektion werden die
anionischen Nukleinsiduresequenzen in kationische Liposomen verkapselt und zu adhérenten
Zellen gegeben. Wissenschaftliche Arbeiten hatten zuvor beschrieben, dass Liposomen dieser
Zusammensetzung durch Membranfusion in die PM von Zellen aufgenommen werden und ihre
luminalen Inhalte direkt ins Zytosol ausschiitten (Martin und MacDonald, 1976; Hui et al.,
1981). Weiterfiihrende Experimente belegten jedoch, dass die Liposomen iiber den zelleigenen
Mechanismus der Endozytose ins Zellinnere aufgenommen werden (Legendre und Szoka,

1992; Wrobel und Collins, 1995).

Um eine erfolgreiche Transfektion mit liposomalen Systemen zu erreichen, miissen die nicht-
viralen Vektoren einige kritische Voraussetzungen erfiillen. Die eingesetzten
Nukleinsduren/DNS miissen zunéchst erfolgreich in Liposomen verkapselt werden. Die so
geformten Liposomen/Lipoplexe miissen von ihren Zielzellen, meist auf dem Weg der
Endozytose, aufgenommen werden. Eukaryotische Zellen besitzen mehrere endozytotische
Mechanismen um Substrate aus dem extrazelluliren Raum ins Zellinnere zu transportieren.

Meist wird die Aufnahme von kationischen Lipo- oder Polyplexen dem Weg der

5
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Clathrin-vermittelten Endozytose zugeordnet (Friend et al., 1996; Zuhorn et al., 2002).
Allerdings stellen auch Phagozytose und Makropinozytose potentielle Mechanismen zur

Aufnahme der Liposomen dar (Labat-Moleur et al., 1996; Matsui et al., 1997).

Unabhingig davon welcher Mechanismus zur Aufnahme der DNS-Lipid-Komplexe fiihrt,
befinden sich die eingebrachten Nukleinsduren anschlieBend in Endosomen und drohen auf
lysosomalem Weg abgebaut zu werden. Somit ist die Freisetzung der Nukleinsiduren aus den
Endosomen ein weiterer kritischer Schritt und entscheidend fiir die Transfektionseffizienz der
gewihlten Formulierung. In der Literatur sind verschiedene Strategien zu Destabilisierung der
Endosomenmembran beschrieben, welche die Wahrscheinlichkeit der endosomalen
Freisetzung erhohen kénnen (Farhood et al., 1995; Koltover et al., 1998; Smisterova et al.,
2001). Die Effizienz einer DNS-Lipidformulierung ist jedoch nicht nur von ihrer
Zusammensetzung, sondern auch vom behandelten Zelltyp abhiingig. Kim et al. (2015) konnten
nachweisen, dass fiir verschiedene Zelltypen unterschiedliche liposomale Verhiltnisse von
DOPE zu Dioleoyl-Trimethyl-Ammonium-Propan (DOTAP) als jeweils effizienteste

Formulierung funktionieren.

4 Fusogene Liposomen und Mechanismen der Membranfusion

Die von Csiszar et al. (2010) etablierten, fusogenen Liposomen setzen sich, dhnlich wie die
oben beschriebenen kationischen Liposomen, aus dquimolaren Anteilen DOPE und DOTAP
zusammen. Zusdtzlich enthalten sie 5 mol% eines membranstindigen Fluorophors. Die
verdnderte Zusammensetzung der fusogenen Liposomen fiihrt zu einem vollig verinderten
zelluldren Aufnahmemechanismus. Sie werden bei Kontakt mit der Zelloberfldche nicht auf
endozytotischem Weg ins Zellinnere aufgenommen, sondern fusionieren mit der PM der Zelle.
Dabei kommt es zur Aufnahme und Vermischung der membranbildenden Bestandteile mit der

Zielmembran.

Durch fusogene Liposomen kdnnen fluoreszenzmarkierte Lipide effizient in die PM von Zellen
interkaliert werden. Die darauf folgenden Transportwege sind abhéngig vom Lipidanker des
eingebrachten Fluorophors und konnen mikroskopisch nachverfolgt werden (Kleusch et al.,
2012). Die subzelluldre Verteilung solcher fluoreszenzmarkierter Lipide erlaubt Einblicke in
den Lipidstoffwechsel einer Zelle. Neben den membranstindigen Fluorophoren konnen auch
andere lipophile Molekiile mithilfe der Membranfusion in die PM interkaliert werden. So

verwendeten Naumovska et al. (2014) fusogene Liposomen zum Einbau von
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Lipopolysacchariden in die PM embryonaler Mausfibroblasten. Hersch et al. (2016) nutzten
eine vergleichbare Methode, um die PM von kardialen Fibroblasten durch den Einbau von
Biotin zu modifizieren. Die Architektur von Liposomen erlaubt auerdem die Verkapselung
wasserloslicher Bestandteile im Lumen der Vesikel. Fluoreszenzmarkierte Proteine konnten
mittels fusogener Liposomen durch direkte Ausschiittung ins Zytosol in Zellen eingebracht

werden (Kube et al., 2017).

Biologische Membranen bestehen aus einer Phospholipiddoppelschicht. Bei der Fusion kommt
es zur Vereinigung zweier Membranen und zur Durchmischung der beiden eingeschlossenen
Volumina. Fiir die Fusion zweier Lipiddoppelschichten miissen sich die beiden Membranen
einander stark anndhern. Bevor die proximalen Monoschichten miteinander interagieren
konnen, miissen Krifte der elektrostatischen AbstoBung iiberwunden werden (Jahn et al., 2003).
Dariiber hinaus miissen die Doppelschichten destabilisiert werden, um die zur Fusion

notwendigen Intermedidrzustinde einzunehmen (Abb. 1.4).

Fusionsschaft Fusionspore

vl vl A L 7
Z e Z NC_Jed I, _,IZ))!‘P 7
/

distale und proximale
Monoschicht

Trans-Monoschicht-
Kontakt

Abb. I.4: Schematische Darstellung der Intermedidrzustinde wihrend der Membranfusion.
Verindert nach (Jahn et al., 2003).

Auf zelluldrer Ebene findet eine Vielzahl solcher Membranfusionen statt. Die energetische
Barriere wird dabei von fusionsvermittelnden Proteinen iiberwunden. Viele der beteiligten
Proteine werden kurz vor Fusion aus dem Zytosol rekrutiert und konnen direkt nach Abschluss
des Fusionsvorgangs wiederverwendet werden. Die Fusion von intrazelluldren Vesikeln und
der PM erfordert auBerdem spezifische membranstédndige Fusionsproteine (SNARE-Proteine),

die beide Membranen unter Verbrauch von Energie einander soweit anndhern, dass die



ALLGEMEINE EINFUHRUNG ZU LIPIDEN UND LIPOSOMEN

proximalen Monoschichten miteinander interagieren konnen (Chernomordik und Kozlov,

2008; Jahn et al., 2003).

Fusogene Liposomen erreichen eine Verschmelzung der liposomalen Membran mit der PM von
Zellen ohne Zuhilfenahme von fusionsvermittelten Proteinen. Der molekulare Mechanismus
dieser Fusion ist allerdings noch nicht vollstindig verstanden. Theoretische Arbeiten zum
Phasenverhalten von DOPE von Siegel (1999) und Siegel und Epand (1997) geben jedoch

Hinweise auf die Umsténde, welche zur Fusion zweier Membranen notwendig sind.

Wihrend des Ubergangs von der lamellaren Lo- zur invers-kubischen Qu-Phase wird die
Organisation der Doppellipidschichten starken Anderungen unterzogen. DOPE-Liposomen
zeigen, unter Bedingungen in welchen Uberginge von der lamellaren zu inversen Phasen
beobachtet werden konnen, intervesikulidre Vermischung der membranbildenden Lipide (Ellens
et al., 1986; Siegel et al., 1989). Aufgrund dieser Beobachtung formulierten Siegel und Epand
(1997) die Hypothese, dass die Strukturen, die wihrend eines solchen Phaseniibergangs

gebildet werden, auch die initialen Strukturen einer Membranfusion sind (Abb. L.5).

Lipiddoppelschichten B

in der Lu-Phase

Fusionsschaft

Trans-Monoschicht- D_b C
Kontakt ') Hﬂ'

Fusionspore

invers-hexagonale
Phase H,

kubisch-inverse
Phase Q,

Abb. L.5: Theorie zur Ausbildung von Fusionsschiiften wihrend des Ubergangs aus lamellarer
Phase L, in kubisch inverse Phase Qu. Verdndert nach Siegel (1999).
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Laut der Theorie von Siegel (1999) werden bei der Fusion zweier Membranen zuerst
Fusionsschifte gebildet. Diese verbinden nur die proximalen Monoschichten von zwei
gegeniiberliegenden Membranen. Innerhalb eines Schafts ist die Monoschicht stark gekriimmt,
was einen energetisch sehr ungiinstigen Zustand darstellt. Die Kriimmungsenergie fiihrt zu
einer Ausweitung der Fusionsschifte und es kommt zum Kontakt der distalen Monoschichten
der gegeniiberliegenden Membranen und zur Ausbildung einer Hemifusion bzw. eines Trans-
Monoschicht-Kontakts. Das Lumen der beiden Vesikel im Zentrum einer solchen Hemifusion
wird nur noch durch eine Lipiddoppelschicht voneinander getrennt. Der Bruch dieser

Doppelschicht fiihrt zur Ausbildung einer Fusionspore.

Das komplexe Phasenverhalten von DOPE erlaubt die Beobachtungen solcher
Phasenumwandlungen (Siegel und Epand, 1997). Auch wenn die Intermediérzustinde
,Fusionsschaft und ,,Trans-Monoschicht-Kontakt* nicht direkt nachgewiesen werden konnen,
sind es doch wahrscheinliche Strukturen wihrend der Fusion zweier Membranen. Das
Phasenverhalten von DOPE allein befihigt Liposomen jedoch nicht, mit der PM zu fusionieren.
Liposomen, welche ausschlieBlich aus DOPE sowie 5 mol% eines membranstindigen
Fluorophors bestehen, werden nicht mittels Fusion in die PM interkaliert. Ersetzt man DOPE
durch das kationische DOTAP, besitzen die Liposomen starke fusogene Eigenschaften. Diese
fusogenen Eigenschaften bleiben erhalten, wenn man den Liposomen neutrale Helferlipide mit
PE-Kopfgruppe hinzufiigt (Kleusch, 2013). Die essentiellen Bestandteile der fusogenen
Liposomen sind ihre positive Ladung und die Anwesenheit eines membranstindingen
Fluorophors bzw. eines Molekiils mit aromatischer Struktur wie z.B. Resveratrol (Csiszar et al.,
2015). Das Phasenverhalten von DOTAP ist weit weniger gut untersucht als das
Phasenverhalten von DOPE. Die von Siegel (1999) aufgestellte Theorie zur Fusion von
Membranen aus DOPE ldsst sich moglicherweise auf DOTAP iibertragen. Beide Molekiile
weisen eine relativ kleine Kopfgruppe sowie ungesittigte Fettsdureketten auf. Die Architektur
der Molekiile beschreibt die Form eines Kegels und begiinstigt somit einen Phaseniibergang in
die invers-hexagonale Phase Hii (Abb. 1.3). Diese Tendenz konnte zur Destabilisierung der
lamellaren Phase beitragen und die Fusion zweier Membranen begiinstigen (Regelin et al.,

2000).

Ebenso wie die Transfektionseffizienz kationischer Liposomen héngt auch die Fusionseffizienz
der fusogenen Liposomen nicht nur von der Lipidzusammensetzung, sondern auch vom

behandelten Zelltyp ab (Csiszar et al., 2010). Es besteht die Hypothese, dass Zellen mit einer
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ausgepragten negativen Glykokalyx mit hoherem Anteil an Heparan-Sulfat besser fusionieren
als Zellen mit einer weniger negativen Glykokalyx. Diese Hypothese muss noch experimentell

untersucht werden.
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II. MATERIAL UND METHODEN

1 Verwendete Materialien

1.1 Chemikalien

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-Piperazinyl)-Ethansulfonsidure

(HEPES)

Aclacinomycin A

Chloroform

Choleratoxin

Dermalife K Medium

DMEM

DMEM/F12

DMEM/F12 Glutamax

Doxorubicin

DRAQS5 Fluorescent Probe Solution
EGF (epidermal growth factor), human
Ethanol, p.a.

Fibronectin aus humaner Placenta
FIX&PERM Solution A

Fotales Kilberserum (Fetal Bovine Serum, FBS)
Guava Nexin Reagent

Humanes Insulin

Hydrocortison

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml)
Pferdeserum

Trypsin/EDTA 0,25%

11

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA

Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
CellSystems, Troisdorf

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

BD Bioscience, Fernwald

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck Millipore, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt



1.2 Puffer und Medien

Zellkultur-Medium
DMEM

DMEM/F12
DMEM/F12 Glutamax

DermalL.ife K Medium

MATERIAL UND METHODEN

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt

Cellsystems, Troisdorf

Phosphatgepufferte Salzlosung (Phosphate Buffered Saline, PBS)

137 mM NaCl

2,7 mM KCl

1,47 mM KH,PO4
8,1 mM Na,HPO,

pH=74
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1.3 Verbrauchsmaterialien

96-Well Schalen Greiner Bio-one, Frickenhausen

KimTech Science Prizisionswischtiicher Kimberly-Clark Professional, Irving, TX, USA
Kulturschalen 3 cm, 18 mm Offnung Greiner Bio-one, Frickenhausen

Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL, USA
Pasteur-Pipetten VWR, Darmstadt

Pipettenspitzen (div. Grofien) Starlab, Hamburg

Prizisionsdeckgliser 170£5 um Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Reaktionsgefdle 1,5 ml Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Reaktionsgefaie 2 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen
Reaktionsgefilie 15 ml Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Reaktionsgefdae 50 ml Greiner Bio-one, Frickenhausen
Schraubgléser 1 ml VWR, Darmstadt

Schraubglidser 4 ml VWR, Darmstadt

Sylgard-184 Silicone Elastomer Kit Dow Corning, Wiesbaden

Zellkulturflaschen 25 cm? BD Bioscience, Fernwald

Zellkulturflaschen 75 cm? BD Bioscience, Fernwald
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2 Herstellung der Glassubstrate

Fiir die Behandlung mit den verschiedenen Liposomen-Formulierungen wurden alle im
Folgenden beschriebenen Zelltypen einen Tag vor Beginn der Experimente in eigenhédndig
hergestellte Glasbodenschalen ausplattiert. Zu ihrer Herstellung wurden dicken-korrigierte
Hochprizisionsdeckglidser (170£5 um, 22 x 22 mm; Marienfeld) auf die Unterseite
vorgebohrter (Durchmesser der Offnung: 18 mm) Kunststoff-Kulturschalen (Durchmesser
3 cm, Greiner Bio-One) geklebt. Als Klebemittel wurde kreuzvernetztes Polydimethylsiloxan
(PDMS) verwendet, hergestellt aus einem vinylterminierten PDMS-Polymergemisch und
einem  Methylhydrosiloxan-Dimethylsiloxan-Copolymer mit Katalysator in einem
Mischungsverhiltnis von 10:1 w/w (Sylgard 184; Dow Corning Co., MI, USA). Zur
vollstiandigen Kreuzvernetzung wurden die frisch geklebten Glasbodenschalen fiir mindestens
2 h bei 60°C gelagert. Vor dem Gebrauch wurden die Glasbodenschalen mit UV-Licht

sterilisiert.
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3 Zellkultur

Wihrend der Experimente und der Kultivierung aller im Folgenden aufgefiihrten Zelltypen
herrschte eine Umgebungstemperatur von 37°C und eine 5%ige CO»z-Konzentration bei
gesittigt feuchter Atmosphire. Alle Arbeitsschritte erfolgten mit sterilen Werkzeugen und

Losungen in der keimfreien Umgebung einer Zellkulturwerkbank.

3.1 Kulturbedingungen von CHO-K1

Die immortalisierte Ovarienzelllinie von chinesischen Hamstern, Subtyp K1 (engl. Chinese
hamster ovary cells, CHO-K1) wurde bei American Type Culture Collection (ATCC, Manassa,
VA, USA) erworben. Ihre Kultivierung erfolgte in DMEM-F12 (Sigma-Aldrich),
supplementiert mit 10% fotalem Kélberserum (engl. fetal bovine serum, FBS) und 1%
antibiotisch/antimykotischer ~ Penicillin/Streptomycin-Losung ~ (PenStrep, je 10000
Einheiten/ml; Sigma-Aldrich). Ihre Kultivierung erfolgte in 75 cm?- oder 25 cm?-
Kulturflaschen (BD Biosciences) mit 10 bzw. 5 ml Kulturmedium. Das Passagieren der
adhédrent wachsenden Zellen erfolgte kurz vor Erreichen von 100%iger Konfluenz im
Verhiltnis 1:10. Zweimal wochentlich wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA (0,25%, 5 min)
vom Kulturflaschenboden geldst, durch Zentrifugation (180xg, 4 min) pelletiert und zur
Weiterkultivierung in  frischem Medium aufgenommen. Fiir die Analyse im
Fluoreszenzmikroskop und im Durchflusszytometer wurden einen Tag vor den Experimenten
25000 Zellen auf mit Fibronektin beschichtete (10 pg/ml in PBS; 30 min; BD Biosciences)

Glasbodenschalen ausgesiit.

3.2 Kulturbedingungen fiir HELA und MEF

Die Kultivierung von humanen Epithelzellen eines Zervix-Karzinoms (HELA, ATCC, CCL-2)
und embryonalen Mausfibroblasten (engl. mouse embryonic fibroblasts, MEF; zur Verfiigung
gestellt von G. van Echten-Deckert, Rheinische-Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn) erfolgte
in Dulbeccos modified eagles medium (DMEM), ergidnzt durch 10% FBS und 1% PenStrep.
Die Kultivierung beider Zelllinien erfolgte in 25 cm?-Kulturflaschen (BD Biosciences) mit 5 ml
Kulturmedium. Das Passagieren der adhédrent wachsenden Zellen erfolgte nach dem fiir

CHO-K1 Zellen in Kapitel 3.1 beschriebenen Protokoll.
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3.3 Kulturbedingungen fiir HEK-n

Humane primire epidermale Keratinozyten (engl. normal human keratinocytes, HEK-n;
CellSystems, Troisdorf, D) wurden DermaLife K Medium (Complete Kit, CellSystems) ohne
Zusatz von Wachstumsfaktoren kultiviert. Die Zellen wurden zur Vermehrung in 75 cm?
Kulturflaschen ausgesit und bei 37°C und 5 % COz-Begasung kultiviert. Bei einer Konfluenz
von < 90% wurden sie durch Zugabe von Trypsin-EDTA in Suspension gebracht und zur
Weiterkultivierung im Verhéltnis 1:5 passagiert. Einen Tag vor den Experimenten wurden je
25000 Keratinozyten auf mit Fibronektin beschichtete (10 pg/ml in PBS; 30 min;
BD Biosciences) Glasbodenschalen ausgesidt und iiber Nacht kultiviert. Dafiir wurden

ausschlieBlich Zellen der Passagen 2-5 benutzt.

3.4 Kulturbedingungen fiir MCF-10A

Die epitheliale Zelllinie MCF-10A (ATCC) wurde in DMEM-F12 Medium kultiviert, welches

durch die inTabelle II.1 genannten Zusitze zu Wachstumsmedium wird.

Tabelle I1.1 Komponenten des Wachstumsmediums von MCF-10A Zellen

Zusitze Dosierung
DMEM-F12 Glutamax ad 500 ml
Choleratoxin 100 ng/ml
EGF 20 ng/ml
Pferde Serum 5%
Hydrokortison 500 ng/ml
Insulin 10 pg/ml
PenStrep 100 Einheiten/ml

Ihre Kultivierung erfolgte in 75 cm?-Kulturflaschen (BD Biosciences) mit 10 ml
Kulturmedium. Die adhédrent wachsenden Zellen wurden vor Erreichen von  90%iger
Konfluenz im Verhiltnis 1:10 passagiert. Alle 3-4 Tage wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA
(0,25%, 5-7 min) vom Kulturflaschenboden geldst, abzentrifugiert (180xg, 4 min) und zur
Weiterkultivierung in  frischem Medium aufgenommen. Fir die Analyse im
Konfokalmikroskop wurden 20000 Zellen einen Tag vor den Experimenten auf mit Fibronektin
beschichtete (10 pg/ml in PBS; 30 min; BD Biosciences) Glasbodenschalen ausgesit. Zur

Behandlung der Zellen mit anschlieBender Analyse im Durchflusszytometer wurden
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100000 Zellen einen Tag vor den Experimenten auf mit Fibronektin beschichtete (BD

Biosciences) Glasbodenschalen ausgesit und unter Standard-Zellkulturbedingungen kultiviert.

3.5 Kulturbedingungen MDAMB-231

Zellen der Brustkrebszelllinie MDAMB-231 (ATCC) wurden in DMEM-F12 Medium,
supplementiert mit 10% FBS und 1% PenStrep, kultiviert. Das Passagieren der adhirent
wachsenden Zellen erfolgte alle 3-4 Tage bei Erreichen von 90%iger Konfluenz im Verhiltnis
1:5. Die Probenvorbereitung der Zellen fiir Analysen im Konfokalmikroskop und

Durchflusszytometer erfolgte nach dem in 3.4 beschriebenen Protokoll (MCF-10A Zellen).
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4 Verwendete Lipide

1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin
(DOPE)

1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phophatidylethanolamin-N-
[Methoxy(Polyethylenglykol)-2000], Ammonium-Salz
(PEG-DOPE)

1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylcholin
(DPPCQ)

1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidyicholin
(DMPC)

Cholesterol
(Chol)

1,2-Dioleoyl-3-Trimethyl-Ammonium-Propan, Chlorid-Salz
(DOTAP) o
SO e ¥
/\/\/\/&/\/\/\/i;x T?I\

o

N-(4,4-Difluoro-5,7-Dimethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacen-3-Propionyl)-
1,2-Dihexadecanoyll-sn-Gycero-3-Phosphatidylethanolamin, Triethylammonium-Salz
(BODIPY FL-DHPE)

1,1-Dioctadecyl-3,3,3',3-Tetramethylindotricarbocyanin lodid

(DIlC, (7)) e,

Abb. II.1: Strukturformeln, [UPAC-Namen und Abkiirzungen der verwendeten Lipide

Alle Lipide wurden entweder in Chloroform geldst oder als lyophylisiertes Pulver ausgeliefert
und nach Ankunft bei -20°C gelagert. Lyophylisierte Lipide wurden vor Versuchsbeginn

ebenfalls in Chloroform gelost.
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S Experimente mit BODIPY FL-DHPE-haltigen Liposomen

Zur Etablierung des in Kapitel III beschriebenen Assays, wurden die Zelltypen CHO-K1,
HELA, MEF und HEK-n mit fusogenen bzw. endozytotischen Liposomen behandelt. Die
subzelluldre Verteilung des eingebrachten BODIPY FL-DHPE wurde anschliefend im
Konfokalmikroskop und Durchflusszytometer untersucht. Zur Behandlung der adhérenten
Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen, durch 500 pl Liposomensuspension (siehe 5.1)
ersetzt und fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden nicht-fusionierte Liposomen
mit auf 37°C vorgewdrmten PBS von der Probe gewaschen und die Glasbodenschalen mit

vorgewdrmten Wachstumsmedium des jeweiligen Zelltyps aufgefiillt.

5.1 Herstellung von Liposomen mit BODIPY FL-DHPE

Zur Herstellung der in Kapitel III genutzten Liposomen wurde das kationische Lipid DOTAP
mit dem neutral geladenen DOPE bzw. DMPC im Verhéltnis von 1:1 (w/w) und einer
Gesamtlipidkonzentration von 1 mg/ml in Chloroform gemischt. Das fluoreszenzmarkierte
Lipid BODIPY FL-DHPE wurde der Lipidmischung in einem Gewichtsverhiltnis von 0,5-10%
zugefiigt (Tabelle I1.2).

Tabelle I1.2: Zusammensetzung der Liposomen in Kapitel III

Komponenten Mischungsverhiltnis
DOPE / DOTAP / BODIPY FL-DHPE 1/1/0,01-0,2 (w/w)
DMPC / DOTAP / BODIPY FL-DHPE 1/1/0,01-0,2 (w/w)

Zur Entfernung des Chloroforms wurde die Lipidmischung fiir mindestens 30 min unter
Vakuum evaporiert. Der trockene Lipidfilm wurde anschlieBend durch Zugabe von 20 mM
HEPES-Puffer in einer Gesamtlipid-Konzentration von 2 mg/ml aufgenommen und fiir 60 sec
auf einem Vortex-Mixer homogenisiert. Die so erzeugten multilamellaren Liposomen wurden
fiir 20 min bei 4-5°C im Ultraschalbad (Sonocool SC 255, Bandelin, Berlin) homogenisiert,

wodurch grofitenteils unilamellare Liposomen entstanden. Die Liposomensuspensionen
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wurden bis zu ihrer Verwendung bei 4°C fiir maximal 24 h gelagert. Vor der Anwendung
wurden 10 pl der Liposomen-Suspension im Verhiltnis 1:50 in PBS verdiinnt und erneut fiir

60 sec auf einem Vortex-Mixer homogenisiert.

5.2 Grundlagen der Fluoreszenz

Molekulare Fluoreszenz tritt typischerweise bei aromatischen Molekiilen auf. Diese
sogenannten Fluorophore sind in der Lage, Licht einer bestimmten Wellenlidnge zu absorbieren
und mit einer groBeren Wellenlidnge wieder zu emittieren. Die Prozesse, die zur Absorption und
Emission von Licht fithren, werden typischerweise in einem Jablonski-Diagramm dargestellt

(Abb. I1.2).

S, |
]
i Innere
1 Umwandlung
1
S . b
1 Y Vv W:ination
| —_—
| ‘ T
I = 1
| l 1
| I
: Anregung | | Fluoreszenz Phosphoreszenz 1
1 1
v v \ v
SO '

Abb. IL.2: Jablonski-Diagramm als vereinfachte Darstellung der elektronischen
Energieniveaus eines Fluorophors. Verdndert nach Lakowicz (2006).

Ohne Anregung befindet sich ein Fluorophor im Singulett-Grundzustand (So) (Lakowicz,
2006). Durch Absorption von Licht kann das fluoreszente Molekiil in einen angeregten
Singulett-Zustand (S1 oder S») versetzt werden. Bis auf wenige Ausnahmen relaxieren
Molekiile auf das niedrigste Schwingungsniveau im ersten angeregten elektronischen Zustand
S;. Dieser strahlungslose Prozess bendtigt extrem wenig Zeit (< 1012 s) und wird innere
Umwandlung (internal conversion) genannt (Lakowicz, 2006). Die Riickkehr aus diesem
metastabilen Zustand in den Grundzustand So erfolgt unter spontaner Emission von

Fluoreszenz-Strahlung (Atkins und De Paula, 2014). Sie erfolgt in einem Zeitrahmen von 10
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? s bis 107 s (Bittrich, 1987). Die Fluoreszenzlebensdauer ist spezifisch fiir jeden Fluorophor.
Die Energie der emittierten Strahlung ist niedriger als die der Absorption, weswegen die
Strahlung im Vergleich zur Anregung in einen langwelligeren Spektralbereich verschoben ist.

Diese Verschiebung wird als Stokes-Verschiebung bezeichnet (Stokes, 1853; Lakowicz, 2006).

Bei der Anregung eines Elektrons auf ein hoheres Energieniveau, dem Singulett-Zustand, wird
sein Spinzustand beibehalten. Wird sein Spinzustand veridndert, kommt es zu einem angeregten
Triplett-Zustand (Ti). Molekiile im Si-Zustand kénnen auch durch Interkombination (inter
system crossing) in den Ti-Zustand iiberfiihrt werden (Lakowicz, 2006). Die Abgabe von
Energie in Form von Strahlung ist in diesem Zustand sehr unwahrscheinlich, weswegen die
Riickkehr in den Grundzustand So verlangsamt stattfindet (Halbwertszeiten von 10 — 102 s).
Die Emission beim Ubergang von T zu So wird Phosphoreszenz genannt, ist im Vergleich zur
Fluoreszenz meist zu langwelligeren Emissionen hin verschoben und weist meist extrem kleine

Quanteneffizienzen auf (Atkins und De Paula, 2014).

Die Emissionsintensitidt von Fluorophoren kann durch verschiedenste Prozesse verringert
werden. Diese Prozesse werden als Loschung (engl. quenching) bezeichnet. Bei steigender
Konzentration geloster Fluorophore steigt auch die Wahrscheinlichkeit, dass ein Fluorophor im
angeregten Zustand mit einem zweiten solchen Fluorophor kollidiert. Bei einer solchen
Kollision kann es zum strahlungslosen Ubergang in den Grundzustand kommen, wodurch die
Fluoreszenzintensitit verringert wird. Ein solcher Vorgang wird als Selbst-Loschung (engl.
self-quenching) bezeichnet (Skoog et al., 1998). Eine Verringerung der Fluoreszenzintensitit
kann auch von anderen in der Losung befindlichen Molekiilen ausgeldst werden (z.B.
molekularer Sauerstoff oder Amine), welche deswegen als quencher bezeichnet werden
(Lakowicz, 2006). Die Abnahme der Fluoreszenz durch eine solche Fluoreszenz-Loschung ist

durch die Stern-Volmer Gleichung beschrieben.

Fy
= =1+Kgy +[Q]

Formel 1 Stern-Volmer Gleichung: Fo = Intensitit des Fluorophors in Abwesenheit eines
quenchers, F = Intensitit des Fluorophors in Anwesenheit eines quenchers,
[Q] = Konzentration des quenchers, Ksv = Stern-Volmer-Konstante
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Einige aromatische Molekiile, wie zum Beispiel Pyren und Perylen, bilden im angeregten
Zustand Elektronen-Transfer-Komplexe mit Aminen, die zu einer Verschiebung des
Emissionsspektrums fithren. Diese Komplexierung von zwei oder mehr verschiedenen
angeregten Fluorophoren bezeichnet man als Exciplex (von engl. excited-state complex)

(Lakowicz, 2006).

Einige Molekiile bilden solche angeregten Komplexe auch untereinander, weswegen sie als
Excimer (von engl. excited-state dimer) bezeichnet werden (Valeur, 2001). Ein bekanntes
Beispiel fiir ein solches Excimer-bildendes Molekiil ist Pyren. Bei einer niedrigen
Konzentration geldster Pyren-Molekiile liegt seine Emission im ultravioletten Spektralbereich.
Hohe Konzentrationen des Fluorophors erlauben die Bildung von Excimeren, wodurch die
Emission in den langwelligeren Bereich des sichtbaren Lichts verschoben wird (Aem =470 nm).

Im nicht-angeregten Grundzustand konnen solche Komplexe jedoch nicht gebildet werden.

In der vorliegenden Arbeit wird der Fluorophor BODIPY FL verwendet, welcher bei hohen
Konzentrationen ebenfalls Komplexe mit verdnderten Fluoreszenzeigenschaften bildet. Die
BODIPY FL-Dimere weisen eine Absorption und Emission auf, die im Vergleich zum
Monomer-Signal verschoben ist. Die Natur dieser Dimere unterscheidet sich jedoch von den
fiir Pyren beschriebenen Excimeren. Mikhalyov et al. (2002) beschreibt fiir BODIPY FL zwei
mogliche Formen von Grundzustand-Dimeren (D; und D). Wird das Dimer Dy gebildet, besitzt
der BODIPY-Komplex nahezu keine Fluoreszenz, bewirkt aber eine Verschiebung des
Absorptionsspektrums in kurzwelligere Spektralbereiche. Das Grundzustand-Dimer D ist
fluoreszent. Das Absorptionsspektrum von Dp wird in langwelligere Spektralbereiche
verschoben und das Emissionspektrum zeigt ein zweites Intensititsmaximum im roten
Spektralbereich. Bisher wurde nicht genauer untersucht, durch welche Art Dimer-Bildung die
in Membranen beobachtete Rot-Verschiebung ausgeldst wird. In der Literatur wird dieser
Effekt hdufig als Excimer bezeichnet, obwohl dies den Analysen von Mikhalyov et al. (2002)

widerspricht.

Der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet eine besondere Wechselwirkung
zwischen einem angeregten Fluorophor und einem zweiten Molekiil. Diese Wechselwirkung
tritt dann auf, wenn das Emissionsspektrum eines Fluorophors (Donor) mit dem
Absorptionsspektrum eines anderen Molekiils (Akzeptor) iiberlappt (Forster, 1948). Der
Energietransfer basiert auf einem strahlungslosen Energieiibertrag zwischen Donor und
Akzeptor iiber Coulombsche Dipol-Dipol Wechselwirkungen. Die FRET-Effizienz bezeichnet

den Anteil an Photonen, die vom Donor absorbiert und an den Akzeptor transferiert werden
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und ist abhingig vom Uberlappungsintegral vom Emissionsspektrum des Donors und dem
Absorptionsspektrum des Akzeptors (Lakowicz, 2006). Dariiber hinaus wird der
Energietransfer sehr stark von der Distanz zwischen Donor und Akzeptor beeinflusst. Je kiirzer

diese Distanz ist, desto hoher ist die FRET-Effizienz (Stryer, 1978).

5.3 Mikroskopie

Die mikroskopische Analyse der Proben erfolgte mit einem inversen konfokalen Mikroskop
(LSM 710 von Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena), welches mit einem Argon-lonen-Laser
(458/488/514 nm) und zwei Helium-Neon-Lasern (543/633 nm) ausgestattet war. Die Analysen
wurden bei einer konstanten Umgebungstemperatur von 37°C, sowie einer 5%igen CO»-
Konzentration in gesittigt feuchter Atmosphére durchgefiihrt (Inkubator XL 2; Carl Zeiss). Die
Anregung von BODIPY FL-DHPE erfolgte bei Agx = 488 nm. Das Monomer-Signal wurde
durch einen Bandpass-Filter zwischen 495 nm und 557 nm detektiert (grilner Kanal). Das
Dimer-Signal wurde durch einen Langpassfilter oberhalb von 619 nm erfasst (roter Kanal). Die
mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Plan-Apochromat 63x/1.4 Ol-Objektiv mit
Phasenkontrast (Carl Zeiss) getitigt. Das Mikroskop wurde mit der Steuerungssoftware ZEN

von Carl Zeiss betrieben.

5.4 Durchflusszytometrie

Fluoreszenzmarkierte Nanopartikel konnen vor und nach der zelluliren Aufnahme
nachgewiesen werden. lhre Detektion kann beispielsweise per Durchflusszytometer,
Fluoreszenzmikroskop oder Fluoreszenzspektrometer erfolgen (van der Aa et al., 2007; Huth

et al., 2000).

Im Durchflusszytometer werden in Suspension befindliche Zellen durch Einsaugen in eine
Kapillare vereinzelt und passieren einen Laserstrahl. Die resultierenden Signale im Vorwirts-
(im 10°-Winkel zum Laserstrahl) und Seitwiértsstreulicht (im 90°-Winkel zum Laserstrahl)
werden durch Detektoren erfasst und erlauben Riickschliisse auf die Groé8e und
Oberfldchenbeschaffenheit der Zellen (Abb. I1.4, A). Anhand dieser Informationen kdnnen
intakte Zellen von Zelltrimmern fiir die weitere Datenverarbeitung getrennt und Zelltypen
verschiedener Grofle voneinander unterschieden werden. Beispielsweise konnen bei der
Analyse von Blutproben Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten allein anhand ihrer

Morphologie identifiziert werden. Oftmals reichen die morphologischen Unterschiede
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innerhalb von Zellpopulation jedoch nicht aus um sie hinsichtlich bestimmter Eigenschaften
voneinander zu unterscheiden. Um Untersuchungen dennoch zu ermdoglichen, werden
verschiedenste Phidnomene mittels spezifischer Markierung durch Fluoreszenzfarbstoffe

sichtbar gemacht.

.661 nm

583 nm 692 nm

525 nm
Seitwartsstreulicht
Laser 635 nm

Vorwartsstreulicht ' a
Laser 488 nm

Kapillare

Abb. IL.3: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers mit zwei Laserlinien und
Fluoreszenzdetektoren in sechs verschiedenen Spektralbereichen.
Quelle: www.millipore.com/flowcytometry

Neben den Signalen im Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht werden im Durchflusszytometer die
Fluoreszenzsignale in mehreren Kanilen detektiert. Das Gerédt von Merck Millipore (EasyCyte
8HT), welches fiir die vorliegenden Experimente genutzt wurde, ermdglicht die Erfassung der
emittierten Fluoreszenz nach Anregung zwei verschiedener Laserlinien in sechs verschiedenen
Spektralbereichen (Abb. 11.3). Die spezifische Markierung wird beispielsweise durch Fiarbung
mit Antikorper-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen erreicht. Ein weiteres Beispiel ist der
Farbstoffe Phycoerythrin, welcher an Annexin V konjugiert mit hoher Spezifitit an
frithapoptotische Zellen bindet (IV.2.4). Dariiber hinaus kann mit dieser Technik bestimmt
werden, ob und wie stark die zellulire Aufnahme von fluoreszenzmarkierten Partikeln erfolgt

ist (Abb. 11.4, B)(Huth et al., 2006).
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Abb. I1.4: Analyse durchflusszytometrischer Daten. A: Partikel oberhalb einer Mindestgrof3e
(Schwellenwert) werden anhand ihrer GroBe und Granularitit im Streudiagramm
aufgetragen. Intakte Zellen bilden eine einheitliche Population und werden durch eine
definierte Region fiir die Darstellung in B isoliert. B: Die zu jeder Zelle detektierten
griimen und roten Fluoreszenzintensititen werden gegeneinander im Streudiagramm
aufgetragen. Die Histogramme stellen die jeweiligen Fluoreszenzintensitéiten isoliert
dar und dienen der Ermittlung ihres Medians.

Héaufige Probleme bei Untersuchungen im Durchflusszytometer sind Autofluoreszenz der
Zellen, unspezifische Bindung und spektrale Uberlappung der eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe. Um eine Fehlinterpretation von Messungen zu vermeiden, muss parallel
zu jeder gefidrbten Probe eine Negativkontrolle analysiert werden, anhand welcher falsch-
negative bzw. falsch-positive Signale identifiziert werden konnen. Der Vorteil der
Untersuchungen von Proben 1im  Durchflusszytometer ist eine automatisierte,
multidimensionale Analyse groBer Zellzahlen mit geringem Zeitaufwand. Die subzelluldre
Verteilung eingebrachter Fluoreszenzmarker kann im Durchflusszytometer jedoch nicht
bestimmt werden. Erst die Kombination mit fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
ermdglicht eine belastbare Quantifizierung mikroskopierter Phidnomene. Die jiingeren
Fortschritte im Bereich der Bilddatenverarbeitung erlaubten die Entwicklung bildgebender

Durchflusszytometer (engl. imaging flow cytometry, IFC). Sie vereinen die multiparametrische
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Analyse der Durchflusszytometrie mit der Fluoreszenzmikroskopie in einem Gerét (Barteneva

etal., 2012).
Versuchsdurchfiihrung

Nach Behandlung der Zellen mit BODIPY FL-DHPE-haltigen endozytotischen und fusogenen
Liposomen wurden ihre Fluoreszenzeigenschaften mit dem Durchflusszytometer
Guava EasyCyte 8HT (Merck Millipore, Darmstadt, D) analysiert. Das Gerdt war mit der
Kapillare Guava Flow Cell II (Merck Millipore) und zwei Lasern (488 und 635 nm) ausgestattet
(siche Abb. 11.3). Die Anregung von BODIPY FL-DHPE erfolgte mit dem 75 mW Argon-
Ionen-Laser bei Agx = 488 nm. Das Monomer-Signal des Fluorophors wurde mittels des
Bandpassfilters des griinen Kanals (GRN; Agm = 510-540 nm) und das Dimer-Signal mittels des
Bandpassfilters des roten Kanals (Aem = 665-715 nm) detektiert. Von jeder Probe wurden
mindestens 2000 Zellen analysiert und die Daten mithilfe des Programms InCyte Software for
EasyCyte HT Systems (Merck Millipore) erfasst.

Behandelte Zellen wurden durch Zugabe von 200 ul vorgewédrmten Trypsin-EDTA (2-3 min)
von den Glasbodenschalen gelost, einmal mit PBS gewaschen und abzentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen im Reagenz FIX&PERM (Solution A, Thermo Fisher
Scientific) aufgenommen und fiir 30 min bei Raumtemperatur fixiert und danach bei

Raumtemperatur im Durchflusszytometer analysiert.

Die Population intakter Zellen wurde durch die Signale im Seitwirts- und Vorwirtsstreulicht
identifiziert, wodurch die Fluoreszenzsignale nicht-internalisierter Liposomen fiir die spitere
Auswertung eliminiert wurden. Die Detektoren des roten und griinen Fluoreszenzkanals
wurden anhand unbehandelter CHO-K1 Zellen so eingestellt, dass der Median der gemessenen
Fluoreszenzintensitédten in einem Verhéltnis von 1:1 vorlag und den Wert 10 nicht iiberschritten
hat. Diese Voreinstellungen waren zelltypabhiingig und wurden fiir die verschiedenen Zelltypen
individuell vorgenommen. Zur Analyse der Daten wurde keine Kompensation der
Fluoreszenzkanile durchgefiihrt. Die rote Signalintensitét jeder Zelle wurde gegen ihre griine
Signalintensitit in einem zweidimensionalen Punktdiagramm auf logarithmischen Skalen
aufgetragen. Die definierte Region fiir “Endozytose” wurde anhand der Position einer
Zellpopulation festgelegt, welche mit endozytotischen Liposomen mit einem BODIPY FL-
DHPE-Gehalt von 5 mol% behandelt wurden. Die definierte Region “Fusion” wurde durch mit
fusogenen Liposomen (5 mol% BODIPY FL-DHPE) behandelten Zellen festgelegt (Abb. 11.4).

Im Vorfeld wurden die Aufnahmewege im Konfokalmikroskop identifiziert. Der Quotient
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(IDimer/IMonomer) wurde anhand der Mediane beider Fluoreszenzkanile ermittelt und diente als
Grundlage zur Unterscheidung von Fusion und Endozytose. Die graphische Darstellung der
Daten in Streudiagrammen wurde mithilfe des Programms FCS Express (De Novo Software,

Glendale, CA, USA) angefertigt.

5.5 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzspektren der Liposomen mit BODIPY FL-DHPE-Konzentrationen von 2-
5 mol% wurden im Fluoreszenspektrometer (Fluorolog-3, HORIBA Jobin Yvon, Edison, NJ,
USA) detektiert. Wie zur Behandlung der verschiedenen Zelltypen wurden auch hier 10 ul der
Liposomen-Suspension im Verhiltnis 1:50 in PBS verdiinnt und die Probe anschlieend auf
einem Vortex-Mixer homogenisiert. Die Proben wurden bei einer Wellenlinge von
Aex = 488 nm (Spaltbreite 1,5 nm) angeregt, das Emissionsspektrum von Agm = 500-700 nm
(Spaltbreite 3 nm), in 1 nm-Schritten und bei einer Integrationszeit von 0,5 sec bei
Raumtemperatur aufgezeichnet. Die Fluoreszenzspektren wurden mit dem Programm

Origin 9.0G (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA) ausgewertet.

5.6 Datenanalyse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgten durch einen Ein-Weg-ANOVA Test
(Townend, 2002). Dabei gilt: (*) entspricht einer Irrtumswahrscheinlichkeit von <5 %; (**)

entspricht einer Irrtumswahrscheinlichkeit von < 1 % und (***) entspricht einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von < 0,1 %.
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6 Experimente mit Anthracyclin-haltigen Liposomen

Die Wirkstoffabgabe von drei verschiedenen Anthracyclin-haltigen Formulierungen wurde
anhand der Behandlung von adhédrenten MCF-10A und MDAMB-231 Zellen untersucht. Die
Wirkstoffe Aclacinomycin A und Doxorubicin wurden dafiir in fusogene bzw. endozytotische
Liposomen verkapselt oder frei in PBS gelost. Die Fluoreszenzsignale der verschiedenen
Formulierungen wurden am Fluoreszenzspektrometer ermittelt und ihre zelluldre Aufnahme am

cLSM und Durchflusszytometer bestimmt.

6.1 Herstellung der Anthracyclin-haltigen Formulierungen

Zur Herstellung der in Kapitel IVgenutzten fusogenen Liposomen wurden die Komponenten
DOPE/DOTAP/DiICig(7) 1m Verhéltnis 1/1/0,05 (w/w) gemischt und in einer
Gesamtlipidkonzentration von 1 mg/ml in Chloroform gelost. Zur Herstellung der
endozytotischen Liposomen wurde DPPC/Chol/PEG-DOPE/DiICis(7) im Verhéltnis von
9/3/3/0,5 (w/w) gemischt und in einer Konzentration von 1 mg/ml in Chloroform geldst. Den
in Chloroform gelosten Lipiden wurde so viel Aclacinomycin A (ACL) bzw. Doxorubicin
(DXR) beigemischt, dass nach Evaporation des Losemittels und Aufnahme des trockenen
Lipidfilms mit 20 mM HEPES (siehe Kapitel 5.1) eine Liposomensuspension mit 2 mg/ml
Gesamtlipidkonzentration und 0,01-15 uM Anthracyclin resultierte. Zur Herstellung der
Anthracyclin-Puffer-Losungen wurde die identische Menge an Aclacinomycin A bzw.
Doxorubicin und Chloroform gelost, das Losemittel evaporiert und die Wirkstoffe in 20
mM HEPES aufgenommen. Im Anschluss wurden alle hergestellten Formulierungen nach dem
identischen Protokoll fertiggestellt. Nach einer 60-sekiindigen Homogenisierung auf einem
Vortex-Mixer wurden die Formulierungen fiir 20 min bei 4-5°C im Ultraschalbad behandelt.
Vor der Verwendung wurden 10 pl der jeweiligen Suspension im Verhiltnis 1:50 in PBS

verdiinnt und erneut fiir 60 sec auf einem Vortex-Mixer homogenisiert.

6.2 Mikroskopie

Fiir die Analyse im Konfokalmikroskop wurden 20000 MCF-10A bzw. MDAMB-231 Zellen
einen Tag vor den Experimenten auf mit Fibronektin beschichteten Glasbodenschalen ausgesit.
Zur Behandlung der adhirenten Zellen wurde das Kulturmedium abgenommen und durch
500 ul der jeweiligen Anthracyclin-haltigen Formulierung ersetzt. Die Applikation erfolgte fiir
10 min im auf 37°C geheizten Inkubator des Konfokalmikroskops. AnschlieBend wurden
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nicht-fusionierte Liposomen mit PBS von der Probe gewaschen und die Glasbodenschalen mit
vorgewdarmten Wachstumsmedium des jeweiligen Zelltyps aufgefiillt. Die Aufnahme der
Anthracycline wurde sowohl wiéhrend als auch nach der zehnminiitigen Behandlung
mikroskopiert. Die Proben wurden mit dem in Kapitel 5.3 beschriebenen inversen konfokalen
Mikroskop (cLSM 710 von Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, D) analysiert. Die Anregung
von DilCig(7) erfolgte bei Aex = 633 nm und seine Emission wurde durch einen Langpass-Filter
oberhalb von 665 nm detektiert. Die Anregung der beiden Anthracycline Aclacinomycin A und
Doxorubicin folgte bei Agx = 488 nm und ihr Emissionssignal wurde mit einem Bandpass-Filter
zwischen 493 nm und 594 nm erfasst. Fiir die Aufnahmen wurde ein EC Plan-Neofluar 40x/1.30
Ol-Objektiv mit Phasenkontrast (Ph3, Carl Zeiss) benutzt.

6.3 Durchflusszytometrie

Zur Behandlung der MCF-10A bzw. MDAMB-231 Zellen fiir die Analyse im
Durchflusszytometer wurden 100000 Zellen einen Tag vor den Experimenten auf mit
Fibronektin beschichteten (BD Biosciences) Glasbodenschalen ausgesit. Die verschiedenen
Formulierungen wurden fiir 10 min mit Zellen bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Im
Anschluss wurde die Liposomensuspension abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit auf 37°C
vorgewdrmten PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA (0,25%, Thermo
Fisher Scientific) geerntet und in 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefile iiberfiihrt. Die Zellen
wurden abzentrifugiert (4 min, 300xg) und in frischem Kulturmedium aufgenommen. Die
Zellzahl jeder Probe wurde mit dem Zellzdhl-Gerédt Moxi Z (Orflo Technologies, Ketchum, ID,
USA) bestimmt. Von jeder Probe wurden dreimal 10000 Zellen in 96-Well Platten ausgesiit.
MCF-10A Zellen wurden fiir 72 h und MDAMB-231 Zellen fiir 96 h kultiviert bevor die Proben

fiir die Messung im Durchflusszytometer hergestellt wurden.

Zur Bestimmung der Zellzahl jeder Probe wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen
durch 50 pl Trypsin-EDTA in Suspension gebracht. Nach 5-8 min wurde 50 pl frisches Medium
des jeweiligen Zelltyps zugegeben und die Zellen durch Auf- und Abpipettieren vereinzelt. Fiir
Ermittlung der ICso-Werte von verschiedenen Behandlungsmethoden wurden die
Zellsuspensionen mit Medium auf 200 pl aufgefiillt und im Durchflusszytometer analysiert.
Die Population intakter Zellen wurde im Vorwirts- und Seitwértsstreulicht identifiziert und die

Zellzahlen zur Bestimmung der ICso-Werte innerhalb dieser Region bestimmit.
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Zur Firbung der Zellen mit dem Guava Nexin Assay (Merck Millipore, Darmstadt, D) wurden
die Proben mit 100 ul Firbereagenz aufgefiillt und fiir 30 min inkubiert. Die Féarbung der
behandelten Zellen wurde im roten Kanal (Agm = 690/50 nm) und im gelben Kanal
(AEm = 583/26 nm) detektiert. Die Bestimmung der definierten Regionen von vitalen,
frithapoptotischen und toten Zellen ist im Kapitel IV.2.4 beschrieben. Die graphische
Darstellung der Daten in Streudiagrammen wurde mithilfe des Programms FCS Express

(De Novo Software) angefertigt.

6.4 Fluoreszenzspektroskopie

Die  Fluoreszenzspektren  der  Anthracyclin-haltigen = Liposomen  wurden im
Fluoreszenspektrometer (Fluorolog-3, HORIBA Jobin Yvon) detektiert. Wie fiir die
Behandlung wurden 10 pl der Liposomen-Suspension im Verhiltnis 1:50 in PBS verdiinnt und
anschliefend auf einem Vortex-Mixer homogenisiert. Die Emissionsspektren wurden bei
Raumtemperatur mit zwei verschiedenen Einstellungen detektiert. Erstens wurde die Proben
bei einer Wellenlidnge von Agx = 488 nm (Spaltbreite 3 nm) angeregt und die Emission von
Aem = 510-900 nm (Spaltbreite 4 nm) aufgezeichnet. Zweitens wurde die Probe bei einer
Wellenldnge von Agx = 633 nm (Spaltbreite 3 nm) angeregt und das Emissionsspektrum von
AEm = 700-900 nm (Spaltbreite 4 nm) detektiert. Die Fluoreszenzspektren wurden mit dem

Programm Origin 9.0G (OriginLab Corp.) ausgewertet.
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6.5 Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso)

Zur Untersuchung der zytotoxischen Effekte von Doxorubicin und Aclacinomycin A wurden
ihre mittleren inhibitorischen Konzentrationen (ICsg) anhand von MDAMB-231 und MCF-10A
bestimmt. Dabei wurden die verschiedenen Formulierungen von frei in PBS gelostem Wirkstoff
mit in endozytotischen und fusogenen Liposomen verkapseltem Wirkstoff verglichen.
Adhirente Zellen wurden mit Formulierungen mit aufsteigender (0,01-15 uM) Konzentrationen
des jeweiligen Anthracyclins behandelt und wie in 6.3 beschrieben zur Analyse im
Durchflusszytometer vorbereitet. Zur Bestimmung der ICso-Werte wurde die Anzahl intakter
Zellen nach 72 h (MCF-10A) bzw. 96 h (MDAMB-231) erfasst. Die Aktivitit der eingesetzten

Konzentration des Wirkstoffs ergab sich aus dem Vergleich mit unbehandelten Zellen.

Zellzahl nach Behandlung mit Wirkstof fkonzentration X

AktivitatY =1 —
tvita Zellzahl der Negativkontrolle

Zur Ermittlung der 1Cso-Werte wurde die eingesetzte Wirkstoffkonzentration X gegen die
Aktivitdt Y aufgetragen. Die untere Asymptote der sigmoidalen Anpassungskurve (vgl.
Abb. I1.5) wurde anhand der Negativkontrolle bestimmt. Die absolute Maximalaktivitit
beschreibt eine Probe, die nach Behandlung und Inkubation keine Zellen mehr aufweist. Die
obere Asymptote der Ausgleichskurve beschreibt die Maximalaktivitit der eingesetzten
Formulierung bzw. Konzentration und liegt fiir Doxorubicin und Aclacinomycin A unterhalb
der absoluten Maximalaktivitdt. D.h. auch nach Behandlung mit der hochsten eingesetzten

Konzentration wuchsen noch Zellen in der Probe (Sebaugh, 2011).
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Aktivitat

Ausgleichskurve

Absolute Maximalaktivitét
Maximalaktivitat der Testsubstanz
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Halbmaximale Aktivitit und
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Halbmaximale Aktivitat der
Testsubstanz und relative 1C5qg
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Abb. ILS: Ermittlung der mittleren inhibitorischen Konzentration (ICso) und der
Maximalaktivitdt der beprobten Testsubstanz. Der Graph zeigt exemplarisch die Daten
einer Messreihe von MDAMB-231 Zellen, welche mit Doxorubicin-beladenen,
fusogenen Liposomen behandelt wurden. Abgebildet sind die Mittelwerte einer dreifach

angesetzten Behandlungsreihe.

In einer Messung wurden zu jeder Konzentration drei Ansitze ausgezihlt. Zur Definition der

halbmaximalen Antwort der eingesetzten Formulierung wurden die Daten der drei Ansitze

gemittelt und mithilfe einer vierparametrigen Ausgleichskurve gefittet.

yo—2-4 .
14 (X/c)P

d

Die Ausgleichskurve beschreibt den sigmoidalen Verlauf der Aktivitit ¥ nach Behandlung mit
aufsteigender Wirkstoffkonzentration X. Die untere Asymptote a beschreibt die Antwort
unbehandelter Zellen, die obere Asymptote d die Maximalantwort der eingesetzten
Formulierung. Die Steigung des linearen Teils der Kurve wird durch den Steigungsfaktor b

reprasentiert. Der Parameter ¢ ist die Konzentration zur Zellantwort auf halber Strecke
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zwischen a und d und somit die relative halbmaximale Aktivitit (ICso) der jeweiligen

Testsubstanz und Formulierung.
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UNTERSCHEIDUNG DER ZELLULAREN AUFNAHMEWEGE VON LIPOSOMEN

III. ETABLIERUNG EINER METHODE ZUR
UNTERSCHEIDUNG DER ZELLULAREN
AUFNAHMEWEGE VON LIPOSOMEN

1 Einleitung

1.1 Liposomen als Wirkstofftriger

Nanopartikulidre Systeme (NPS) werden eingesetzt, um Nukleinsduren oder pharmakologische
Wirkstoffe effizient in Zellen einzuschleusen. Neben Liposomen gehoren zum Beispiel Lipid-
basierte Nanokapseln (Nasr und Abdel-Hamid, 2015; Gregoriadis, 2007), Polymersomen
(Hudecz et al., 1999; Grillaud et al., 2014), oberflichenkonjugierte Nanopartikel (Pourcelle et
al., 2015; Stella et al., 2000), Lipoplexe und Polyplexe (Tros de Ilarduya et al., 2010) sowie
Nanoemulsionen und Nanosuspensionen (Jaiswal et al., 2015) zu den entwickelten Systemen.
Zur erfolgreichen Abgabe der transportierten Inhalte miissen Nanopartikel zundchst ihre
Zielzellen erreichen und ihre Inhalte durch die Plasmamembran (PM) ins Zytosol geschleust
werden. Meist erfolgt die zellulire Aufnahme auf dem Weg der Endozytose. Um an die
vorgesehenen Strukturen binden zu konnen, miissen die transportierten Inhalte anschliefend
aus den Endosomen freigesetzt werden, ohne ihre Funktionalitit zu verlieren (Gilleron et al.,
2013). Transportsysteme wie Viren, mit Fusionsproteinen konjugierte NPS (Levchenko et al.,
2003; Kakudo et al., 2004; Herringson und Altin, 2011) und fusogene Liposomen (Csiszar et
al., 2010; Kleusch et al., 2012; Naumovska et al., 2014; Kube et al., 2017) werden mittels eines
anderen Mechanismus von behandelten Zellen aufgenommen. Die transportierten Inhalte
werden durch Fusion mit der PM direkt ins Zytosol der Zelle ausgeschiittet. Die Notwendigkeit

der endosomalen Freisetzung wird somit umgangen.

Wie effizient und iiber welche Route die jeweiligen NPS ins Zellinnere geschleust werden, ist
entscheidend fiir die Wirksamkeit der gewihlten Formulierung. Zur Neu- und
Weiterentwicklung von NPS ist die Bestimmung und Quantifizierung der genutzten

Aufnahmewege also von gro3em Interesse.

35



UNTERSCHEIDUNG DER ZELLULAREN AUFNAHMEWEGE VON LIPOSOMEN

1.2 Emission von fluoreszenzmarkierten Liposomen nach zelluliirer Aufnahme

Die von Csiszar et al. (2010) etablierten fusogenen Liposomen beinhalten einen
membranstidndigen Fluoreszenzfarbstoff, welcher nach Fusion mit einer Zelle verteilt in deren
PM vorliegt. Die homogene Fiarbung der PM ist im Konfokalmikroskop (engl. confocal laser
scanning microscope, cLSM) detektierbar und unterscheidet sich deutlich vom punktférmigen
Signal endozytotisch aufgenommener Liposomen. Die Analyse im Durchflusszytometer
bestimmt fiir jede gemessene Zelle nur die Intensitit eines interkalierten Farbstoffs. Die
subzelluldare Lokalisation dieses Farbstoffs kann dabei nicht bestimmt werden, eine Aufnahme

von endozytotischen und fusogenen Liposomen kann also meist nicht unterschieden werden.

Die Fusion zweier Membranen kann durch Einmischen eines Fluoreszenzfarbstoffs von der
einen in die andere Membran nachgewiesen werden. Hiaufig werden zwei Farbstoffe verwendet,
zwischen denen ein Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET) stattfinden kann. Ein solches
FRET-Paar besteht aus einem Donor- und einem Akzeptor-Molekiil, welche gemeinsam in die
Liposomenmembran eingebaut werden. Durch ihre hohe lokale Konzentration kommt es zu
einer verminderten Fluoreszenzsignalintensitit des Donor- und einer erhohten Intensitit des
Akzeptor-Molekiils. Durch Fusion mit einer zweiten, ungefirbten Membran kommt es zur
lokalen Verdiinnung der Fluorophore. Die verminderte Interaktion von Donor und Akzeptor
des FRET-Paares fiihrt dazu, dass die Signalintensitit des Donors steigt (Dequenching) (Struck
et al., 1981; Weber et al., 1998) wihrend die Intensitdt des Akzeptors sinkt. Dieser Effekt

konnte auch zur Analyse im Durchflusszytometer verwendet werden.

Ein vergleichbares Nachweissystem konnte auch durch Fluorophore realisiert werden, welche
ein konzentrationsabhiingiges Emissionsverhalten aufweisen. Fluorophore wie Pyren oder
BODIPY FL konnen bei ausreichender lokaler Konzentration ein Dimer im angeregten Zustand
bilden. Im Vergleich zu Pyren reagiert BODIPY FL weniger sensitiv auf Polaritit oder pH-
Wert des umgebenden Mediums (Johnson et al., 1991) und ist fiir Zellen besser vertrédglich. Ein
BODIPY FL-Dimer wird bei einer ausreichend hohen lokalen Konzentration gebildet und hat
neben dem Hauptmaximum des Monomers bei Aem = 515 nm ein zweites Emissionsmaximum
bei Aem = 625 nm. Dieses Fluoreszenzverhalten wurde in der zellbiologischen Untersuchungen
unter anderem dazu genutzt, die Internalisierung von exogen zugegebenem BODIPY FL in
Endosomen nachzuweisen (Chen et al., 1997). Es tritt unabhingig davon auf, ob BODIPY FL

in Modellmembranen oder Endosomen vorliegt (Pagano et al., 1999).
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1.3 Modell zur Unterscheidung der Aufnahmemechanismen Fusion und Endozytose

Die vorliegende Methode zur Unterscheidung der liposomalen Aufnahmewege durch
Endozytose und Fusion erfolgte durch Analyse im Durchflusszytometer. Die
Fluoreszenzeigenschaften der eingesetzten Vesikel wurden durch Messung im
Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Zudem wurde der Aufnahmeweg der beiden
Formulierungen im cLSM untersucht. Der dem Assay zugrunde liegende Mechanismus ist in

Abb. III.1, A schematisch dargestellt.

A

Endozytose Fusion
o O
o OO

60\ /0 %

BODIPY Monomer, Emission im griinen Spektralbereich

% BODIPY Dimer, Emission im roten Spektralbereich

Lipidanker BODIPY FL

Abb. IIL1: A: Schematische Darstellung der zwei verschiedenen zelluldren
Aufnahmemechanismen Endozytose und Fusion. Auf welchem Weg die Liposomen von
der Zelle aufgenommen werden, ist abhéngig von ihrer Lipidzusammensetzung. Anhand
der Fluoreszenzemission von BODIPY FL-DHPE konnen die Wege voneinander
unterschieden werden. B: Strukturformel von BODIPY FL-DHPE. Verindert nach
Braun et al. (2016).

Kationische Liposomen werden mit einem definierten Anteil durch BODIPY FL markiertem

1,2-Dihexadecanoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamin  (BODIPY FL-DHPE) pripariert
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(Abb. III.1, B). Die konzentrationsabhiingigen Fluoreszenzeigenschaften von BODIPY FL
dienen zur Verfolgung der Molekiile innerhalb der Zellen. Bei der Applikation fusogener
Liposomen kommt es zur Einmischung des Fluorophors in die PM der Zellen. Die
einhergehende lokale Verdinnung von BODIPY FL-DHPE fiihrt zu einem starken
Fluoreszenzsignal im griinen Spektralbereich (Imax bei Aem = 525 nm). Diese charakteristische
Emission tritt auf, wenn die BODIPY FL-Molekiile als Monomere vorliegen. Werden die
Liposomen durch Endozytose internalisiert, bleiben die liposomalen Membranbestandteile und
damit die lokale Konzentration des eingebrachten Fluorophors unverindert. In der Dimer-
Konfiguration zeigt BODIPY FL ein zweites Emissionsmaximum bei Agm = 630 nm. Der
Quotient von Dimer- zu Monomer-Signal (Ipime/IMonomer) kann im Durchflusszytometer

bestimmt werden und wird zur Unterscheidung der Aufnahmemechanismen herangezogen.
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2 Ergebnisse

Abhingig von ihrer Zusammensetzung werden Liposomen durch unterschiedliche
Mechanismen von behandelten Zellen aufgenommen. Im Folgenden wurden adhédrente CHO-
K1 Zellen mit endozytotischen und fusogenen Liposomen behandelt. Beide Liposomentypen
enthielten dieselben Mengen des Fluoreszenzfarbstoffs BODIPY FL-DHPE. Nach einer
zehnminiitigen Behandlung wurde die subzelluldre Verteilung des fluoreszenten Lipidanalogs
innerhalb der Zellen mittels cLSM und Durchflusszytometrie detektiert um die

Aufnahmemechanismen Endozytose und Fusion zu unterscheiden.

2.1 Mikroskopische Unterscheidung der Fluoreszenzsignale von Endozytose und

Fusion

Die unterschiedliche subzellulidre Verteilung des Fluoreszenzsignals von BODIPY FL-DHPE
nach Behandlung von CHO-K1 Zellen mit endozytotischen und fusogenen Liposomen wurde
am cLSM analysiert. Zur Herstellung der kationischen, endozytotischen Liposomen wurden
1,2-Dimyristoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholin (DMPC) und 1,2-Dioleoyl-3-
Trimethylammonium-Propan (DOTAP) in dquimolaren Mengen eingesetzt. Zudem wurde den
Lipiden 5 mol% BODIPY FL-DHPE beigemischt. Adhdrente CHO-K1 Zellen wurden fiir

10 min mit den Liposomen inkubiert.
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Endozytose Fusion

mid FLAE S VR A

w "

Abb. IIL.2: Fluoreszenzsignalverteilung nach Endozytose bzw. Fusion. Adhdrente CHO-K1
Zellen wurden fiir 10 min mit endozytotischen (A) oder fusogenen Liposomen (B)
behandelt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigen die Uberlagerung von
Signalen im roten und griinen Spektralbereich sowie das dazugehorige
Phasenkontrastbild. Die lateralen Ansichten der Zellen (z) wurden durch Stapeln
iibereinanderliegender Ebenen zusammengesetzt. Maf3stab = 20 um.

Nach einer 10-miniitigen Inkubationszeit wurden die eingebrachten Liposomen als
punktférmige Signale innerhalb der Zellen und auf der umliegenden, zellfreien Glasoberflidche
verteilt detektiert (Abb. IIL.2, A). Durch Ubereinanderlegen mehrerer konfokaler Schnitte
wurde eine dreidimensionale Darstellung der Zellen zusammengesetzt (z-stack), wodurch eine
vollstindige endosomale Aufnahme einiger Liposomen in das Zytosol sichtbar wurde. Die
Liposomen zeigten vergleichbar hohe Signalintensitdten im roten und griinen Spektralbereich
und erschienen daher gelb. Sowohl die umliegenden als auch die internalisierten Liposomen

enthielten somit eine hohe Konzentration an BODIPY FL-DHPE.

Durch eine verinderte Lipidzusammensetzung der Liposomen, nimlich durch Austausch von
DMPC durch 1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-Phosphatidylethanolamin (DOPE), konnte ein
verdnderter Aufnahmemechanismus beobachtet werden. Die liposomale Membran vermischte
sich bei Kontakt mit CHO Zellen mit deren PM.. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen

zeigten eine fiir Fusion charakteristische, homogene, griine Farbung der PM aller Zellen. In der
40



UNTERSCHEIDUNG DER ZELLULAREN AUFNAHMEWEGE VON LIPOSOMEN

lateralen Ansicht der z-stacks zeigte sich diese Fiarbung auch in der substratnahen PM an der
Unterseite der Zellen (Abb. 111.4, B). In zellfreien Bereichen war das punktférmige Signal von
nicht-fusionierten Liposomen sichtbar. Fiir nicht-fusionierte Liposomen konnte eine

vergleichbare Signalstirke im griinen und roten Kanal ausgemacht werden.

2.2  Analyse der endozytotischen und fusogenen Liposomen im

Fluoreszenzspektrometer

Die Fluoreszenzeigenschaften von lipophilen Fluorophoren konnen durch die umliegende
Lipidmembran beeinflusst werden. Die Mehrheit der BODIPY-Konjugate ist insensitiv
gegeniiber der Polaritdt des Losemittels. In einzelnen Fillen ist jedoch eine Sensitivitit des
Fluorophors beschrieben (Isaksson et al., 2003). Um auszuschieBen, dass die im
Durchflusszytometer detektierten Unterschiede fiir Fusion und Endozytose nicht von den
Lipidzusammensetzungen der verschiedenen Liposomentypen beeinflusst wurden, erfolgte
eine Analyse der Emissionsspektren von fusogenen und endozytotischen Liposomen mittels

Fluoreszenzspektroskopie (Abb. I11.3).
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Abb. IIL3: Charakterisierung der Fluoreszenzeigenschaften von endozytotischen und
fusogenen Liposomen. A: Emissionsspektren beider Liposomentypen mit BODIPY-FL
DHPE Konzentrationen zwischen 2 und 5 mol%. Die Anregung erfolgte bei Aex = 488
nm. B: Quotienten (Ipimer/IMonomer) der Fluoreszenzintensitdten von BODIPY FL-DHPE
in fusogenen (=) und endozytostischen (®) Liposomen bei Agm = 620 nm (Dimer-Signal)
und Agm = 515 nm (Monomer-Signal). Die linearen Regressionsgeraden beider
Messreihen waren signifikant gleich (p < 0,05).

Bei einer liposomalen BODIPY FL-DHPE-Konzentration > 2 mol% trat in fusogenen und
endozytotischen Liposomen ein Emissionsmaximum bei Aem = 515 nm (Monomer) und ein
zweites Maximum bei Agm = 630 nm (Dimer) auf. Bei gleicher BODIPY FL-DHPE-

Konzentration riefen die verschiedenen Lipidzusammensetzungen von endozytotischen und
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fusogenen Liposomen keine signifikanten Verdnderungen der gemessenen Emissionsspektren

hervor (Abb. II1.3).

Die im Fluoreszenzspektrometer gemessenen Intensititen bei Aem = 515 nm (Monomer) und
Aem= 630 nm (Dimer) dienten, wie in den durchflusszytometrischen Analysen, zur Bestimmung
des Quotienten (Ipime/Imonomer). Die Regressionsgeraden der Messpunkte fiir fusogene bzw.
endozytotische Liposomen zeigten Steigungen von 0,015/mol% bzw. 0,023/mol%. Statistische

Analysen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Geraden.

Die konzentrationsabhédngigen Fluoreszenzintensititen beider Formulierungen glichen den
Quotienten (Ipimer/Imonomer) von mit endozytotischen Liposomen behandelten CHO-K1 Zellen

(siehe Abb. IIL.5).

2.3 Unterscheidung der Fluoreszenzsignale von Endozytose und Fusion im

Durchflusszytometer

Durch die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde dokumentiert, dass die Behandlung mit
endozytotischen und fusogenen Liposomen zu einer unterschiedlichen Verteilung des
fluoreszenten Lipidanalogs BODIPY FL-DHPE innerhalb der Zellen fiihrte. Um die
internalisierten Liposomen aller Zellen zu detektieren, wurden sie nach der 10-miniitigen
Behandlung in Suspension gebracht und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die
Population intakter Zellen wurde durch die Signale im Seitwirts- und Vorwirtsstreulicht
identifiziert, wodurch die Fluoreszenzsignale nicht-internalisierter Liposomen fiir die spitere
Auswertung eliminiert wurden. Die Detektoren des roten (Agm = 665-715 nm, Dimersignal) und
griinen Fluoreszenzkanals (Aem = 510-540 nm, Monomer-Signal) wurden anhand unbehandelter
CHO-K1 Zellen so eingestellt, dass der Median der gemessenen Fluoreszenzintensitdten in
einem Verhiltnis von 1:1 vorlag (Abb. II1.4, C, Durchflusszytometrie). Diese Voreinstellungen
wurden zur Analyse der behandelten Zellen beibehalten, sie waren zelltypabhingig und wurden

fiir CHO-, MEF-, HELA- und HEK-n Zellen (Tabelle I1I.1) individuell vorgenommen.
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Abb. II1.4: Charakteristische Fluoreszenzsignale von Endozytose und Fusion. CHO-K1 Zellen
wurden mit endozytotischen (A) und fusogenen (B) Liposomen behandelt, welche die
selben Mengen des fluoreszenzmarkierten Lipids BODIPY-FL DHPE enthielten. Die
Detektion der Signalintensititen erfolgte mithilfe von Fluoreszenzmikrospie und
Durchflusszytometrie. Als Referenz dienten unbehandelte CHO-K1 Zellen (C). Die
mikroskopischen Aufnahmen zeigen die Uberlagerung von Monomer- (griin) und
Dimer-Signal (rot). Kolokalisation beider Signale ist durch gelbe Fiarbung dargestellt.
Die Zellumrandungen wurden anhand des jeweiligen Phasenkontrasbildes ermittelt und
als weille Linie nachtrédglich eingezeichnet (Mafstab = 20 pm). Nach 10-miniitiger
Behandlung wurden die Zellen in Suspension gebracht und im Durchflusszytometer
analysiert. In den Streudiagrammen sind die Intensitétsverteilungen von griiner und roter
Fluoreszenz aller gemessener Zellen gegeneinander aufgetragen. Die definierten
Regionen fiir ,, Endozytose* und ,,Fusion* wurden anhand der Position der detektierten
Populationen festgelegt. Die Histogramme zeigen die Intensitétsverteilungen von griiner
und roter Fluoreszenz aller gemessenen Zellen. Der eingezeichnete Median der
Verteilungen diente zur Ermittlung des Quotienten (Ipimer/Inonomer).
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Die in Abb. 114 abgebildeten cLSM-Aufnahmen zeigen die Uberlagerung von griinem und
rotem Kanal, das detektierte Fluoreszenzsignal indizierte ein niedrige (griin, Monomer-Signal)

bzw. hohe (rot, Dimersignal) lokale Konzentration von BODIPY FL-DHPE.

Die Analyse von mit endozytotischen Liposomen behandelten CHO-K1 Zellen im
Durchflusszytometer ergaben vergleichbar hohe Signalintensititen im roten und griinen
Detektionskanal (Abb. IIL.4, A). Ein Grofiteil der gemessenen Zellen bildeten im
Streudiagramm eine homogene Population, anhand welcher die definierte Region
,»Endozytose* festgelegt wurde (Abb. III.4, A). Die im Durchflusszytometer detektierten
Mediane der Signalstirken bei Agm = 665-715 nm (Dimersignal) und Agm = 510-540 nm
(Monomer-Signal) dienten der Bestimmung des Quotienten (Ipimer/IMonomer). Das
Fluoreszenzsignal ~war charakteristisch fiir die endozytotische Aufnahme der

fluoreszenzmarkierten Liposomen.

Der durch die verdnderte Lipidzusammensetzung der fusogenen Liposomen ausgeloste,
verdnderte Aufnahmemechanismus konnte sowohl im Fluoreszenzmikroskop, als auch im
Durchflusszytometer beobachtet werden. Die liposomale Membran vermischte sich bei Kontakt
mit der PM von CHO-K1 Zellen. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten eine fiir
Fusion charakteristische, homogene, griine Firbung der PM aller Zellen. In zellfreien Bereichen
war das punktformige Signal von nicht-fusionierten Liposomen sichtbar. Fiir nicht-fusionierte
Liposomen konnte eine vergleichbare Signalstirke im griinen und roten Kanal detektiert

werden (Abb. 1I1.2, B; Abb. 111.4, B).

Die mit fusogenen Liposomen behandelten Zellen wurden trypsiniert und mit unverinderten
Detektionsparametern im Durchflusszytometer analysiert. Im Punktdiagramm zeigte sich die
Mehrheit der Zellen als eine homogene Population mit einer, im Vergleich zu mit
endozytotischen Liposomen behandelten Zellen, leicht verringerten roten und deutlich erhthten
griinen Signalintensitdt. Anhand der Position dieser Population im Punktdiagramm wurde die
definierte Region ,,Fusion® festgelegt (Abb. 1I1.4, A). Der ermittelte Quotient (Ipimer/IMonomer)
war fiir Zellen innerhalb der Region ,,Fusion® somit kleiner als fiir Zellen innerhalb der Region

»Endozytose* (vgl. Abb. IILS).
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2.4 Konzentrationsabhingigkeit der Fluoreszenzsignaturen von endozytotischen und

fusogenen Liposomen nach Aufnahme durch CHO-K1 Zellen

Um zu ermitteln, ob der Aufnahmemechanismus der Liposomen in Abhidngigkeit der
Konzentration des eingesetzten Fluorophors steht, wurden beide Liposomentypen mit
BODIPY FL-DHPE-Fraktionen zwischen 1 und 5 mol% pripariert. Nach Behandlung der
CHO-K1 Zellen wurden die ausgeldsten Fluoreszenzsignale wie in Kapitel 2.3 beschrieben im
Durchflusszytometer analysiert. Bei endozytotischer Aufnahme der Liposomen lag der
Quotient (Ipimer/Imonomer) fiir alle Konzentrationen oberhalb von 0,05 und wuchs mit steigender
BODIPY FL-DHPE-Konzentration (Abb. IIL.5). Die Messpunkte zwischen 2 mol% und
5 mol% konnten durch eine lineare Regressionsgerade mit einem Y-Achsenabschnitt von 0,01
und der Steigung von 0,028/mol% interpoliert werden. Wurde der Fluorophor durch Fusion in
die PM der CHO-K1 Zellen interkaliert, blieb der Quotient unabhéngig von der eingesetzten
Konzentration bei etwa 0,02. Die dazugehorige Regressionsgerade wies eine leichte Steigung

von 0,003/mol% auf.

Zwischen 2 mol% und 5 mol% konnten die Aufnahmemechanismen Fusion und Endozytose
anhand des Quotienten (Ipime/Imonomer) signifikant voneinander unterschieden werden

(p<0,01).

46



UNTERSCHEIDUNG DER ZELLULAREN AUFNAHMEWEGE VON LIPOSOMEN

0’2 7 : Fusion
1 @® Endozytose
:
@ |
e I
o
c I
o |
= I
<_ 0,11 .
(IEJ 1
1
e | ®
- |
16
| e e o e e e e e e e e e e e e
I I =
< I B = = =
: E =
010 1 . I 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6

BODIPY-FL DHPE [mol%]

Abb. IILS: Quotienten der Fluoreszenzintensititen bei 690/50 nm (Dimersignal) und
525/30 nm (Monomer-Signal) von BODIPY-FL-DHPE in CHO-KI1 Zellen. Der
Fluoreszenzfarbstoff wurde mittels fusogener (=) und endozytostischer (®) Liposomen
in die Zellen eingebracht. Der Median der Fluoreszenzintensititen beider Kanile wurde
mittels Durchflusszytometrie detektiert. Die Regressionsgeraden der Messpunkte
unterschieden sich oberhalb von 2 mol% (blaue Linie) signifikant (p < 0,01).

2.5 Stoffwechselabhéingigkeit von plasmamembranstindigem BODIPY FL-DHPE

Die PM von Zellen unterliegt einem permanenten Austausch der membranbildenden Lipide.
Der auftretende Lipidtransport von der PM ins Zellinnere beeinflusst auch die Verteilung von
BODIPY FL-DHPE innerhalb der mit Liposomen behandelten Zellen. Um den Einfluss dieses
Transportes zu untersuchen wurde der Fluoreszenzfarbstoff mittels fusogener Liposomen in die
PM adhirenter CHO-K1 Zellen interkaliert. Die Verdnderungen der Dimer- und Monomer-
Signalintensitit wurden nach 3 h und 5 h mittels cLSM und Durchflusszytometrie dokumentiert

(Abb. TIL6).
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II1.6: Zeitabhingige Lokalisation des Fluoreszenzsignals von BODIPY FL-DHPE in
CHO-K1 Zellen. BODIPY FL-DHPE wurde mittels fusogener Liposomen in die
Plasmembran von CHO-K1 Zellen interkaliert (t = 0 h). Der zeitliche Verlauf der griinen
(Monomer-Signal) und roten Fluoreszenz (Dimersignal) von BODIPY FL-DHPE wurde
mittels Fluoreszenzmikroskopie und Duchflusszytometrie dokumentiert. In der obersten
Zeile werden die Uberlagerungen der beiden Fluoreszenzkanile abgebildet, darunter das
Phasenkontrastbild des jeweiligen Bildausschnitts. Maf3stab = 50 um. Die Dichteplots
der unteren Zeile zeigen die zeitliche Entwicklung des BODIPY FL-DHPE-Signals in
CHO-K1 Zellen nach identischer Behandlung nach Analyse im Durchflusszytometer.

Im Anschluss an die Behandlung mit fusogenen Liposomen war die PM der CHO-K1 Zellen

durch das

Monomer-Signal von BODIPY FL-DHPE homogen griin gefdrbt. Die

durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen zeigte eine homogene Population mit starker

griiner Fluoreszenz in der als ,,Fusion* definierten Region (Abb. IIL.6, t = 0 h).

Die cLSM-Aufnahmen von fusionierten Zellen nach dreistiindiger Inkubation wiesen ein

deutlich vermindertes Fluoreszenzsignal in der PM auf, gleichzeitig konnte ein Auftreten von
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zytosolischem BODIPY FL-DHPE-Signal verzeichnet werden. Im Streudiagramm der
durchflusszytometrischen Daten bewirkte die sinkende Intensitéit der grilnen Fluoreszenz die
Verschiebung einer Teilpopulation in die mit ,,Endozytose bezeichneten Region (Abb. II1.6,
t =3 h). Dieser Trend setzte sich nach fiinfstiindiger Inkubation fort. Im cLSM konnte nur noch
vereinzelt griines Fluoreszenzsignal detektiert werden. Die Population der gemessenen Zellen

befand sich nach 5 h gréBtenteils in der Region ,,Endozytose (Abb. II1.6, t = 5 h).

2.6 Anwendung des Assays auf die Zelltypen MEF, HELA und HEK-n

Um ein breites Anwendungsspektrum der entwickelten Methode nachzuweisen, wurde der
Assay auf weitere Zelltypen angewandt. Dafiir wurden Zelllinien von embryonalen
Mausfibroblasten (MEF) und humanen Epithelzellen eines Zervix-Karzinoms (HELA) sowie
primére epidermale Keratinozyten (HEK-n) mit fusogenen und endozytotischen Liposomen
behandelt. Beide Liposomentypen enthielten 5 mol% BODIPY FL-DHPE. Die Analyse der
Zellen erfolgte mit der in Kapitel 2.3 fiir CHO-K1 Zellen vorgestellten Methode.

Tabelle II1.1: Quotienten (Ipimer/Ipionomer) von BODIPY FL-DHPE nach Einbau durch fusogene
und endozytotische Liposomen in verschiedene Zelltypen. Gezeigt werden die
Mittelwerte X und die Standartabweichung ox von mindestens drei unabhingigen

Experimenten.
Dimer/Monomer
Fusion Endozytose
Zelltyp X Ox X Ox
MEF 0,08 + 0,01 0,60 E= 0,34
HELA 0,21 + 0,06 0,44 - 0,16
HEK-n 0,15 - - 0,02 0,46 * 0,19

Die absoluten  Messwerte unterlagen  zelltypabhingigen = Schwankungen. Die
Aufnahmemechanismen Fusion und Endozytose konnten jedoch fiir alle drei Zelltypen

voneinander unterschieden werden (siehe Tabelle I11.1).
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3 Diskussion

Um die Effizienz von Liposomen und anderen nanopartikuliren Systemen (NPS) als
Wirkstofftrager zu verbessern, ist das Verstdndnis ihrer Aufnahmemechanismen von gro3em
wissenschaftlichem Interesse. Meist gelangen die NPS durch Endozytose ins Zellinnere, wo der
Wirkstoff aus endosomalen Einschliissen freigesetzt werden muss um die vorgesehenen
Bindungspartner zu erreichen (Gilleron et al., 2013; Straubinger et al., 1983). Durch die
Entwicklung oberflichenmodifizierter Liposomen, welche ihren Inhalt nach Verschmelzung
mit der PM der Zielzelle direkt ins Zytosol ausschiitten, kann die vergleichsweise langsame und
weniger effiziente zelluldre Aufnahme durch Endozytose umgangen werden (Levchenko et al.,
2003; Kakudo et al., 2004). Zur Untersuchung dieser beiden Aufnahmemechanismen werden
verschiedene Ansitze verfolgt. Meist werden Fluorophore direkt in die Liposomenmembran
interkaliert oder an die Membran gekoppelt um ihre Verteilung vor, wihrend und nach der
zelluldren Aufnahme zu dokumentieren (Plajnsek et al., 2011; Jacquart et al., 2013; Maier et
al., 2002). Das hier vorgestellte Verfahren nutzt erstmalig die besonderen
Fluoreszenzeigenschaften von BODIPY FL um die beiden Aufnahmewege voneinander zu
unterscheiden. BODIPY FL weist eine hohe Photostabilitit und Quanteneffizienz auf (Johnson
et al, 1991). AuBlerdem zeigt sein Emissionsspektrum konzentrationsabhéngige
Veridnderungen. Bei niedrigen Konzentrationen liegt der Farbstoff als Monomer vor und hat ein
Fluoreszenzmaximum bei Agm = 515 nm. Durch Dimer-Bildung bei hoheren Konzentrationen
tritt ein zweites Emissionsmaximum bei Aem = 620 nm auf (siehe Abb. II1.3) (Bergstrom et al.,
2002). Wenn dieser Farbstoff an Lipidmolekiile wie 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-
Phosphatidylethanolamin (DHPE) kovalent gebunden ist, bekommt das Molekiil lipophile
Eigenschaften und kann in Liposomen oder Lipidnanopartikeln als fluoreszenter

Membranmarker verwendet werden (Chen et al., 1997).

Die mikroskopische Untersuchung von CHO-K1 Zellen, welche mit endozytotischen
Liposomen der Zusammensetzung DMPC/DOTAP/BODIPY FL-DHPE = 1/1/0,1 (mol/mol)
behandelt wurden, zeigten punktformige Signale innerhalb der Zellen und auf der Oberfldche
des umliegenden Glassubstrates (Abb. IIl.4, A). Die Internalisierung der applizierten
Liposomen bewirkte keine Verdnderung ihres Fluoreszenzsignals. Der beobachtete
Aufnahmemechanismus belegt Erkenntnisse von Kitagawa et al. (2004), welcher die Aufnahme
kationischer Liposomen dem endozytotischem Weg zuschreibt. Die Detektionsparameter

wurden am Mikroskop so gewihlt, dass Monomer- und Dimersignal durch vergleichbar hohe
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Signalintensititen abgebildet wurden. In der Uberlagerung der beiden Kanile zeigten die
Liposomen eine gleichzeitige Emission in beiden Spektralbereichen (gelbe Farbung), was eine
hohe lokale Konzentration des eingesetzten Fluorophors indiziert. Betrachtete man im cLSM
nur eine einzelne Fokusebene, lie3 sich nicht unterscheiden, ob die Liposomen tatsdchlich in
die Zellen aufgenommen wurden oder noch auf3erhalb der Zellen an die PM assoziiert vorlagen.
Durch Ubereinanderlegen mehrerer konfokaler Schnitte konnte eine dreidimensionale
Darstellung der Zellen zusammengesetzt werden, wodurch die Lokalisation einiger Liposomen
innerhalb der Zellen belegt werden konnte (Abb. I11.2). Die Z-Auflosung des cLSMs war fiir
die Bestimmung der Vesikelaufnahme durch Endozytose ausreichend. Die Anzahl untersuchter
Zellen reichte jedoch nicht aus, um den Anteil von oberflichenassoziierten Liposomen
abzuschitzen. Fiir eine prizise Quantifizierung empfiehlt sich der Einsatz eines bildgebenden

Durchflusszytometers (Vranic et al., 2013; Rajan et al., 2015).

Der Austausch des Lipids DMPC durch DOPE bewirkte eine deutliche Veridnderung der
zelluldren Aufnahme der Liposomen. Die Zusammensetzung von Liposomen durch dquimolare
Mengen von DOPE und DOTAP sowie 2-5 mol% eines lipophilen Fluoreszenzfarbstoffs
erlaubt ihre Fusion mit der PM von Zellen (Csiszar et al., 2015; Kleusch et al., 2012; Kube et
al., 2017; Naumovska et al., 2014). Vesikel dieser Zusammensetzung wurden von Csiszar et al.
(2010) als fusogene Liposomen etabliert. Nach Behandlung mit fusogenen Liposomen zeigte
die PM der CHO-K1 Zellen eine homogen griine Firbung, womit die erfolgreiche Fusion
nachgewiesen werden konnte (Abb. IIl.4, B). Durch die komplette Vermischung der
liposomalen Membran mit der PM der adhirenten Zellen kommt es zu einer lokalen
Verdiinnung des interkalierten BODIPY FL-DHPE. Eine Kolokalisation von griiner und roter
Fluoreszenz konnte in der PM nicht beobachtet werden. Folglich lagen die Fluorophormolekiile
in monomerischer Konfiguration vor, wodurch sie keine oder nur schwache Emission im roten

Spektralbereich aufwiesen.

Durch die mikroskopische Analyse der einzelnen Behandlungsmethoden konnten die
verschiedenen Aufnahmemechanismen unterschieden werden. Um Fusion und Endozytose
anhand solcher mikroskopischer Aufnahmen jedoch statistisch auswerten zu konnen, miisste
das Bildmaterial zusitzlich mithilfe eines Bildanalyseprogramms bearbeitet werden, was zeit-
und arbeitsintensiv ist. Die Untersuchung der zelluliren Aufnahmemechanismen im
Durchflusszytometer hingegen erlaubten eine automatisierte, multidimensionale Auswertung

hoher Zellzahlen in sehr kurzer Zeit und somit eine weniger zeitintensive und gleichzeitig
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belastbare Quantifizierung der untersuchten Phdnomena. Vergleichbare Zellzahlen konnen

durch Mikroskopie nicht erreicht werden.

Nachdem CHO-K1 Zellen mit endozytotischen und fusogenen Liposomen mit BODIPY FL-
DHPE-Anteilen zwischen 2 mol% und 5 mol% behandelt wurden, unterschieden sich die
ermittelten Intensitdtsquotienten (Imonomer/Ipimer) Von Endozytose und Fusion signifikant. Bei
einem BODIPY FL-DHPE-Anteil unterhalb von 2 mol% konnen die Aufnahmemechanismen
nicht mehr signifikant voneinander unterschieden werden. Ausschlaggebend dafiir ist die
niedrige Konzentration des Fluorophors, welche schon in Liposomen nicht mehr ausreichte um
ein Dimersignal auszulosen (vgl. Abb. II1.3). Fusogene Liposomen mit BODIPY FL-DHPE-
Konzentrationen oberhalb von 10 mol% beeinflussten die Vitalitit von CHO-K1 Zellen,
weswegen von ihrem Einsatz abzuraten ist. Moglicherweise ist die Obergrenze abhédngig vom

behandelten Zelltyp und muss deshalb fiir andere Zelllinien neu evaluiert werden.

Mit einem Durchmesser unterhalb von 500 nm sind Liposomen in Suspension zu klein um im
Durchflusszytometer analysiert zu werden. Um dennoch auszuschlieen, dass die ermittelten
Quotienten von Fusion und Endozytose nicht durch unterschiedliches Fluoreszenzverhalten von
BODIPY FL-DHPE in den verschiedenen Liposomentypen herriihrt, wurden ihre
Emissionsspektren im Fluoreszenzspektrometer detektiert. Das konzentrationsabhéngige
Verhiltnis von Dimer- zu Monomer-Signal zeigte keine Abhéngigkeit von der eingesetzten
Liposomenformulierung. Die Regressionsgeraden beider Liposomentypen glichen den Werten
von CHO-K1 Zellen, welche mit endozytotischen Liposomen behandelten wurden, was darauf
hindeutet, dass die Liposomen im Anschluss an eine endosomale Aufnahme intakt im

Zellinnern vorlagen.

Die Grundidee des Assays lisst sich vermutlich auch auf andere membranstindige Fluorophore
iibertragen, die wie BODIPY FL eine konzentrationsabhingige Verdnderung ihrer
Emissionsspektren aufweisen. Molekiile wie Pyren (Birks, 1975), Naphtalen- (Banerjee et al.,
2012b; Banerjee et al., 2012a) oder Rhodamin-basierte Fluorophore (Bergstrom et al., 2002)
kommen dafiir in Betracht. Des Weiteren konnten membrangebundene FRET-Paare, wie
Ci16DiO (3) und CigDil (5) (Chen et al., 2008; Lee et al., 2013) zur Unterscheidung der
Aufnahmemechanismen herangezogen werden. Es gilt jedoch zu beachten, dass einige
Fluoreszenzfarbstoffe nur kurz in der PM zuriickgehalten werden und anschliefend in

spezifischen Zellkompartimenten aufkonzentriert vorliegen.
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Die konzentrationsabhédngigen Emissionseigenschaften von BODIPY FL sind unabhéngig vom
Lipidanker des fluoreszenten Farbstoffs (Dahim et al., 2002). Trotzdem eignen sich nicht alle
Konjugate zur Analyse von Fusion und Endozytose, denn ein schneller Transport der Lipide
von der PM in zytosolische Kompartimente verhindert die rechtzeitige Analyse im
Durchflusszytometer. So wird BODIPY FL-C5-Sphingomyelin beispielsweise innerhalb einer
Minute via rezeptorvermittelter Endozytose aus der PM in frithe Endosomen transportiert (Chen
et al., 1997). Dariiber hinaus konnte Kleusch et al. (2012) zeigen, dass mittels fusogener
Liposomen interkaliertes BODIPY FL-Sphingomyelin schon wihrend der achtminiitigen
Behandlung in kernnahen Kompartimenten aufkonzentriert wurde. Die Verwendung eines
automatisierten bildgebenden Durchflusszytometers (engl. imaging flow cytometry, 1FC)
konnte von zu schnellem Lipidmetabolismus ausgeldsten Komplikationen entgegenwirken. Die
Zielzellen konnten in Suspension vorliegen, mit den verschiedenen Liposomentypen behandelt

und anschlieBend sofort analysiert werden.

Das hier verwendete BODIPY FL-DHPE verweilte nach Inkorporation durch Fusion in der PM
und wurde vergleichsweise langsam durch den Lipidmetabolismus von Zellen ins Zellinnere
transportiert. In der PM von adhédrenten CHO-K1 Zellen konnte ein Monomer-Signal bis zu 3 h
nach der Behandlung mit fusogenen Liposomen nachgewiesen werden (Abb. III.6). Die
Geschwindigkeit, mit welcher die PM einer Zelle erneuert wird ist jedoch auch abhidngig vom
Zelltyp. Der vorgelegte Assay bietet, bei durch Automatisierung sichergestellter ausreichender
zeitlicher Auflésung, einen Ansatz, um die lipid- und zelltypabhédngige Geschwindigkeit des

Transports aus der PM zu analysieren.

Anstelle eines kopfmarkierten Phosphoethanolamins konnte auch ein kettenmarkiertes
Phosphocholinderivat, z.B. f-BODIPY-C12HPC verwendet werden, da es dhnlich lang in der
PM verweilt. In diesem Fall sollte das konzentrationsabhiingige Emissionsverhalten und der
lineare Bereich von Ipimer/IMonomer jedoch neu bestimmt werden, da die Konzentrationsgrenze
der Dimer-Bildung durch die verdnderte Lage des Fluorophors vermutlich verschoben wird.
Hohere Konzentrationen des eingesetzten Fluorophors konnten sich dann wiederum auf die
Vitalitdt der Zellen niederschlagen. Meine Analysen zeigen, dass sich kopfmarkierte Lipide
schon in geringen Konzentrationen dazu eignen, die Aufnahmemechanismen Endozytose und

Fusion voneinander zu trennen.

Die vorgelegte Methode konnte ohne Verdnderung der Liposomenzusammensetzung auf die
Untersuchung weiterer Zelltypen iibertragen werden. Die ermittelten Quotienten

(Imonomer/IDimer) flir MEF- HELA- und HEK-n Zellen unterlagen zwar zelltypabhéngigen
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Schwankungen, die Aufnahmemechanismen Fusion und Endozytose konnten jedoch fiir alle

drei Zelltypen voneinander unterschieden werden.

Unabhingig davon, welche Messtechnik zur Analyse der behandelten Zellen zum Einsatz kam,
zeigte sich der Quotient (IMonomer/IDimer) als ein belastbarer Indikator zur Unterscheidung von
Membranfusion und Endozytose (Braun et al., 2016). Mit dieser Arbeit wurde somit eine
schnelle, reproduzierbare und universelle Methode vorgelegt, um die Aufnahmewege von NPS

anhand grofer Zellzahlen zu untersuchen.
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IV. FUSOGENE UND ENDOZYTOTISCHE
LIPOSOMEN ALS TRANSPORTMITTEL FUR
ANTHRACYCLINE

1 Einleitung

1.1 Physikochemische Eigenschaften von Anthracyclinen

Doxorubicin (DXR) und Aclacinomycin A (ACL) sind Derivate von Daunorubicin (DNR) und
gehoren zu der Stoffklasse der Anthracycline. Sie werden als Zytostatika zur Behandlung von
Tumoren und Leukidmien eingesetzt. DNR ist das erste beschriebene Anthracyclin und wurde
erstmalig 1963 aus Streptomyces peucetius isoliert (Grein et al., 1963). Die Isolation von DXR
erfolgte nur kurze Zeit spiter. Es wurde als der effektivere Wirkstoff zur Behandlung von
Nephroblastomen, Lymphomen sowie akuter myeloischer und lymphatischer Leukémie im
Kindesalter beschrieben (Bonadonna et al., 1969). Zusitzlich zu den fiir Zytostatika iiblichen
Nebenwirkungen wie Myelosuppression, Erbrechen oder Geschwiiren in der Mundschleimhaut

ist Kardiotoxizitidt der gravierendste Nebeneffekt der frithen Anthracycline.

Alle Anthracycline bestehen aus einem Anthrachinonchromophor, einer rigiden, planaren,
aromatischen Ringstruktur, an welche ein weiterer gesittigter Ring anneliert ist. Letzterer ist
durch eine a-glycosidische Bindung an einen Aminozucker vom Typ Daunosamin gebunden
(Kizek et al., 2012). Das hydroxy-substituierte Antrachinonchromophor verleiht den
Anthracyclinen fluoreszente Eigenschaften. DXR zeigt nach Anregung mit Aex = 479 nm zwei
Emissionsmaxima bei etwa Agm = 560 nm und Agm = 590 nm (Karukstis et al., 1998). Die
Fluoreszenzeigenschaften von Anthracyclinen werden genutzt um ihre Lokalisation in
Lipiddoppelschichten und Liposomen oder nach Einbringen in Zellen oder Geweben zu

bestimmen (Kania et al., 2007b; Teillaud et al., 1998).
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Der einzige Unterschied zwischen DNR und DXR liegt darin, dass die Seitenkette von DXR
mit einem priméren Alkohol endet. An gleicher Stelle findet sich bei DNR eine Methylgruppe.
Dieser Unterschied bewirkt jedoch eine deutliche Verdnderung der Wirksamkeit (Minotti et al.,
2004). Weitere Derivate von DNR sind neben ACL Epirubicin (EPIR) und Idarubicin (IDA).
Ihre strukturellen Unterschiede zu DNR sind in Abb. IV.1 dargestellt.

o @] OH o

oH o)
CH,
O R O ™
OH O

OMe O OMe O OH O

OH NH,

NH,

OH
Doxorubicin Daunorubicin H‘M
OH

H
0 oH 0 o
CH,0H . .
O‘O‘  CH. O‘O‘ oH, ACIaC|nOmyC|n A

OMe O OH O©O
(0] OH O

H
HC 0

NH, NH,

o OH (@)
Ol

OH

Epirubicin |darubicin

Abb. IV.1: Strukturformeln verschiedener Anthracycline. Die von Daunorubicin
abweichenden Gruppen sind rot gezeichnet. Veridndert nach Kizek et al. (2012).

Aus den strukturellen Unterschieden der Daunorubicin-Derivate ergeben sich verschiedene
Anwendungsgebiete der Zytostatika. Friche et al. (1990) ermittelten fiir Anthracycline eine
Korrelation zwischen Wirksamkeit und Lipophilie. Der Verteilungskoeffizient zwischen
Octanol/Puffer bzw. Pentanol/Puffer ergab, dass EPIR etwa 10-mal und ACL > 200-mal
lipidloslicher ist als DXR. Nach Friche et al. (1990) bedingt eine hohe Lipophilie, wie die von
ACL, eine stirkere Bioakkumulation des Wirkstoffs in behandelten Zellen, woraus eine hohere

Wirksamkeit resultiert.

Die zytotoxische Wirkung von Anthracyclinen ist vielfach nachgewiesen (Minotti et al., 2004),

der zugrunde liegende Mechanismus aber noch nicht génzlich erforscht. Die zytotoxischen

Effekte von DXR basieren auf der Bindung an Desoxyribonukleinsdure (DNS). Der Wirkstoff

lagert sich in die DNS der Zellen ein und verhindert dadurch die Neusynthese von DNS,
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Ribonukleinsdure (RNS) und letztendlich von Proteinen. Dabei kommt es zu einer Hemmung
von Helicase und Topoisomerase II (Minotti et al., 2004). Im Zellkern 16st DXR
Doppelstrangbriiche aus und bewirkt damit sowohl den apoptotischen als auch nekrotischen
Abbau der Zelle. Die mitochondriale DNS stellt ein weiteres Ziel fiir DXR dar (Toninello, 2014;
Galluzzi et al., 2006; Hockenbery, 2010; Fantin und Leder, 2006; Sakhrani und Padh, 2013).
Die Schidigung der mitochondrialen DNS fithrt zu einem Anstieg von freien
Sauerstoffradikalen (reactive oxygen species, ROS) in den Mitochondrien und somit zu einer
verminderten Synthese von Adenosintriphosphat (ATP) und reduziertem ATP-abhingigen
Ausschleusen des Wirkstoffes aus der Zelle (Mallick et al., 2015; Zhou et al., 2013; Han et al.,
2011).

Eine anhaltende Behandlung von Patienten mit DXR fiihrt zu einer irreversiblen Schidigung
der Herzmuskulatur (Chung et al., 2013; Minotti et al., 2004). Der Mechanismus und die
Pathogenese von Anthracyclin-induzierter Kardiotoxozitit sind nur wenig erforscht. Typische
pathologische Veridnderungen in kardialen Myozyten behandelter Patienten sind Degeneration
des Sarkoplasmatischen Retikulums, Anschwellen und Platzen der Mitochondrien und
Myofilamentdegeneration (Peng et al., 2005). Pathologische Studien zeigten Chromatin-
Kondensation in Zellen des Myocardiums, ein Phinomen, welches auch in apoptotischen Zellen

zu beobachten ist (Unverferth et al., 1981).

Die molekularen Mechanismen, die zur Schidigung der kardialen Myozyten fiihren, sind auf
mehrere Phinomene zuriickzufiihren. Die Entstehung von freien Radikalen, die Einlagerung in
die DNS und die Inhibition des Enzyms Topoisomerase sind als ausschlaggebend beschrieben

und fithren zum programmierten Zelltod der Myozyten (Geisberg und Sawyer, 2010).

Der Wirkmechanismus von ACL ist dem anderer Anthracycline in vielen Aspekten dhnlich. Es
zeigen sich allerdings auch einige Unterschiede. Durch fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen wurde ACL im Gegensatz zu DXR hauptsichlich auBerhalb des Nukleus
nachgewiesen (Rogalska et al., 2014).Es hemmt die Aktivitit von Topoisomerase I und II
(Kania et al., 2007a; Dartsch et al., 2002) und 16st im Vergleich zu DXR eine stirkere Bildung
von ROS innerhalb der Mitochondrien aus (Rogalska et al., 2008). Im Unterschied zu DXR
bewirkt ACL eine Herabregulation der Expression der Gene c-myc und c-myb, welche an der
Differenzierung von Zellen beteiligt sind (Schaefer et al., 1992; Stocker et al., 1995).
Unabhingig vom Wirkmechanismus steht die Toxizitdit von DXR und ACL im engen
Zusammenhang mit der von behandelten Zellen akkumulierten Dosis an Wirkstoff (Rogalska

et al., 2014).
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Die anhaltende Behandlung mit DXR kann zu einer Wirkstoffresistenz (Multi Drug Resistance,
MDR) der behandelten Zellen fiihren (Minotti et al., 2004). Die Resistenz wird durch zellulére
Transmembranproteine vermittelt, welche Anthracycline unter Verbrauch von ATP aus der
Zelle transportieren. P-Glykoprotein (P-Gp) gehort zu der Familie der ABC-Transporter und
wurde als erstes Resistenz-relevantes zellulidres Transporterprotein identifiziert (Gottesman und
Ling, 2006). Die Uberexpression von P-Gp oder anderen Wirkstofftransportern fiihrt zu einem
Efflux von DXR aus den Zellen (Schinkel und Jonker, 2003), einer verminderten
Akkumulierung von DXR im Nukleus und somit zu einer verminderten Wirksamkeit von DXR
(Maraldi et al., 1999; Rajagopal und Simon, 2003). Trotz unterschiedlichster Struktur werden
Krebsmedikamente durch Proteine der ABC-Transporter-Familie aus neoplastischen Zellen

geschleust (Gottesman und Ling, 2006; El-Awady et al., 2016).

Eine hohere Toxizitit ging in MDR Zelllinien mit einer geringeren Bindungsaffinitit zu P-Gp
einher (Lehne et al., 1996; Coley et al., 1989). Es liegt nahe, dass die Effektivitit, mit der P-Gp
an Wirkstoffe bindet, das Mall an Resistenz gegen die entsprechenden Molekiile festlegt
(Baldissera et al., 2012). DXR hat eine geringere Toxizitdt als ACL, weil eine hohere
Bindungsaffinitit von DXR an P-Gp besteht und dadurch eine hohere Expression des
Transporterproteins ausgelost wird (Rogalska et al., 2014). In der vorgelegten Arbeit wird die
Wirkung von ACL und DXR anhand der epithelialen Zelllinie MCF-10A und der
Brustkrebszelllinie MDAMB-231 miteinander verglichen.

1.2 Liposomen als nanomedizinische Vehikel

Die Entwicklung von nanopartikuldren Systemen (NPS) zum Transport von Medikamenten
verfolgt zwei Hauptziele: Die Maximierung der Effektivitdt eines Wirkstoffs gegen die
Krankheit bei gleichzeitiger Minimierung ungewollter Nebenwirkungen. Eine kontrollierte,
NPS-vermittelte Abgabe von Medikamenten erlaubt eine Reduktion der eingesetzten Dosis und

erhoht die Bioverfiigbarkeit des eingesetzten Wirkstoffs.

Zu solchen NPS gehoren neben Polymernanopartikeln, Nanoemulsionen, Nanosuspensionen
und Lipoplexen auch Liposomen. Der in Kapitel 1.1 beschriebene Aufbau von Liposomen
erlaubt sowohl den Transport von hydrophilen als auch hydrophoben Molekiilen. Die
Verkapselung von Wirkstoffen in ihrer aktiven Form schiitzt sie vor chemischen Prozessen und

verldangert somit ihre Stabilitit. Ihr Einsatz schiitzt die Medikamente in vivo vor enzymatischem
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Abbau und immunologischer Deaktivierung. Dadurch wird vermieden, dass Wirkstoffe

metabolisiert werden, bevor sie ihr Zielgewebe erreichen (Bozzuto und Molinari, 2015).

Liposomen fanden als Wirkstofftrager fiir DXR erstmals klinische Anwendung in der
Krebstherapie (Slingerland et al., 2012). Durch die Verkapslung des Anthracyclins wurde eine
deutlich verldngerte Zirkulationszeit, bis hin zu wenigen Stunden, erreicht. Seither sind
Liposomen die priferierte Methode, um Anthracycline mittels passiven Targeting in

Tumorgewebe anzureichern.

Die zielgerichtete Anreicherung eines Wirkstoffs in erkranktem Gewebe wird Targeting
genannt. Das passive Targeting der Liposomen basiert auf der anomalen Struktur von
Tumorgeweben. In malignen Tumoren kommt es zu Hypervaskularisierung und anomaler
vaskularer Architektur, welche zu einer hoheren vaskularen Permeabilitdt fiithrt. Daraus
resultiert, dass Liposomen leichter in Tumorgewebe eindiffundieren konnen als in gesundes
Gewebe. Dieses Phanomen wird als EPR-Effekt bezeichnet (engl. enhanced permeability and
retention) und fiihrt zur einer passiven Anreicherung der Liposomen im Tumorgewebe (Greish,
2010). Durch die Oberflichenmodifizierung der Vesikel mit Poly-Ethylen-Glycol (PEG)
konnte die Zirkulationszeit von wenigen Stunden auf drei bis vier Tage gesteigert werden. Die
Verlidngerung der Zirkulationsdauer der PEG-modifizierten, sogenannten Stealth-Liposomen
erhoht die Wahrscheinlichkeit der passiven Ansammlung des Wirkstoffs im Tumorgewebe und

verursacht weniger ungewollte Nebeneffekte (Gabizon und Martin, 1997).

PEG-modifizierte Liposomen sind mittlerweile gut etabliert. Neuere Strategien zielen auf eine
Steigerung ihrer Selektivitit durch Anhédngen verschiedener Liganden - sogenanntes aktives
Targeting. Mit Antikorpern besetzte Liposomen (Immunoliposomen) sind Gegenstand
intensiver Forschungen (Paszko und Senge, 2012). Die Antikorper konnen hierbei direkt an die
Lipide der Vesikel oder terminal an die PEG-Molekiile gekoppelt sein. Ein weiteres Beispiel
fiir aktives Targeting ist das Anhédngen des Vitamins Folat (Sneider et al., 2017). Die
konjugierten Liposomen binden mit hoherer Affinitdt an Krebszellen, welche ein erhohtes
Expressionsniveau des Folatrezeptors aufweisen (Zhang et al., 2014; Necela et al., 2015).
Unabhingig davon, ob die Liposomen mittels aktiven oder passiven Targetings zu den
Krebszellen gelangen, werden sie nach Adhésion an die PM auf endozytotischem Wege ins

Zellinnere geschleust.

Die AuBenseite der PM ermoglicht es Zellen, mit ihrer Umwelt zu interagieren. Die Lipid- und

Proteinzusammensetzung der PM unterliegt dafiir einer hochdynamischen Regulation.
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Endozytose ist die de novo Produktion interner, endosomaler Membrankompartimente von der
PM. Durch diesen Prozess werden nicht nur Lipide und Transmembranproteine ins Zellinnere
gebracht, sondern auch verschiedenste extrazellulire Molekiille und Aggregate als Fracht

innerhalb der abgeschniirten Vesikel internalisiert.

Bei den meisten NPS erfolgt die zellulire Aufnahme auf dem Weg der Endozytose. Die
zelluldre Aufnahme von Liposomen erfolgt nach Adsorption der Vesikel an die Zelloberfliche.
Anschlieend werden sie durch Clathrin-vermittelte Endozytose von der PM umschlossen und
als Endosomen ins Zytosol abgeschniirt (Straubinger et al., 1983; Chin et al., 1989). Zur
Freisetzung der liposomal verkapselten Wirkstoffe ins Zytosol, miissen diese nun neben der

NPS-eigenen Lipiddoppelschicht noch die Endosomenmembran durchdringen.

Die von Csiszar et al. (2010) entwickelten fusogenen Liposomen bieten eine effiziente
Alternative um liposomale Fracht in Zellen einzuschleusen. Im Unterschied zu herkémmlichen
Liposomen erfolgt nach Kontakt mit Zellen keine UmschlieBung der Vesikel mit der PM,
sondern eine Fusion der liposomalen mit der zellumschlieBenden Membran. Diese Fusion

bewirkt eine Vermischung der Inhalte des Liposomenlumens mit dem Zytosol der Zelle.

Unter Verwendung dieser fusogen Liposomen wurden bereits essentielle Membranlipide
erfolgreich in Zellen inkorporiert (Kleusch et al., 2012). Spiter konnten 7-AAD Antibiotika
(Deshpande, 2014), Lipopolysaccharide und Resveratrol in tierische Zellen eingebracht werden
(Naumovska et al., 2014; Csiszar et al., 2015). AuBerdem gelang der Transport funktionaler,
wasserlOslicher Proteine (Kube et al., 2017). In der vorgelegten Arbeit werden fusogene

Liposomen erstmals als Transportmittel fiir Anthracycline verwendet.

1.3 Anthracycline in Liposomen

Fiir chemotherapeutische Anwendungen wird DXR in Liposomen verpackt (Forssen und
Tokes, 1983) und als antineoplastischer Wirkstoff verabreicht. Das Interkalieren von
Anthracyclinen in Modellmembranen wird hauptsichlich von der Hydrophobie des Molekiils
bestimmt (Gallois et al., 1996). Durch die Verkapselung von DXR in Liposomen wird der
Anteil an freiem DXR im Blutkreislauf minimiert und die Zirkulationszeit des Wirkstoffs
deutlich verldangert (Batist et al., 2002). Zudem war die Entwicklung wirkstoffresistenter Zellen
reduziert. Es wird vermutet, dass DXR-beladene Liposomen aufgrund ihrer Groe schlechter

in Herzmuskelgewebe eindringen als frei geloste DNR-Derivate, wodurch sich die verminderte
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Kardiotoxizitét erklirt (Gill et al., 1995; James et al., 1994). Eine derartige Formulierung ist

unter dem Namen Myocet® zur Behandlung solider Tumore im klinischen Einsatz.

Neben solchen ,nackten Liposomen wurden PEG-modifizierte (Stealth-) Liposomen,
Immunoliposomen und PEG-modifizierte Immunoliposomen entwickelt (siehe Kapitel 1.3).
Das Medikament Doxil® ist ein prominentes Beispiel fiir in PEG-modifizierten Liposomen
verkapseltes DXR (Allen et al., 1993). Die Oberflichenmodifikation mit PEG bewirkt eine
deutlich verlingerte Zirkulationszeit der Liposomen im Blut und vermindert die kardiotoxische
Wirkung im Vergleich zu freiem DXR (Safra et al., 2000). Durch die Verwendung von
Immunoliposomen konnte in vifro eine verbesserte spezifische Bindung an
Ovarienkrebszelllinien erreicht werden (Vingerhoeds et al., 1996), eine vergleichbare
Verbesserung konnte in vivo jedoch nicht nachgewiesen werden. Die Vorteile von verldngerter
Zirkulationszeit (durch PEG) mit spezifischerer Bindung an Tumorgewebe (durch
Oberflichenfunktionalisierung  mit  Antikdrpern) werden bei  PEG-modifizierten
Immunoliposomen miteinander verbunden. Durch die Funktionalisierung der Liposomen mit
Fragmenten eines Antikorpers fiir Disialogangliosid konnten bereits erste Erfolge bei der

Behandlung von Neuroblastomen im Mausmodell erzielt werden (Pastorino et al., 2003).

Die Verwendung von Liposomen zum Transport von ACL ist weit weniger beschrieben als es
fir DXR der Fall ist. Feng et al. (2015) zeigten kiirzlich, dass ACL in PEG-modifizierten
Liposomen im Tiermodell eine ebenfalls verldngerte Zirkulationszeit im Blutkreislauf ausweist.
Die Liposomenoberfliche wurde zusitzlich mit einer Aminoséduresequenz aus Arginin, Glycin
und Asparaginsdure funktionalisiert, wodurch ein verbessertes Targeting und somit eine

verbesserte Wirksamkeit erreicht werden konnte.
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2 Ergebnisse

Um zu bestimmen, wie effizient Anthracycline aus den verschiedenen Formulierungen in
Zellen transportiert werden, erfolgte die Behandlung von adhidrenten MCF-10A und MDAMB-
231 Zellen mit 0,01 — 10 uM ACL bzw. 0,01 — 15 uM DXR. Wirkstoffmatrix waren fusogene
Liposomen der Zusammensetzung DOPE/DOTAP/DiR = 1/1/0,05 (w/w). Die mit ACL und
DXR priparierten fusogenen Liposomen (FL-ACL bzw. FL-DXR) wurden mit Anthracyclin-
gefiillten, endozytotischen  Lipsomen der Zusammensetzung DPPC/Cholesterol/
PEG2000-DOPE/DiR = 9/3/3/0,05 (w/w) (EL-ACL bzw. EL-DXR) sowie frei in PBS gelostem
Wirkstoff verglichen. Um die Lokalisation der verschiedenen Wirkstoffe zu untersuchen,
wurden die Fluoresenzeigenschaften der verschiedenen Formulierung mit dem
Fluoreszenzspektrometer bestimmt. Die Analyse der zelluldiren Aufnahme der Anthracycline

erfolgte am Konfkalmikroskop und mit dem Durchflusszytometer.

2.1 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchung des Fluoreszenzsignals von

Doxorubicin und Aclacinomycin A

Die fluoreszierenden Anthracycline Doxorubicin (DXR) und Aclacinomycin A (ACL) wurden
in Umgebungen unterschiedlicher Polaritit verwandt. Sie wurden entweder direkt in
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (engl. phosphate buffered saline, PBS) gelost oder
zusammen mit Liposomen verschiedener Zusammensetzung prépariert. Sowohl die fusogenen
als auch endozytotischen Liposomen enthielten mit  DilCis(7) einen
Fluoreszenzmembranfarbstoff um die Aufnahmewege der Liposomen zu verfolgen. Abb IV.2

zeigt die Fluoreszenzspektren aller eingesetzten Formulierungen.
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Abb IV.2: Charakterisierung der Fluoreszenzeigenschaften von Doxorubicin (DXR) und
Aclacinomycin A (ACL) in verschiedenen Umgebungen. A: Fluoreszenzspektren von
frei in PBS gelostem Doxorubicin (DXR in PBS), Doxorubicin in endozytotischen
Liposomen (EL-DXR) und fusogenen Liposomen (FL-DXR). Zusitzlich wurden die
Intensititen beider Liposomentypen in Abwesenheit der Wirkstoffe detektiert. B:
Fluoreszenzspektren der verschiedenen Aclacinomycin A Formulierungen (ACL in
PBS, EL-ACL und FL-ACL). Die Anregung erfolgte in A und B bei Agx = 488 nm, fiir
gepunktet gezeichnete Spektren in B bei Agx =633 nm.

Nach Anregung wurden bei allen DXR-haltigen Proben zwei Fluoreszenzmaxima beobachtet.
Das erste Maximum lag bei Agm1 =558 nm, das zweite Maximum bei Agm2 =591 nm (Abb IV.2,
A). Das Verhiltnis der zugehorigen Intensitéiten Imax1/Imax2 lag in allen Proben bei etwa 0,83.
Sowohl die Intensititen als auch die Form der Spektren blieben von den verschiedenen
Umgebungen unbeeinflusst. Ohne Anthracyclin in der Probe wurde bei Agx =488 nm sowohl
fiir fusogene als auch fiir endozytotische Liposomen ein Fluoreszenzsignal vergleichbar mit

dem PBS-Hintergrundsignal detektiert.

Alle ACL-haltigen Proben zeigten eine Emission zwischen 500 nm und 700 nm. Das Maximum
war bei Agm = 550 nm, bei etwa Agm =590 nm war eine Schulter sichtbar (Abb IV.2, B). Die
Fluoreszenzintensititen von ACL in beiden Liposomentypen wiesen eine zeitliche
Abhingigkeit auf (Anhang 1). Die Messung der mit ACL geladenen fusogenen- (FL-ACL) und
endozytotischen Liposomen (EL-ACL) zeigte ein weiteres Fluoreszenzmaximum bei
AEm = 770 nm. Dieses Maximum im roten Spektralbereich (Aem = 770 nm) wurde fiir beide
DilC18(7)-haltigen Liposomen auch bei Anregung mit Aex - 633 nm detektiert (Abb
IV.2, B, gepunktet). Die Intensitit des zweiten Maximums war in FL-ACL (Abb IV.2, B, blau)
etwa sechsmal hoher als in EL-ACL (Abb 1V .2, B, griin).
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Abb. 1IV.3: Emissionspektren von Doxorubicin und Aclacinomycin A, sowie
Anregungsspektrum und Emissionsspektrum von DilCig(7).

Um festzustellen ob ein Energietransfer zwischen den untersuchten Antracyclinen und dem
amphipatischen Fluoreszenzfarbstoff DilC;s(7) moglich ist, wurden die Emissionspektren von
DXR und ACL und das Anregungspektrum von DiICig(7) aufgenommen. Wie die Abb. IV.3
zeigt, wurde ein spektraler Uberlapp zwischen den Emissionsspektren von DXR und ACL und

dem Absorptionsspektrum von DilC;g(7) detektiert.

2.2 Mikroskopische Untersuchung der zelluliiren Aufnahme von Anthracyclinen

DXR und ACL zeigten bei Anregung mit Aex = 488 nm eine Emission zwischen 500 nm und
700 nm. Mithilfe dieser Eigenschaft ldsst sich mikroskopisch untersuchen, wo sich der
jeweilige Wirkstoff nach der Zugabe innerhalb einer Zelle anreichert (Teillaud et al., 1998).
Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden ACL und DXR in fusogenen Liposomen der
Zusammensetzung DOPE/DOTAP/DiIC1g(7) im Verhiltnis von 1:1:0,05 (w/w) prépariert und
Zellen der Brustkrebszelllinie MDAMB-231 behandelt. Wihrend dieser zehnminiitigen
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Behandlung wurde die erfolgreiche Fusion der Liposomen anhand einer homogenen Firbung
der PM der Zellen durch DilCs(7) identifiziert. Die Ergebnisse von FL-DXR, bzw. FL-ACL
wurden mit der Behandlung durch in PBS gelostem Anthracyclin verglichen. Die eingesetzten
Konzentrationen fiir DXR (7,5 uM) bzw. ACL (3 uM) lagen iiber den fiir MDAMB-231 Zellen
ermittelten ICso-Werten von 3,3 (DXR in PBS, siche Abb. IL.5) bzw. 1,4 (ACL in PBS, siehe
Abb. IV.9) und waren mit dem Konfokalmikroskop (engl. confocal laser scanning microscope,
cLSM) gut detektierbar. Die Versuche dienten zur Dokumentation der Aufnahme von ACL und
DXR und ihrer subzelluldren Lokalisation. AuBlerdem sollte der Einfluss der fusogenen

Liposomen auf die Aufnahme der Wirkstoffe gezeigt werden.

2.2.1 Zellulire Aufnahme von Doxorubicin

Die Zugabe von DXR in PBS bzw. FL-DXR zu adhédrenten MDAMB-231 Zellen erfolgte bei
zeitgleicher Beobachtung im cLSM. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde die jeweilige

Formulierung durch frisches Medium ersetzt und die Probe nach 24 h erneut mikroskopiert.

0 min 5 min 10 min 24 h

Doxorubicin

Phasenkontrast

Abb IV.4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Anthracyclin-Signals vor (0 min),
wihrend (5 min) und nach (10 min, 24 h) der Behandlung durch in PBS gelGstes
Doxorubicin (DRX). Nach der Inkubation (10 min) konnte eine Anreicherung des DRX
im Nukleus beobachtet werden. 24 h nach der Behandlung zeigt sich eine Anreicherung
in vesikuldren Einschliissen der MDAMB-231 Zellen. Maf3stab = 20 pm.
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Die zur Detektion von DXR notwendigen Einstellungen des cLSM wurden durch
Vorexperimente ermittelt. Schon vor Zugabe von DXR waren eine schwache, punktférmige
Autofluoreszenz in den Zellen zu sehen (Abb IV.4, 0 min). Auch nach 5 min, also wihrend der
Applikation von 7,5 uM DXR in PBS konnte kein zusitzliches griin-fluoreszentes Signal
innerhalb der Zellen detektiert werden (Abb IV.4, 5 min). Nach einer Inkubationszeit von
10 min und dem Austausch der DXR-Losung mit frischem Medium zeigte sich ein starkes
Signal im Zellkern (Abb IV.4, 10 min). Dariiber hinaus konnte eine Einlagerung in direkter
Umgebung des Zellkerns beobachtet werden. Im Zytosol verteilt traten vermehrt punktférmige
Signale in vesikuldren Einschliissen auf. Nach 24 h wies die Fluoreszenz innerhalb dieser
Einschliisse eine verstirkte Intensitit auf. Die Farbung der Zellkerne war nur noch schwach

oder nicht mehr detektierbar (Abb 1V.4, 24 h).

Die Mikroskopaufnahmen in Abb IV.5 zeigen die Wirkstoffaufnahme durch FL-DXR. Die
Einstellungen des Mikroskops wurden gegeniiber der in Abb 1V .4 gezeigten Aufnahmen nicht
verdndert. Die Fokusebene wurde erneut so gewihlt, dass sowohl der Nukleus als auch die PM

der MDAMB-231 Zellen sichtbar waren.
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Abb IV.5: Fusogene Liposomen zum Transport von Doxorubicin. Adhirente MDAMB-231
Zellen wurden durch Zugabe der Liposomensuspension mit 7,5 uM Doxorubicin fiir
10 min behandelt. Die obere Zeile zeigt die Uberlagerung der Fluoreszenzkanile von
DilC;5(7) (rot) und Doxorubicin (griin). Kolokalisation der beiden Signale werden durch
gelbe Fiarbung dargestellt. Die untere Zeile zeigt die zugehorigen Bildausschnitte im
Phasenkontrast. Sowohl wihrend (5 min) als auch direkt nach der Inkubation (10 min)
zeigte sich eine griine Farbung der Nuklei und eine rote Farbung der zelluldren
Plasmamembranen. Nach 24 h konnte eine abgeschwichte Doxorubicin-Féarbung des
Zellkerns, sowie ein kolokalisiertes Fluoreszenzsignal mit DilCig(7) in vesikuldren
Einschliissen beobachtet werden. Maf3stab = 20 um.

Schon wenige Sekunden nach Zugabe der DXR-geladenen Liposomen konnten die ersten
Fusionsereignisse mit der PM der adhdrenten MDAMB-231 Zellen detektiert werden (Abb. im
Anhang.). Nach 5 min Behandlung wies die PM aller Zellen eine homogene rote Fiarbung auf
(Abb IV.5, 5 min). Diese Signalverteilung ist charakteristisch fiir die erfolgreiche
Membranfusion (Csiszar et al., 2010; Braun et al., 2016; Kleusch et al., 2012). Im Anschluss
eines Fusionsereignisses konnte beobachtet werden, dass das DXR- Fluoreszenzsignal zuerst
in kernnahe Strukturen aufgenommen wurde, worauf eine deutliche Aufkonzentration im
Nukleus folgte. Nach Ersetzen der Liposomensuspension mit frischem Nidhrmedium zeigten
die MDAMB-231 Zellen im Emissionsbereich von DXR eine intensive Farbung der Zellkerne
und eine im Vergleich schwichere Firbung zytosolischer Strukturen nahe des Zellkerns.
Dariiber hinaus war die PM der Zellen mit einer homogenen Fiarbung im tiefroten Bereich
versehen (Abb IV.5, 10 min). 24 h nach der Behandlung deutete die gelbe Firbung in der
Uberlagerung der beiden Detektionskanile auf eine Kolokalisation von DilC;s(7) und DXR
hin. Diese trat tiberwiegend punktformig, in endosomalen Einschliissen auf. Des Weiteren
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konnte DXR in den Kernen der adhirenten MDAMB-231 Zellen visualisiert werden (Abb IV.5,
24 h).

Unabhingig von der Behandlungsmethode konnte beobachtet werden, dass MDAMB-231
Zellen keine starke Verbindung zum Substrat aufwiesen und mehrfaches Wechseln der
umgebenden Fliissigkeiten zu leichtem Ablosen der Zellen vom Untergrund fiihrte. Wenige
Stunden nach solchen Medienwechseln konnte die erneute Aufspreitung der Zellen auf dem
Glassubstrat beobachtet werden. Nach zehnminiitiger Behandlung mit EL-DXR konnten weder
in MCF-10A noch in MDAMB-231 Zellen aufgenommene Liposomen beobachtet werden.

2.2.2 Zellulire Aufnahme von Aclacinomycin A

Zur Verfolgung des Fluoreszenzsignals von ACL wurden 3 uM des Zytostatikums in PBS
gelost, bzw. zusammen mit fusogenen Liposomen prépariert. Nach zehnminiitiger Applikation
auf adhédrente Zellen der Brustkrebszelllinie MDAMB-231 wurde die Fliissigkeit durch
Néihrmedium ersetzt. Wihrend und nach der Behandlung wurden die eingebrachten

Fluorophore mit dem cLSM detektiert.

0 min 5 min 10 min

Aclacinomycin A
Aclacinomycin A

Phasenkontrast

Abb. IV.6: Lokalisierung des Fluoreszenzsignals von Aclacinmycin A vor (0 min), wahrend
(5 min) und nach (10 min, 2 h) der Behandlung von MDAMB-231 Zellen durch in PBS
gelostes Aclacinomycin A. Die obere Zeile zeigt den Fluoreszenzkanal von
Aclacinomycin A, bzw die Uberlagerung von Aclacinomycin A und der Kernfirbung
durch DRAQS (2 h, rot). Die untere Zeile zeigt die zugehorigen Bildausschnitte im
Phasenkontrast. Kolokalisation der Signale von Aclacinomycin A und DRAQS wird
durch gelbe Farbung dargestellt. Maf3stab = 20 um.
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Vor der Zugabe von ACL in PBS konnten vereinzelt punktférmige Autofluoreszenzsignale
detektiert werden (Abb. IV.6, 0 min). Wihrend der Behandlung mit der ACL-Losung stieg das
intrazelluldre Fluoreszenzsignal an. Nach dem Austausch mit Medium konnte eine homogene
griine Féarbung eines kernnahen Organells, sowie punktférmige, im Zytosol verteilte Signale
festgestellt werden (Abb. IV.6, 10 min). Nach 2 h wurde der Kern durch Firbung mit DRAQS
markiert (Abb. IV.6, 2 h). In der Uberlagerung der Fluoreszenzkanile von ACL und DRAQ5

sind kaum gelbe Bereiche zu sehen. Eine Lokalisation von ACL im Nukleus lag demnach nicht
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Abb. IV.7: Transport von Aclacinmycin A durch fusogene Liposomen in adhérente
MDAMB-231 Zellen. Die obere Zeile zeigt die Uberlagerung der beiden
Fluoreszenzkanidle von Aclacinomycin A (griin) und DilCig(7) (rot). Lokale
Uberlagerungen der beiden Kaniile werden in gelber Farbe dargestellt. Die untere Zeile
zeigt die entsprechende Bildausschnitte im Phasenkontrast. Im Anschluss an die
Behandlung wurde eine Anreichung des Anthracyclins in einem dem Nukleus
vorgelagertem Kompartiment sichtbar (10 min, weiler Pfeil). Nach 24 h konnte ein
kolokalisiertes Fluoreszenzsignal von ACL mit DilC;g(7) in vesikuldren Einschliissen
beobachtet werden. Mal3stab = 20 pm.

Noch wihrend Behandlung der Brustkrebszellen der Linie MDAMB-231 mit FL-ACL konnten
viele Fusionsereignisse beobachtet werden. Dadurch wurde die PM aller Zellen gleichméfig
rot gefiarbt (Abb. IV.7, 5 min). Die Zellen wiesen nur selten DilCis(7) und ACL-Signal an
gleicher Stelle auf. ACL war iiberwiegend im Zytosol der Zellen lokalisiert. Im Anschluss an

die Behandlung konzentrierte sich das ACL-Signal in einer dem Kern vorgelagerten Struktur
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(Abb. IV.7, 10 min, weiler Pfeil). Nach 24 h wurden DilCi3(7)- und ACL-Signal vermehrt

kolokalisiert in vesikuldren Einschliissen detektiert.

2.3 Zytotoxische Effekte von Doxorubicin und Aclacinomycin A

Die zytotoxischen Effekte von DXR und ACL auf MDAMB-231 und MCF-10A Zellen wurden
anhand der mittleren inhibitorischen Konzentrationen (ICs0) der verschiedenen
Behandlungsmethoden untersucht. Die ICso-Werte wurden mithilfe eines Durchflusszytometers
bestimmt. Alle im Folgenden dargestellten ICso-Werte sind die relative halbmaximale

Konzentration der jeweiligen Testsubstanz.

2.3.1 ICso-Werte von Doxorubicin

Nach Behandlung von MCF-10A Zellen mit DXR in PBS konnte ein ICso-Wert von
2,8 £0,7 uM (Mittelwert + Standardabweichung) ermittelt werden. Der ICso-Wert fiir EL-DXR
(3,7 £ 0,9 uM) lag leicht oberhalb, der fiir FL-DXR (1,8 + 0,5 uM) unterhalb der nicht-
liposomalen Wirkstofflosung. Die ICso-Werte von mit DXR behandelten MDAMB-231 Zellen
lagen bei 3,3 + 0,8 uM (DXR in PBS), 5,3 £ 0,3 uM (EL-DXR) und 2,1 + 0,2 uM (FL-DXR)
und folgten somit einem vergleichbaren Trend (Abb IV.8).
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Abb 1IV.8: Zytotoxizititsvergleich verschiedener Doxorubicin-Formulierungen nach
Behandlung der Zelllinien MCF-10A und MDAMB-231. Mittlere inhibitorische
Konzentrationen (ICsp) von frei in PBS gelostem Doxorubicin (DXR pur), Doxorubicin
in endozytotischen Liposomen (EL-DXR) und Doxorubicin in fusogenen Liposomen
(FL-DXR). Gezeigt werden die Mittelwerte X von mindestens drei unabhéngigen
Experimenten. Die Fehlerbalken geben die Standartabweichung ox an.

Sowohl MCF-10A als auch MDAMB-231 Zellen zeigten nach einer zehnminiitigen
Behandlung eine niedrigere Sensitivitit gegeniiber EL-DXR, als gegeniiber in PBS geldstem
DXR. Die inhibitorischen Konzentrationen fir MDAMB-231 Zellen unterschieden sich
signifikant (p < 0,01). Das Verhiltnis der ICso-Werte von DXR in PBS : EL DXR betrug etwa
0,63 (MDAMB-231) bzw. 0,75 (MCF-10A); das Verhiltnis von DXR in PBS : FL-DXR lag
fiir beide Zelltypen bei etwa 1,6. Beide Zelllinien reagierten somit auf die Behandlung mit FL-
DXR, DXR in PBS und EL-DXR mit absteigender Sensitivitit. Im Vergleich zeigten MDAMB-
231 Zellen eine hohere Resistenz gegeniiber DXR als MCF-10A Zellen.
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2.3.2 1ICso-Werte von Aclacinomycin A

Die anhand MCF-10A Zellen ermittelte halbmaximalen Aktivititen von ACL lagen bei
Konzentrationen von 1,8 £ 0,3 uM (ACL in PBS), 0,5 £ 0,1 uM (EL-ACL) und 0,4 £ 0,1 uM
(FL-ACL). Die ICs0-Werte von MDAMB-231 Zellen entsprachen 1,4 + 0,3 uM (ACL in PBS),
0,6 £0,2 uM (EL-ACL) und 0,3 £ 0,1 uM (FL-ACL) (Abb. IV.9).

*k%k *k%k

sk n.s. *k *
T 1 T

| 8

EL ACL ACLpur | ELACL | FLACL
MCF-10A MDAMB-231

ICq, [UM]

Abb. IV.9: Mittlere inhibitorische Konzentrationenen (ICso) von frei in PBS geldstem
Aclacinomycin A (ACL in PBS), Aclacinomycin A in endozytotischen Liposomen (EL-
ACL) und in fusogenen Liposomen (FL-ACL). Gezeigt werden die Mittelwerte X von
mindestens drei unabhingigen Experimenten, die Fehlerbalken geben die
Standardabweichungen ox an.

Fir die Zelllinien MCF-10A und MDAMB-231 konnten vergleichbare Sensitivititen
gegeniiber ACL festgestellt werden. Die verschiedenen Formulierungen von ACL waren jedoch
signifikant unterschiedlich. Fiir MCF-10A Zellen lag der ICso-Wert von ACL in PBS etwa 3,8-
mal hoher als fiir EL-ACL bzw. 4,6-mal hoher als fiir FL-ACL (Abb. IV.9, links; p < 0,01 fiir
EL-ACL; p < 0,001 fiir FL-ACL). Die Zellen der Brustkrebszelllinie MDAMB-231 zeigten
verglichen mit ACL in PBS eine etwa 2,4-mal hohere Sensitivitit fiir EL-ACL bzw. eine etwa

74



LIPOSOMEN ALS TRANSPORTMITTEL FUR ANTHRACYCLINE

4,4-mal hohere Sensitivitit fiir FL-ACL (Abb. IV.9, rechts). Die Resistenz der MDAMB-231
Zellen gegen ACL in PBS ist somit signifikant hoher als gegen EL-ACL (p < 0,01) und FL-
ACL (p < 0,001). Die ICso-Werte von FL-ACL sind auBlerdem signifikant niedriger als die von
EL-ACL (p < 0,05).

Beide Zelllinien zeigten eine hohere Resistenz gegen DXR als gegen ACL. Auflerdem waren
beiden Zelllinien sensitiver gegeniiber in fusogenen Liposomen pripariertem, als frei in PBS
gelostem Anthracyclin. Sowohl fiir MCF-10A, als auch MDAMB-231 Zellen zeigt FL-ACL
die grote Wirksamkeit.

2.3.3 Maximalaktivitit von Doxorubicin und Aclacinomycin A

Die hier eingesetzten Anthracyclinkonzentrationen zwischen 0,01 uM und 15 uM fiihrten nach
der beprobten Zeit weder bet MCF-10A noch bet MDAMB-231 Zellen zur Annédherung an die
absolute Maximalaktivitdt. Unabhingig von der Formulierung schwankte die Maximalaktivitit
von DXR um 0,82 bei MDAMB-231 Zellen, bzw. 0,88 bei MCF-10A Zellen. Die
Maximalaktivitit von ACL schwankte um 0,76 bei MDAMB-231 Zellen, bzw. um 0,84 bei
MCE-10A Zellen (Tabelle IV.1).

Tabelle IV.1: Maximalaktivitit von Doxorubicin und Aclacinomycin A in PBS, fusogenen
Liposomen und endozytotischen Liposomen nach Behandlung der Zelllinien MCF-10A
und MDAMB-231. Angegeben sind die Mittelwerte X von mindestens drei
unabhiéngigen Experimenten, sowie die Standardabweichung ox.

Maximalaktivitdt Doxorubicin Maximalaktivitdt Aclacinomycin A
MDAMB-231 MCF-10A MDAMB-231 MCF-10A
Formulierung X Ox X Ox X Ox X Ox
Geldst in PBS 083 =+ 0,027 087 + 0041 075 + 0,066 083 + 0064
Endozytotische Liposomen 078 + 0,092 081 + 0,015 071 + 0,008 081 + 0052
Fusogene Liposomen 084 + 0,044 087 + 0034 081 £ 0,022 088 + 0,067

2.4 Einfluss von Anthracyclinen auf Apoptose

Sowohl DXR als auch ACL 16ste in MCF-10A und in MDAMB-231 Zellen Apoptose aus. Die
damit einhergehenden Verdnderungen wurden mithilfe des Guava Nexin Assays gefirbt im
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Durchflusszytometer quantifiziert. Die Zellen wurden dazu zeitgleich mit zwei verschiedenen
Farbstoffen gefdrbt. Annexin V bindet mit hoher Affinitit an Phosphatidylserin, welches in
friihen Stadien der Apoptose auf die extrazelluldre Seite der PM transferiert wird. Diese
frithapoptotischen Zellen wurden mit an Annexin V konjugiertes Phycoerythrin (PE) markiert.
Bei einer starken Féirbung der Zellen wurde eine Verschiebung der Population im gelben Kanal
sichtbar. 7-Aminoactinomycin-D (7-AAD) ist ein Fluorophor, welcher nur in Zellen mit
durchlédssiger Membran eindringen kann. Bei spitapoptotischen und toten Zellen geht die PM-
Integritit verloren, weswegen diese Zellen durch 7-AAD mit roter Fluoreszenz geféarbt werden
(Abb. IV.10, Gating). Da auch unbehandelte Zellpopulationen apoptotische Anteile aufweisen,

wurden die Ergebnisse von behandelten und unbehandelten Zellen miteinander verglichen.

Fusogene Liposomen

) Kontrolle , Aclacinomycin A
10 tot 10 tot
— 3] _., . B _
S 10 © 10
2 5 ) 5
% 10" % 10"
3 o
° 1 2
10 1 : 10 1 R I
of vital apoptotisch o] vital. apoptotisch
10 577 2 3 4 10 57 R 4
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
gelbes Signal gelbes Signal

Abb. IV.10: Durchflusszytometrische Analyse der Guava Nexin-Firbung. Abgebildet sind
reprasentative Dichtediagramme von unbehandelten MCF-10A Zellen (links) und mit
in fusogenen Liposomen verkapseltem Aclacinomycin A behandelten MCF-10A Zellen
(rechts). Die definierte Region fiir gesunde Zellen wurde anhand einer unbehandelten
aber Guava Nexin-gefdrbten Population bestimmt (Region ,,vital*). Ansteigende gelbe
Fluoreszenz indiziert die Markiertung apoptotischer Zellen durch Annexin V (Region
»apoptotisch®). Spidtapoptotische und tote Zellen wurden durch die rotfluoreszente
Markierung mit 7-Aminoactinomycin-D detektiert (Region ,,tot™).

Zur Ermittlung der ICso-Werte der verschieden Formulierungen wurde DXR und ACL in
Konzentrationen zwischen 0,01 uM und 15 uM eingesetzt. Fiir jede eingesetzte Konzentration

wurde das Ausmall der ausgelosten Apoptose mittels Guava Nexin Farbung bestimmt (Abb.
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IV.11). Der Anteil 7-AAD-positiv markierter Zellen blieb unabhéingig von der einsetzten DXR-

und ACL-Konzentration unter 5%.
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Abb. IV.11: Einfluss von Doxorubicin und Aclacinomycin A auf die Apoptose von MCF-10A
(A, C) und MDAMB-231 Zellen (B, D). Annexin V-positiv markierte Zellen nach
Behandlung mit in endozytotischen und fusogenen Liposomen pripariertem, sowie frei
gelostem Doxorubicin (A, B) und Aclacinomycin A (C, D).

Jede der eingesetzten Formulierungen 16ste mit ansteigender DXR-Konzentration eine
wachsende Apoptoseantwort von MCF-10A und MDAMB-231 Zellen aus. Die Behandlung
von MCF-10A Zellen mit FL-DXR, EL-DXR und DXR zeigten vergleichbare
Apoptoseantworten von bis zu 48 + 13% (FL-DXR). Die Wirkung der drei Formulierungen
unterschied sich nicht signifikant (Abb. IV.11, A). Mit gleicher Formulierungsstrategie
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behandelte MDAMB-231 Zellen zeigten ebenfalls nicht signifikant unterschiedliche
Apoptoseantworten. Der maximale Anteil an apoptotischen Zellen lag bei 25 + 1% (Abb.
IV.11, B). MDAMB-231 Zellen wiesen also eine geringere Sensitivitit gegeniiber DXR auf als
MCF-10A Zellen. Unabhédngig von Formulierung und Zelltyp konnten erst ab einer DXR-

Konzentration von 3 uM ansteigende Anteile apoptotischer Zellen detektiert werden.

Die epitheliale Zelllinie MCF-10A zeigte die grofte Sensitivitéit gegeniiber EL-ACL. Bei einer
eingesetzten Konzentration von 0,7 uM waren 36 + 5 % der Zellen apoptotisch. Bei gleicher
Konzentration in FL-DXR lag der Wert bei 15 =7 %. In PBS gelostes ACL zeigte erst oberhalb
von 1 uM ansteigende Wirkung auf die Apoptoseantwort (Abb. IV.11, C). Wurde die
Brustkrebszelllinie MDAMB-231 mit in PBS gelostem ACL behandelt, konnten erst ab 7 uM
Wirkstoff ansteigende Fraktionen apoptotischer Zellen detektiert werden. Die Sensitivitit fiir
FL-ACL lag iiber der fiir EL-ACL. Nach Verkapselung von 3 uM Wirkstoff bewirkten FL-
ACL 42 + 3 % und EL-ACL 24 + 11% apoptotische Zellantworten. Die gleiche Menge ACL in
PBS resultierte in 8 + 2 % apoptotische Zellen, ein vergleichbarer Wert konnte bei

unbehandelten Zellen detektiert werden (7 + 2 %) (Abb. IV.11, D).

Im Vergleich zeigte die Zelllinie MDAMB-231 eine grofere Resistenz gegeniiber ACL als
MCF-10A. Durch Behandlung von MCF-10A Zellen mit EL-ACL wurde eine stéirkere
Apoptose ausgelOst als mit FL-ACL.
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3 Diskussion

In dieser Arbeit wurden fusogene Liposomen dazu verwendet, die beiden Anthracycline
Doxorubicin (DXR) und Aclacinomycin A (ACL) in Zellen vom Typ MCF-10A und MDAMB-
231 einzuschleusen. Friche et al. (1990) zeigten anhand von Verteilungskoeffizienten zwischen
Octanol/Puffer bzw. Pentanol/Puffer, dass DXR trotz dhnlicher molekularer Struktur deutlich
weniger lipophil als ACL ist. Die physikalischen Eigenschaften der beiden Anthracycline
lassen darauf schliefen, dass ACL effektiv in die Lipiddoppelschicht interkaliert, wahrend sich
DXR an die Grenzfliche zwischen Lipiden und wissriger Umgebung assoziiert (de Wolf et al.,
1991). Ziel dieser Arbeit ist es zu vergleichen, wie effizient die Wirkstoffe mithilfe von
fusogenen und endozytotischen Liposomen sowie aus einer Pufferlosung in Zellen

eingeschleust werden.

Endozytotische Liposomen werden nach Applikation von der PM der Zielzelle umschlossen
und ins Zytosol abgeschniirt. Um die Wirkung verkapselter Stoffe zu ermoglichen, miissen sie
anschlieend durch die Endosomenmembran ins Zytosol gelangen (Gilleron et al., 2013). Der
Gebrauch solcher Liposomen ist in vivo und in vitro etabliert und dient beispielsweise zum
Transport von hydrophoben Wirkstoffen, wie z.B. DXR (Allen et al., 1993). Die Aufnahme
fusogener Liposomen folgt einem anderen Prinzip. Bei Kontakt mit der Zelle werden die Lipide
von Liposomenmembran und PM durch Fusion miteinander gemischt (Csiszar et al., 2010).
Der Liposomeninhalt kann dadurch direkt ins Zytosol ausgeschiittet werden. Die Aufnahme der
Liposomen durch Fusion folgt einer deutlich schnelleren Kinetik als die Aufnahme durch

Endozytose (Levchenko et al., 2003; Kakudo et al., 2004; Kleusch et al., 2012).

3.1 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen

Die Emissionsspektren der verwendeten Anthracyclin-Formulierungen erlauben Riickschliisse
auf die Lokalisation von ACL und DXR in FL bzw. EL. Beide Liposomentypen enthielten
dieselben Anteile des membranstindigen Fluoreszenzfarbstoffs DilCis(7). Alle ACL-haltigen
Proben zeigten nach Anregung bei Agx - 488 nm ein Emissionsmaximum bei Agm = 550 nm.
Obwohl die Anregungswellenldnge Aex - 488 nm auBlerhalb des Anregungsspektrums von
DilCi5(7) lag, konnte bei FL-ACL und EL-ACL ein zweites Maximum bei Agm = 770 nm
detektiert werden (Abb IV.2, B). Der Uberlapp des Emissionsspektrums von ACL mit dem
Anregungsspektrum von DilCig(7) (Abb. IV.3) ermdglicht einen Energietransfer.

Voraussetzung hierfiir ist direkte rdumliche Ndhe (maximal 10 nm) von Donor (ACL) und
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Akzeptor (DilCi5(7)) (Stryer, 1978; Forster, 1948). Die hohere Intensitit des zweiten
Emissionsmaximums in FL-ACL legt nahe, dass die Lipidzusammensetzung der FL eine

effizientere Einmischung von ACL in die Membran erlaubt, als es bei EL-ACL der Fall ist.

Unabhingig von Position und Intensitit des zweiten Emissionsmaximums konnte eine zeitliche
Abhingigkeit der Fluoreszenzintensitit von ACL in Liposomen als Trigermatrix beobachtet
werden. Ein vergleichbares Phidnomen ist in der Literatur nicht beschrieben. Um eine
Hypothese zur Ursache zu formulieren sind weitere Untersuchungen notwendig.
Moglicherweise ist der Einfluss von ACL auf das Emissionsspektrum der beladenen Liposomen

abhingig von der eingesetzten ACL-Konzentration.

DXR-haltige Liposomen zeigten keine zeitliche Abhingigkeit des Fluoreszenzsignals. Die
beiden Emissionsmaxima von DXR lagen bei 558 nm (Agm1) und 591 nm (Aem2; Abb IV.2, A).
Der Quotient der zugehdrigen Intensitéiten Imax1/Imax2 lag bei etwa 0,8. Dieses Verhiltnis deutet
darauf hin, dass sich die Molekiile in wiéssriger Umgebung befinden (Karukstis et al., 1998).
Obwohl die Spektren von DXR und DilCis(7) stirker als die von ACL und DilC;g(7)
iberlappen, konnte weder bei FL-DXR noch bei EL DXR ein Energietransfer beobachtet
werden. Daraus ldsst sich ableiten, dass sich DXR weiter weg von DilC5(7) befindet als ACL.
Beide Ergebnisse lassen vermuten, dass DXR nicht hydrophob genug ist um in groBen Mengen
in die Lipiddoppelschicht der Liposomen eingemischt zu werden. Gestiitzt werden diese
Vermutungen durch Untersuchungen von Friche et al. (1990) welche fiir ACL eine mehr als

200-mal hohere Loslichkeit im lipohilen Losemittel Octanol ermittelten als fiir DXR.

Bei den von Harrigan et al. (1993) beschriebenen DXR-haltigen Liposomen wird die
Einschlusseffizienz des Wirkstoffs gesteigert, indem ein pH-Gradient zwischen dem Lumen
der Vesikel und dem umgebenden Puffer eingestellt wird. Der pH-Wert des umgebenden
Puffers ist hierbei so gewdhlt, dass der Wirkstoff ungeladen und deshalb lipohiler ist. Der im
Liposomeninneren gewihlte pH-Wert bedingt die ionische Form des Anthracyclins, wodurch
ein Austreten durch die Lipiddoppelschicht verhindert wird. Um den Anteil an
membrangebundenem Anthracyclin zu maximieren, wurden in den hier beschriebenen
Versuchen alle Bestandteile von fusogenen oder endozytotischen Liposomen zusammen mit
der eingesetzten Menge Wirkstoff im apolaren Losemittel Chloroform aufgenommen.
AnschlieBend wurde das Losemittel im Vakuum abgezogen und der entstandene Film direkt

mit Puffer hydratisiert.
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Diese Priparationsmethode erlaubt keine Vorhersage dariiber, wo sich DXR- oder ACL-
Molekiile nach Schwellen der Liposomen befinden. Die hier diskutierten Ergebnisse lassen die
These zu, dass DXR sowohl innerhalb der Liposomen als auch im umgebenden Puffer zu finden
ist. In der Literatur ist DXR auch als membranstdndig beschrieben (Gallois et al., 1996; de Wolf
et al.,, 1991). Die hier gezeigten Ergebnisse konnen diese Aussage jedoch nicht bestitigen.
Moglicherweise ist die Menge der DXR-Molekiile, die an die Membran der Liposomen
assoziiert ist, nicht ausreichend um ein Energietransfersignal auszulosen. Durch die hohere
Lipidloslichkeit von ACL ist davon auszugehen, dass nach Priparation der Liposomen

verglichen mit DXR mehr ACL in der Liposomenmembran zu finden ist.

3.2 Zellulire Aufnahme von Anthracyclinen

Das zweite Ziel dieser Arbeit, neben dem Vergleich unterschiedlicher Formulierungen von
ACL und DXR, ist es, die Wirksamkeit dieser Formulierungen anhand der Brustkrebszelllinie
MDAMB-231 und der epithelialen Zelllinie MCF-10A zu bestimmen. Durch
Konfokalmikroskopie kann DXR anhand seiner Fluoreszenz innerhalb der Zelle lokalisiert
werden. Da die Wirksamkeit der Anthracyline abhingig von der aufgenommenen Dosis ist
(Rogalska et al., 2010), wird hier die zelluldre Aufnahmeeffizienz von DXR durch eine
zehnminiitigen Behandlung untersucht. Die eingesetzte DXR-Konzentration von 7,5 uM lag
deutlich iiber dem fiir DXR in PBS ermittelten 1Cso-Wert (3,3 uM, Abb. IL.5). Somit konnte
sichergestellt werden, dass nach Behandlung mit FL-DXR, EL-DXR und DXR in PBS genug
Wirkstoff eingebracht wurde um die zur Verlangsamung der Proliferation notwendigen
Mechanismen auszuldsen. Zudem war die Konzentration ausreichend um das
Fluoreszenzsignal im cLSM zu detektieren. Sowohl durch Behandlung mit frei in PBS gelostem
DXR, als auch durch Inkubation mit FL-DXR konnte genug Wirkstoff in MDAMB-231 Zellen
eingebracht werden, um die Zellkerne stark zu fiarben. Dariiber hinaus war DXR in einem dem
Kern vorgelagerten Kompartiment detektierbar. Die Farbung war hier jedoch weniger intensiv.
Die Anreicherung aullerhalb des Kerns liegt moglicherweise in den Mitochondrien vor. Fiir
A549 und MDAMB-231 Zellen konnte eine solche DXR-Anreicherung in Zellkern und
Mitochondrien nachgewiesen werden (Song et al., 2015). Nach 24 h war das kernlokalisierte
DXR-Signal nur abgeschwicht detektierbar und groBtenteils in vesikuldren Einschliissen im
Zytosol zu finden. Durch die Anwendung von FL-DXR konnten, im Unterschied zu freiem
DXR, schon frith in der zehnminiitigen Behandlung DXR-gefirbte Zellkerne ausgemacht

werden. Die erfolgreiche Fusion der fusogenen Liposomen konnte anhand einer homogenen
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Farbung der PM mit DilCis(7) nachgewiesen werden. Mittels fusogener Liposomen konnte
DXR mit einer hoheren Geschwindigkeit in die Zellen eingebracht werden. Nach 24 h war im
Vergleich deutlich mehr DXR-Signal innerhalb der Zellen detektierbar, dies deutet auf eine
hohere eingebrachte Dosis oder auf einen verlangsamten Abbau der eingebrachten Wirkstoffe

hin.

Obwohl durch die Fluoreszenzspektroskopie keine Lokalisation von DXR in der Membran der
fusogenen Liposomen nachgewiesen werden konnte, steigerten die fusogenen Liposomen die
zelluldre Aufnahme von DXR. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte hier nicht niher
aufgeklart werden. Die Ergebnisse legen jedoch nahe, dass ausreichend DXR mit der
liposomalen Membran assoziiert ist oder im Lumen der Vesikel verkapselt ist, um mit der
Fusion ins Zellinnere zu gelangen. Moglicherweise 16st die Fusion der fusogenen Liposomen
auch eine Perforation der PM der Zellen aus (Kube et al., 2017) und erleichtert so das

Eindringen von freiem DXR.

Die cLSM-Aufnahmen der behandelten MDAMB-231 Zellen nach Zugabe von freiem ACL
oder FL-ACL zeigten, in welchen Kompartimenten der Zelle Anthracyclin angereichert wurde.
Schon wihrend der zehnminiitigen Behandlung konnte eine ansteigende griine Fluoreszenz im
Zytosol der behandelten Zellen festgestellt werden (Abb. IV.6, 5 min; Abb. IV.7, 5 min). Im
Gegensatz zu DXR reicherte sich ACL nicht im Nukleus der Zellen an. Diese Lokalisation
auflerhalb des Zellkerns stimmt mit Ergebnissen von Kania et al. (2007a) und Egorin et al.
(1979) tiberein. Die in Abb. IV.7 gezeigten Aufnahmen erlauben keine Aussage zur genauen
zytosolischen Verteilung von ACL. Die von Rogalska et al. (2010) beschriebene Bildung von
ROS innerhalb von Tumorzellen legt eine Wirkung in den Mitochondrien nahe, experimentelle
Untersuchungen zur Lokalisation von ACL sind meines Wissens jedoch nicht beschrieben.
Obwohl sich ACL nicht im Nukleus anreichert, wird dem Wirkstoff eine inhibitorische
Wirkung auf Topoisomerase II zugeschrieben (Hajji et al., 2005). Das Protein ist an Prozessen
wie der Replikation, Transkription und Chromosomenkondensation beteiligt (Lyu et al., 2006).
Wahrscheinlich kommt es durch ACL zu einer indirekten Inhibition des kernlokalisierten
Proteins. Die detektierten Unterschiede der Fluoreszenzintensititen von ACL lieBen keinen
Riickschluss darauf zu, durch welche der beiden Formulierungsstrategien (ACL in PBS und

FL-ACL) mehr Wirkstoff in die Zellen eingebracht werden konnte.

82



LIPOSOMEN ALS TRANSPORTMITTEL FUR ANTHRACYCLINE

3.3 Zytotoxische Effekte von Doxorubicin und Aclacinomycin A

Um die zytotoxischen Effekte von ACL und DXR auf die Zelllinien MCF-10A und MDAMB-
231 zu ermitteln wurden sie mit aufsteigenden Konzentrationen beider Anthracycline
behandelt. Aufgrund der verschiedenen Proliferationsraten von MCF-10A und MDAMB-231
Zellen wurde die Konzentration bei halbmaximaler Aktivitét der beiden Anthracycline nach 72
h (MCF-10A) bzw. 96 h (MDAMB-231) bestimmt. Mit dem Vergleich verschiedener
Anwendungsformulierungen (frei in PBS, in fusogenen Liposomen und in endozytotischen
Liposomen) sollte untersucht werden, wie effizient die Wirkstoffe in die Zellen eingebracht

werden konnten.

Unabhingig vom behandelten Zelltyp lag der ICso-Wert von EL-DXR iiber dem von DXR in
PBS (Abb IV.8), die Verkapselung in endozytotische Liposomen bewirkt also eine
Verringerung der Wirksamkeit von DXR. Moglicherweise reicht die Behandlungszeit von
10 min nicht aus um DXR genauso wirksam in Zellen zu schleusen wie frei in PBS gelostes
DXR. Die PEG-basierte Modifikation zur Stabilisierung von Liposomen (Allen et al., 1993)
fiihrt in vitro also zu einer verringerten Abgabe von DXR ins Zytosol. In vergleichbaren
Experimenten zeigte Wiles et al. (1997), dass der Einsatz von PEG-modifizierten Liposomen
auch nach 48-stiindiger Applikation eine substanziell (~200x) niedrigere Toxizitdt gegeniiber
MDAMB-231 und anderen Krebszelllinien aufwiesen als im Ndhrmedium geldstes DXR. In
vivo liegt der Vorteil der sogenannten Stealth-Liposomen in ihrer verlingerten Zirkulation im
Blutkreislauf. Die injizierten Liposomen haben somit mehr Zeit um durch passives Targeting

im Tumorgewebe zu akkumulieren.

Durch den Einsatz von fusogenen Liposomen wurde die DXR-Zytotoxizitit gegeniiber MCF-
10A und MDAMB-231 auf das 1,6-fache (verglichen mit DXR in PBS) gesteigert. Sowohl die
erhohte Aufnahmeeffizienz durch FL-DXR als auch die verringerte Aufnahmeeffizienz von
EL-DXR deutet darauf hin, dass mindestens ein Teil des DXR liposomal verkapselt ist. Auch
wenn durch die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen keine Einlagerung von DXR in
die Liposomenmembran nachgewiesen werden konnte, kann von einer Assoziation des

Wirkstoffs innerhalb des Liposoms oder an die Au3enseite des Liposoms ausgegangen werden.

Durch Verkapselung von ACL in endozytotische Liposomen wurde die Wirksamkeit des
Anthracyclins im Vergleich zu frei gelostem ACL deutlich gesteigert. Die gleiche liposomale
Zusammensetzung fithrte zu einer deutlichen Verringerung der Wirksamkeit von DXR.

Wabhrscheinlich wird durch die Einlagerung von ACL in die Membran endozytotischer
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Liposomen deren Aufnahmemechanismus verdndert. Moglicherweise bewirkt ACL eine
Verinderung der Membraneigenschaften und erleichtert so den Transfer in das Zytosol der

behandelten Zellen.

Der ICso-Wert von FL-ACL liegt fir MDAMB-231 Zellen signifikant niedriger als bei EL-
ACL (p < 0,05) und ACL in PBS (p < 0,001) (Abb. IV.9). Durch fusogene Liposomen kdnnen
somit die hochsten Anthracyclin-Aufnahmeeffizienzen erzielt werden. Neben positiver Ladung
ist ein delokalisiertes m-Elektronensystem essenziell fiir den fusogenen Charakter der von
Csiszar et al. (2010) etablierten fusogenen Liposomen. In FL-ACL kann neben DilC5(7) auch
die planare, aromatische Ringstruktur des Anthracyclins als ein solches m-Elektronensystem
fungieren. Um genug Raum fiir Interaktionen zwischen DilC1g(7) und ACL zuzulassen, wurde
der Anteil von DilC;g(7) im Vergleich zu bisher beschriebenen fusogenen Liposomen um die
Hiilfte auf 2,5 mol% reduziert. Die Anwesenheit von ACL in der Liposomenmembran konnte
die Fusionseffizienz moglicherweise noch erhthen und somit den Transport in die Zielzellen

verbessern.

MDAMB-231 Zellen zeigen eine hohere Resistenz gegeniiber DXR als MCF-10A Zellen. Die
Zytotoxizitdt von ACL ist beiden Zelllinien gegeniiber hoher als die von DXR. Eine andauernde
Behandlung der Brustkrebszelllinie MDAMB-231 mit DXR fiihrt zu einer wachsenden
Resistenz gegeniiber dem Wirkstoff (Minotti et al., 2004). DXR verursacht eine verstirkte
Expression des ABC-Transporterproteins P-Gp, woraus ein wachsender DXR-Efflux aus der
Zelle resultiert (Schinkel und Jonker, 2003). Die wirksame Dosis von DXR wird infolgedessen
verringert. Die Bindungsaffinitit von ACL an P-Gp ist geringer als die von DXR, weswegen

die Entwicklung einer Resistenz gegeniiber ACL ausbleibt (Rogalska et al., 2014).

Ahnlich wie ACL zeigt auch Idarubicin sowohl eine geringere Bindungsaffinitit an ABC-
Transporterproteine (Kizek et al., 2012) als auch eine hohere Lipidloslichkeit als DXR. Ein
weiteres Anthracyclin mit hoher Lipidloslichkeit ist Carminomycin (Friche et al., 1990). Durch
ihre physikalischen Eigenschaften konnen die Wirkstoffe, wie auch ACL, effizient in
Liposomen verkapselt werden. Deswegen ist es wahrscheinlich, dass fusogene Liposomen auch

Idarubicin und Carminomycin effizient in Zellen einschleusen kdnnen.

Die verzeichneten Maximalaktivititen von ACL und DXR zeigten sich unabhéngig von der
Formulierungsstrategie. Da die Werte nur von Wirkstoff und Zelltyp abhéngig sind, ist davon
auszugehen, dass die Wirkstofftrager zwar die Wirkstoffaufnahme, nicht aber den eigentlichen

Wirkmechanismus der Anthracycline innerhalb der Zellen beeinflussen. Dariiber hinaus lédsst
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sich schlussfolgern, dass die eingebrachten Konzentrationen liposomaler Bestandteile und die

verwendeten Pufferlosungen keine toxische Wirkung auf die Zellen haben.

Die Bestimmung der ICso-Werte beruht auf der Erfassung aller vitalen Zellen nach Behandlung
der zu testenden Substanz. Frithapoptotische Zellen werden in einer solchen Zihlung nicht
aussortiert. Um die Auswirkungen von ACL und DXR auf die Apoptose von MCF-10A und
MDAMB-231 Zellen zu untersuchen, wurden die frith- und spét-apoptotischen Zellen mittels
Annexin V (und 7-AAD) geférbt und im Durchflusszytometer analysiert. Der Anteil an 7-AAD-
positiv markierten Zellen blieb ungeachtet der eingesetzten ACL- oder DXR-Konzentration
weitgehend unverindert. Gleichzeitig waren die Zellzahlen der behandelten Zelllinien jedoch
stark abhédngig von der eingesetzten Anthracyclin-Konzentration (vgl. ICso-Ergebnisse: Abb
IV.8, Abb. IV.9). Da der Versuchsablauf eine Messung nach 72 h (MCF-10A) bzw. 96 h
(MDAMB-231) vorsah, konnten Verinderungen vor oder nach dem gewihlten Zeitpunkt nicht

festgehalten werden.

DXR I6ste sowohl in MCF-10A als auch in MDAMB-231 Zellen erst oberhalb von 1 uM
wachsende Anteile apoptotischer Zellen auf. In den Versuchen zur Ermittlung der ICso-Werte
von ACL und DXR konnten beide Wirkstoffe schon unterhalb dieser Grenze verringerte
Zellzahlen auslosen. Dies deutet darauf hin, dass Apoptose und Nekrose nicht allein
ausschlaggebend fiir die reduzierten Zellzahlen nach 72 h (MCF-10A) bzw. 96 h (MDAMB-
231) sind. Moglicherweise konnte eine Anthracyclin-induzierte verlangsamte Proliferation der

Zellen Einfluss auf die Populationsgrof3e nehmen.

Rogalska et al. (2010) konnten anhand der Behandlung verschiedener Zelllinien (A549, HepG2,
MCEF-7) mit ACL innerhalb von 72 h zeitabhingige Aktivitdtsinderungen der an Apoptose
beteiligten Proteine Caspase-3 und Caspase-8 nachweisen. Um den Einfluss von Apoptose und
Proliferationsgeschwindigkeit genauer zu untersuchen, miissten weitere Zeitpunkte innerhalb

der mehrtigigen Kultivierung beprobt werden.

Der Transport von DXR in fusogenen Liposomen konnte den Anstieg apoptotischer Zellen im
Vergleich zu DXR in PBS und EL-DXR zu geringeren Konzentrationen hin verschieben (Abb.
IV.11 A und B). Da die Toxizitdt des Wirkstoffs von der in Zellen eingebrachten Dosis abhdngt
(Rogalska et al., 2014), ldsst sich schlussfolgern, dass DXR durch fusogene Liposomen
effizienter in Zellen eingeschleust wurde als durch EL-DXR und DXR in PBS. Die niedrigen
ICso-Werte von FL-DXR unterstiitzen diese Aussage. Im Vergleich von frei gelostem ACL mit

liposomal verkapseltem ACL zeigt sich dieser Unterschied noch deutlicher. Die Behandlung
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von MDAMB-231 Zellen mit FL-ACL konnte die gro3te Verschiebung des Apoptose-Anstiegs
zu niedrigeren Konzentrationen hin verursachen. Der deutlichere Unterschied zwischen freiem
und liposomalem ACL ist durch seine ausgeprigtere Lipophilie begriindet. Die grofte Fraktion
apoptotischer MCF-10A Zellen wurde durch die Behandlung mit EL-ACL ausgelost. Die ICso-
Werte von EL-ACL und FL-ACL liegen signifikant niedriger als der von ACL in PBS, jedoch
konnte zwischen fusogenen und endozytotischen Liposomen kein Unterschied festgestellt
werden. Die ausgelosten Apoptosewerte und die ermittelten ICso-Werte verdeutlichen, dass die
Wirkung von Anthracyclinen nicht allein auf das Auslosen von Apoptose beschrinkt sein kann.
Ein Zusammenspiel von Mechanismen wie veridnderte Proliferationsgeschwindigkeiten oder

Zellsterben durch Nekrose sind wahrscheinlich.

Die Brustkrebszelllinie MDAMB-231 zeigte nach Behandlung mit ACL deutlich héher Anteile
apoptotische Zellen als nach Behandlung mit DXR. Innerhalb der verschiedenen
Formulierungsstrategien erwies sich FL-ACL als effizienteste Wirkstoffmatrix. Die
Wirksamkeit der verschiedenen Formulierungen und der eingesetzten Anthracycline ist jedoch
zelltypabhingig. Unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber verschiedenen Anthracyclinen
ergeben sich beispielsweise aus dem Expressionsniveau resistenzvermittelnder ABC-
Transporterproteine, dem Differenzierungsgrad und den Proliferationsraten von verschiedenen

Zelltypen.

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen eine effiziente Verkapselung von ACL in fusogene
Liposomen. Sowohl ACL als auch DXR konnten durch fusogene Liposomen effizienter in
Zellen eingebracht werden als durch Aufnahme aus einer Pufferlosung. Trotz der geringeren
Lipophilie von DXR wiesen die verbesserten Aufnahmeeffizienzen von FL-DXR auf eine
Assoziation des Anthracyclins an die Liposomenmembran hin. Bei der Behandlung der
Brustkrebszelllinie MDAMB-231 zeigte FL-ACL die hochste Effizienz aller eingesetzten
Formulierungsstrategien. Fusogene Liposomen stellen eine wirksame Methode zur
Einbringung lipophiler Molekiile in die PM von Zellen dar. In dieser Arbeit wurden sie

erstmalig dafiir verwendet Anthracycline in eine Krebsmodellzelllinie einzuschleusen.
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V. AUSBLICK

Fusogene Liposomen konnten in der Vergangenheit als Transportmittel fiir verschiedenste
hydrophile und hydrophobe Inhalte genutzt werden. Der molekulare Mechanismus zur Fusion
der liposomalen Membran mit der Plasmamembran von Zellen ist jedoch noch nicht in allen
Details verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode etabliert, welche die
Fluoreszenzeigenschaften von BODIPY FL-DHPE dazu nutzt, Endozytose von Fusion zu
unterscheiden. Das Assay bietet die Moglichkeit, durch systematischen Austausch der
liposomalen Komponenten die essentiellen Voraussetzungen zur Erhaltung des fusogenen
Charakters der Liposomen zu untersuchen. Gegenwirtig wird in unserer Arbeitsgruppe eine

umfassende Versuchsreihe dazu durchgefiihrt.

Dariiber hinaus konnte die Methode dazu dienen, den Einfluss der beiden verschiedenen
Aufnahmemechanismen auf die Wirksamkeit nicht-fluoreszenter Inhalte zu untersuchen. So
konnten beispielsweise Nukleinsduresequenzen in fusogenen und endozytotischen Liposomen
verkapselt werden und ihre Transfektionseffizienzen miteinander verglichen werden.
Moglicherweise konnte die Methode auch auf Untersuchungen zur proteinvermittelten Fusion

von Liposomen iibertragen werden.

In dieser Arbeit konnte der Einfluss von verschiedenen Liposomen-Formulierungen auf den
Transport von Anthracyclinen untersucht werden. Die verschiedenen Lipidloslichkeiten von
Aclacinomycin A und Doxorubicin nahmen dabei groBen Einfluss auf ihre erfolgreiche
Verkapselung in Liposomen. Weitere fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen kénnten
die Lokalisation der Wirkstoffe innerhalb der Liposomen nédher bestimmen. Die Experimente
konnten dafiir um weitere Daunorubicin-Derivate erweitert werden, um den Einfluss ihrer

Lipidloslichkeit noch besser zu verstehen.

Fusogene Liposomen interkalieren mit verschiedenen Geschwindigkeiten in die
Plasmamembran unterschiedlicher Zelltypen. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist die
verschiedene Zusammensetzung der Gykokalyx unterschiedlicher Zelltypen. IThre hohe
Fusionseffizienz konnte jedoch anhand einer Vielzahl verschiedener Zelltypen experimentell
bestitigt werden. Fiir die Abgabe von therapeutischen Wirkstoffen wire eine spezifische Fusion
mit ausgewihlten Zielzellen (z.B. Krebszellen) von Vorteil. Durch Oberflachenmodifikation

der Liposomen konnte diese spezifische Abgabe der liposomalen Inhalte an Zielzellen erreicht
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werden. Moglichweiser konnte die Funktionalisierung mit Folat eine gesteigerte Fusion mit

Krebszellen bewirken.
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Abb. VII.1: Doxorubicinabgabe durch fusogene Liposomen. Adhdrente MDAMB-231 Zellen
wurden durch Zugabe der Liposomensuspension mit 7,5 uM Doxorubicin fiir 10 min
behandelt und wihrenddessen mikroskopiert. Die Temperaturunterschiede von
Liposomensuspension und Probe verursachten einen zwischen 0 sec und 60 sec einen
Fokusdrift. Danach war die Fokusebene stabil. Die obere Zeile zeigt die Uberlagerung
der Fluoreszenzkanile von DilCig(7) (rot) und Doxorubicin (griin). Colokalisation der
beiden Signale werden durch gelbe Fiarbung dargestellt. Die untere Zeile zeigt die
zugehorigen Bildausschnitte im Phasenkontrast. Innerhalb einer Minute nach Zugabe
der DXR-geladenen Liposomen konnten die ersten Fusionsevents mit der PM der
adhidrenten MDAMB-231 Zellen detektiert werden. MaBstab = 20 pm.
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Abb.  VIL2: Fluoreszenzeigenschaften von  liposomalem  Aclacinomycin  A.
Fluoreszenzspektren Aclacinomycin A in fusogenen (A) und endozytotischen
Liposomen (B) direkt nach der Verdiinnung der Liposomenstammldsung in PBS. Die
jeweilige Probe blieb im Gerét und wurde in Abstdnden von 5 min dreimal gemessen.
Die Anregung erfolgte bei Agx =488 nm.
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