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Abb. i-1: Die Prozession des Trojanischen Pferdes von Giovanni Domenico Tiepolo, 1760.

o [--.] &X' drye 81) petdfnt kat (tmov KOGHOV delGov
dovpatéov, Tov Enelog énoincev ouv Abnvn,
Ov mot' €g dkpomody 300V T)yaye dtog Odvocel

avopwv euminoog, ot Taov é&aldmatay [...].”

Die griechische Belagerung Trojas trat in das 10. Jahr, als Odysseus die kriegsentscheidende
List ersann und ein riesiges holzernes Pferd bauen lie3, in dessen Bauch die tapfersten Krieger
Griechenlands verborgen wurden. Scheinbar den Krieg aufgebend, zogen sich die Griechen
zurlick und hinterlieRen das Ross als Opfergabe fiir den Gott Poseidon vor den Toren der Stadt.
Von Sinon wurden die Trojaner alldann bewogen, das Ross in ihre Stadt zu ziehen, um die
Gottheit fiir sich einzunehmen. In der folgenden Nacht 6ffneten die griechischen Krieger das

unerstiirmbare Stadttor und besiegelten so das Schicksal von Troja.

[Aus der Odyssee,8. Gesang, Homer, 8. Jhs v. Chr.]
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I Einleitung
1.1 Candida Spezies und deren Bedeutung als Humanpathogen
1.1.1 Ubersicht der invasiven Mykosen

Pilze sind in den letzten drei Jahrzehnten als wichtige Ursache humaner Erkrankungen
identifiziert worden, insbesondere bei immungeschwichten Patienten und Patienten mit
schweren Grunderkrankungen [1, 2]. Zu den Riskogruppen gehdren Personen, die sich
hdmatopoetischen Stammzelltransplantationen, Organtransplantationen, gréferen Operationen
(vor allem abdominelle Chirurgie) oder einer immunsuppressiven Therapie unterziechen sowie
Patienten mit AIDS, Tumorerkrankungen, fortgeschrittenem Alter und Frithgeborene [3]. Die
Neutropenie ist dabei der wichtigste einzelne Risikofaktor, wobei der Neutropeniedauer eine

entscheidende Bedeutung zukommt [4].

Pilzinfektionen sind in erster Linie opportunistisch, sie konnen aber auch endemisch (Ausbruch
in einer Gemeinde) auftreten. Von zentraler Bedeutung bei opportunistischen Mykosen sind vor
allem Erreger der Candida spp., Cryptococcus neoformans, Pneumocystis jirovecii und
Aspergillus spp., obwohl die Liste stetig anwéchst [1, 5]. So stieg zwischen 1979 und 2000 der
prozentuale Anteil von Pilz-assoziierten Sepsisfillen um 207%, mehr als bei jedem anderen
Erreger [2]. Weiterhin wurden in der ,,Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological
Importance* (SCOPE) Studie, einer 49-Zentren Studie von fast 25000 himatogen-nosokomialen
Infektionen, Pilze in 9.5% der Félle als ursdchliches Sepsispathogen identifiziert mit Candida
spp. als den vierthdufigsten Erreger iiberhaupt, nur noch iibertroffen von Koagulase negativen

Staphylokokken, Staphylokokkus aureus und Enterokokken [1].

Insgesamt entfallen 75% aller invasiven Pilzinfektionen auf Candida spp. [1]. Dabei stellen
insbesondere Candidédmien, die mit einer Mortalitdt von 25 - 60% belegt sind [6], ein grofes
Problem dar [1]. Die Infektionsquelle ist der Patient meist selbst (endogen), in welcher die
kommensale Pilzflora auf der Haut und im Magen-Darm-bzw. Urogenital-Trakt die Gelegenheit
ergreift, eine Infektion zu verursachen, wenn das Immunsystem und die sog. Anti-Candida-

Barriere schwach sind [1].

Candida spp. gehoren taxonomisch dem Stamm der Ascomycota und der Familie der
Candidaceae an. Obwohl mehr als 100 Arten von Candida bekannt sind, sind nur wenige
humanpathogen, da der GroBteil nicht zu einem Wachstum bei 37°C befahigt ist [7]. De facto
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entfallen etwa 95 - 97% aller Candida assoziierten Infektionen auf nur 5 Spezies: Candida
albicans (C. albicans), Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis und
Candida krusei; insgesamt sind lediglich 13 fakultativ humanpathogene Candida Spezies in der
Literatur beschrieben [1]. C. albicans ist der mit Abstand am héaufigsten identifizierte Erreger,
obwohl in den letzten Jahren ein 7 - 10% iger Riickgang mit Verschiebung zu non-albicans
Arten zu verzeichnen war [1]. Trotzdessen ist er allein fiir 90 - 100% der mukosalen Infektionen
und 40 - 70% der Candiddmien verantwortlich [7]. Klinische Affektionen reichen von oraler
Candidiasis, Osophagitis iiber Infektionen des Urogenitaltraktes, die als sogenannte
oberfldchliche Candidiasis in der Regel nicht lebensbedrohlich sind; wenn das Pathogen jedoch
in die Blutbahn gelangt, kann die Infektion disseminieren und Nieren, Herz oder Gehimn
infizieren (invasive Candidiasis). Dabei kann das klinische Bild foudroyant mit den typischen
Zeichen einer bakteriellen Sepsis — Fieber, septischer Schock, Vigilanzstorungen, Multi-
Organversagen — einhergehen (z.B. disseminierte oder systemische Candidiasis) oder
subakut/chronisch (z.B. chronische disseminierte Candidiasis) verlaufen [8]. Virulenzfaktoren
spielen in allen Stadien der Infektion eine groe Rolle. Dazu gehoren unter anderem Adhésine,

sekretierte Proteasen und zytoplasmatische Proteine.

Die Griinde fiir die vergleichsweise schlechte Prognose von invasiven Mykosen werden
kontrovers diskutiert. Entscheidend fiir die Prognose ist neben der Immunkompetenz des
Patienten selbst, die frithzeitige Therapieinitiation. Jedoch erreichen derzeitig eingesetzte
Therapeutika hiufig keine ausreichend effektiven Gewebespiegel und sind in hohem Mafle
zytotoxisch [9]. Aus diesem Grund wiére es essentiell {iber Behandlungsstrategien mit einer

verbesserten Wirkstoffakkumulation am Infektionsort zu verfiigen.

1.1.2 Candida albicans — Morphologie und Virulenzfaktoren

Die ubiquitdre Prasenz von C. albicans basiert auf seiner Féahigkeit als Saprobiot im humanen
Organismus durch Adaptation der Morphologie und Physiologie zu iiberleben [10]. Einer
besonderen Bedeutung kommt dabei der Zellwand zu, die nicht nur die Interaktion zwischen
dem Mikroorganismus und der Umgebung vermittelt sondern auch die morphologische

Plastizitit des Pilzes ermdglicht.

C. albicans ist ein polymorpher Organismus, der zwischen einzelligen Hefeformen,
mehrzelligen, filamentdsen Wachstumsformen und Sporenbildung in Abhéngigkeit von der

Umgebung variieren kann [11, 12]. Hefezellen dienen insbesondere zur Besiedlung und
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Verbreitung durch Knospung von der Mutterzelle (Blastospore) im Wirt. Bei den invasiven,
filamentdésen Wachstumsformen wird zwischen Pseudohyphen und echten Hyphen
unterschieden, wobei echte Hyphen durch Septen voneinander abgetrennt sind und
Pseudohyphen, im Gegensatz dazu, nach der Sprossung zwar ein Septum bilden, aber an der

Mutterzelle befestigt bleiben [12, 13].

Der Morphotypenwechsel kann durch unterschiedliche Umgebungsfaktoren ausgeldst werden.
So begiinstigen beispielsweise Temperaturen < 35°C und pH Werte < 6.5 die Ausbildung von
Hefen, wihrend Temperaturen > 35°C bzw. pH Werte > 6.5 zur Induktion des
Hyphenwachstums fithren [14]. Gleichermassen fordern Stresssituationen, anaerobe
Bedingungen und Serum- oder Makrophagenkontakt die Ausbildung von Filamenten [15]. Unter
nahrstoff- und sauerstoffarmem Bedingungen kann C. albicans in Form von sogenannten

Chlamydosporen iiberdauern [11, 14].

Die zentrale Bedeutung dieses Polymorphismus fiir die Virulenz von C. albicans wird bei der
Betrachtung unterschiedlicher Morphologiemutanten deutlich. Als Beispiel sei die C. albicans
Doppelmutante cphl/cphl efgl/efgl erwidhnt, die aufgrund ihrer Unfahigkeit Filamente
auszubilden im Mausmodell avirulent ist [16]. Uberraschenderweise zeigen hyperfilamentdse
Mutanten wie pde2/pde2 ebenfalls eine verminderte Virulenz [17], obwohl unbestreitbar ist, dass
die Hyphenbildung entscheidend fiir die Invasivitdt von C. albicans ist [18]. Demnach korreliert
die Virulenz nicht mit der Wachstumsform per se, vielmehr scheint die Fahigkeit zum
Morphotypenwechsel und den damit assoziierten Verdnderungen essentiell fiir den Grad der
Pathogenitdt zu sein [18]. Hierbei sind insbesondere  Verdnderungen  der
Adhisionseigenschaften, die Expression von hydrophoben Zelloberflichenmolekiilen und die
Sekretion von Aspartylproteasen sowie Phospholipasen zu erwdhnen, die mit dem Wechsel der

Wachstumsform die Pathogenitit von C. albicans beeinflussen [10, 19].

1.1.3 Rolle der Leukozyten bei der Immunabwehr von C. albicans

Wie in Kapitel 1.1.2 bereits angedeutet, unterstiitzen vielfiltige Virulenzfaktoren die Invasivitit
von C. albicans im humanen Organismus [13]. Bei der Erkennung und Bekdmpfung einer
solchen Infektion spielt das angeborene Immunsystem eine zentrale Rolle, indem es schnell auf

die Pathogene reagiert und diese eliminiert [20]. Dazu zéhlen zirkulierende Immunzellen —
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Neutrophile, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen —, Epithelbarrieren und

verschiedene Proteine (Komplementsystem, Defensine, Kollektine etc.) [21].

Die phagozytire Identifizierung von C. albicans erfolgt weitestgehend durch pathogen-
spezifische Strukturen, sogenannte “pathogen-associated molecular patterns” (PAMPs). Zu den
wichtigsten fungalen PAMPs gehoren die Zellwandkomponenten Mannan und B-Glukan. Diese
werden von verschiedenen Membran-gebundenen Rezeptoren auf den Phagozyten u. a. Lektine
(Dectin-1), Integrine und Toll-like Rezeptoren (pattern recognition receptors; PRR) erkannt und
ermoglichen somit die Einleitung der Phagozytose und Produktion von proinflammatorischen
Mediatoren (z.B. TNF-a) ohne dass der Pilz zuvor opsoniert sein muss [22]. Wie viele andere
Pathogene verfiigen auch Fungi iiber Strategien, sich der Erkennung durch Phagozyten effektiv
zu entziehen (Immunevasion). Ein wesentlicher Mechanismus besteht in der Unkennbarmachung
oder ,Maskierung” von PAMPs, die insbesondere bei filamentdsen Wachstumsformen
beobachtet wird. C. albicans kann weiterhin durch Sezernierung von Komplementproteasen und
Rekruitierung von regulatorischen Proteinen wie C4 bindendes Protein und Faktor H das

Komplementsystem inhibieren und somit einer Immunattacke entgehen [22, 23].

Nach der Erkennung von C. albicans folgt die Phagozytose und deren Aufnahme ins Phagosom.
Durch die Fusion des Phagosoms mit dem Lysosom ensteht das sogenannte Phagolysosom, in
dem der Fungus aufgrund der antimikrobiellen Umgebung zersetzt wird [24]. Dies beinhaltet u.
a. die Azidifizierung des Phagolysosoms durch ATPasen und verschiedene oxidative bzw. nicht-
oxidative Mechanismen mit dem Ziel der Einleitung einer adaptiven Immunantwort [22]. Der
eigenen phagolysosomalen Abtotung kann C. albicans durch Ausbildung von Hyphen entgehen
[25]. Interessanterweise wird dieses Phidnomen nur in bestimmten Phagozyten, nédmlich
Monozyten, beobachtet, da Neutrophile die Hyphenbildung unterbinden kénnen [15]. Zu den
weiteren Taktiken zdhlen die fungale Inhibition der phagosomalen Ausreifung durch
Veridnderung des intraphagosomalen pH Wertes und die Sekretion von spezifischen Proteasen,

die Apoptose der Immunzellen induzieren [22].

Bei der phagozytiren Abtotung von C. albicans ist der oxidative Burst von essentieller
Bedeutung. Die NADPH-Oxidase katalysiert die Generierung von Superoxidanionen (ROS), die
aufgrund ihrer Instabilitit in andere Oxidanzien wie z.B. Wasserstoffperoxid (H,0O,),
hypochlorige Sdure (HOCI), Peroxynitrit (ONOO") oder Nitrylchloride (NO,Cl) dismutieren.
ROS konnen sowohl intrazellulédr, in das Phagosom, als auch extrazelluldr freigesetzt werden

[22, 26]. Diese Erkenntnis ist bedeutsam, da Pseudohyphen und Hyphen im Gegensatz zu Hefen
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und Konidien aufgrund ihrer GroBe nicht phagozytiert sondern extrazelluldr abgetdtet werden.
Neben der NADPH-Oxidase existiert noch ein weiteres Enzym, die Myeloperoxidase (MPO),
die die Bildung von HOCI aus H,O, und Chloridionen katalysiert. Sie spielt bei der Bekdmpfung
von Pilzinfektionen jedoch nur eine untergeordnete Rolle, wie am Krankheitsbild der

chronischen Granulomatose (CGD) gezeigt werden konnte [26].

Die Phagozyten unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit, Fungi zu toéten oder ihr Wachstum zu
beschrianken in Abhédngigkeit von der jeweiligen Pilzart. Im Fall von C. albicans sind
Neutrophile (PMN) die potentesten Effektorzellen, gefolgt von den Monozyten (MNC),
Makrophagen und letzlich dendritischen Zellen [22]. PMN sind in der Lage sowohl Hefen als
auch filamentése Formen von C. albicans in gleichem Masse effektiv abzutdten. Im
Durchschnitt ingestiert ein Neutrophiler zwei Hefezellen, jedoch konnen bis zu zehn Hefen pro
Zelle aufgenommen werden, wovon ca. nur 20 - 30% erfolgreich abgetdtet werden [8]. Dabei
hochreguliert C. albicans in Gegenwart von ROS Gene zur Detoxifizierung wie z. B.
Superoxiddismutasen (SOD1-6), Katalase, Glutathion-Peroxidase- bzw. Glutathion-Reduktase-
Komplex sowie Thioredoxin-Peroxidase- bzw. Thioredoxin-Reduktase-Komplex und sichert
somit sein Uberleben [15]. MNC haben in etwa dieselbe Aufnahmekapazitit fiir C. albicans,
jedoch ist ihre Abtotungskapazitit infolge der fungalen Adaptation der Proteinbiosynthese und
Hyphenausbildung geringer [8, 15].

.14 Therapie von C. albicans Infektionen

Die Behandlung von C. albicans Infektionen stiitzt sich im allgemeinen auf 3 Wirkstoffgruppen:
Polyene (Amphotericin B), Azole (Ketoconazol, Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol) und

Echinocandine (Caspofungin, Micafungin) [27].

Derzeit stellen Amphotericin B (AmB) und neuerlich auch Echinocandine aufgrund ihres breiten
Erregerspektrums den Goldstandard in der empirischen Therapie invasiver Mykosen dar [28].
Das Erregerspektrum beinhaltet neben Candida spp. auch andere Pilzarten, die zusammen fiir >
95% der Pilzinfektionen verantwortlich sind. Dies ist bedeutsam, da die Prognose von Patienten
mit invasiven Mykosen, einschlieBlich Candidosen, von der zeitnahen Initiierung einer
addquaten Therapie abhédngt, die Diagnostik dabei aber oft sehr zeitaufwindig ist und

Verzogerungen in der Therapie mit einer erhohten Mortalitit verbunden sind [1].
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Aus klinischer Sicht ist die Erreger gerichtete antimykotische Therapie bevorzugt. Die Auswahl
der Therapie wird von der anatomischen Lokalisation der C. albicans Infektion,
Grunderkrankungen, Immunstatus sowie patientenspezifischen Risikofaktoren bestimmt [3]. Fiir
kutane lokalisierte Candidainfektionen stehen eine Vielzahl von topischen Antimykotika (z. B.
Clotrimazol, Econazol, Ciclopirox, Miconazol, Ketoconazol, Nystatin) zur Verfiigung [28]. Bei
Intolerabilitit, Versagen oder fortschgeschrittenem Krankheitsbild kann eine systemische
Therapie mit Azolderivaten (Fluconazol, Itraconazol) durchgefiihrt werden. Invasive Candidosen
wie z.B. Candiddmien und disseminierte Candidiasis in immunokompetenten, nicht-
neutropenischen Patienten erfordern Fluconazol (800 mg loading Dosis gefolgt von 400 mg/d)
als Therapie erster Wahl fiir wenigstens zwei Wochen [28]. AmB wurde iiber viele Jahre als
Alternative zu Fluconazol eingesetzt. Mit der Entwicklung der neueren Azole (z. B.
Voriconazole) und Echinocandine (z. B. Capsofungin), die ein geringeres Nebenwirkungsprofil
bei gleicher Prognose aufzeigen, wurde AmB jedoch in die tertidre Therapielinie zuriickgestuft
[28]. Im Gegensatz dazu sollten immunsupprimierte, neutropenische Patienten bei invasiven
Candidosen mit AmB oder Echinocandinen behandelt werden [28]. Die Dosis fiir AmB
Desoxycholat betriagt 0.5 - 1 mg/kg/d, wird liposomales AmB verwendet, werden hohere Dosen

von 3 - 5 mg/kg/d bevorzugt [28].

1.2 Aufbau und Wirkmechanismus von Amphotericin B

1.2.1 Struktur von Amphotericin B (AmB)

Amphotericin B ist ein makrozyklisches Heptaenantibiotikum bestehend aus einem Laktonring
mit 7 konjugierten Doppelbindungen. Das zugleich namensgebende amphotere Verhalten dieser
Substanz wird durch die Carboxylgruppe am Hauptring und die Aminogruppe am Mykosamin
hervorgerufen (Abb. 1-1) [29, 30]. AmB wurde 1955 erstmals aus Kulturfiltraten von
Streptomyces nodosus in Venezuela isoliert [31]. Als natiirliches Fermentationsnebenprodukt
entstand dabei auch Amphotericin A, das sich aufgrund seiner geringeren antifungalen Potenz

nicht als Therapeutikum durchsetzen konnte.

Angesichts seiner zwitterionischen Natur und der asymmetrischen Verteilung von hydrophoben
und hydrophilen Gruppen ist AmB in allen wissrigen und vielen organischen Losungsmitteln
nur schwer 16slich, was unter anderem die Ursache fiir die niedrige Magen-Darm-Resorptionrate

von < 5% bei oraler Verabreichung darstellt. Aufgrunddessen ist die intravendse Therapie
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obligat. Zur klinischen Anwendung wird AmB daher mit Natrium-Desoxycholat (AmB-D)
dispergiert. Nach deren Administration verteilt es sich geméil dem Mehrkompartimentenmodell
vorwiegend in Leber, Milz und Knochenmark. Der im Serum verbleibende Teil wird

iiberwiegend an B-Lipoproteine gebunden und zu 30 - 40% bilidr ausgeschieden. Die initiale

Halbwertszeit betrdgt etwa 24 hr, gefolgt von einer terminalen Halbwertszeit von bis zu 15

Tagen (biphasische Ausscheidung) [30, 32].

Molekulargewicht: 924.079 g/mol

Summenformel: C4H;NOy,
Loslichkeit: Wasser < 1 mg/l (pH 6 - 7)
Methanol 2000 mg/1

Ethanol 500 mg/1
Propylenglykol 1 mg/1

Abb. I-1: Amphotericin B-Struktur und chemische Eigenschaften
Im stark sauren oder basischem Milieu (< pH 2 und > pH 11) ist AmB mit ungefdhr 0.1 mg/ml schwer 16slich und

bildet Salze aus, die einen geringeren therapeutischen Index aufweisen [29].

1.2.2 Wirkungsmechanismus und —spektrum von Amphotericin B

AmB spielt aufgrund seines breiten Wirkungsspektrums nach wie vor eine zentrale Rolle bei der
Behandlung von lebensbedrohlichen Organ- und Systemmykosen. Das AmB-Wirkungsspektrum
beinhaltet Candidosen, Aspergillosen, Kryptokokkosen, Histoplasmosen, Kokzidioidomykosen
und Infektionen mit Blastomyces- und Mucor-Arten bei einer fungistatischen Konzentration von
0.03 bis 1.0 pg/ml [30, 32]. Dariiber hinaus werden Resistenzentwicklungen nur selten
beobachtet [33]. Neben Pilzinfektionen wird AmB auch bei Protozoen-Infektionen durch

Trichomonas, Leishmania, Trypanosoma und Entamoeba erfolgreich eingesetzt.

Der Wirkungsmechanismus beruht auf die Interaktion des AmB Molekiils mit Ergosterol, einem
wichtigen Bestandteil der fungalen Zellmembran. Derzeit wird angenommen, dass AmB-
Molekiile mindestens zwei verschiedene Membrankanaltypen in der fungalen Zellmembran
ausbilden konnen, die sich in ihrer Permeabilitdt unterscheiden (Abb. 1-2A) [34]. Monomere
AmB-Molekiile in der Lipiddoppelschicht formen zundchst via Komplexbildung mit den
Phospholipiden nicht-wissrige AmB-Poren. Dies fithrt vorerst zu einem Verlust von
monovalenten Kationen, hauptsidchlich K", spater auch von Mg2+, Ca”*" und PO,>, Aminosiuren,

kleinen Peptiden sowie Nukleinsdurederivaten [35]. In diesem Zustand wird die Pilzzelle nur in
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ihrem Wachstum gehemmt (fungistatisch), bleibt jedoch lebensfihig. Ab einer ,kritischen*
AmB-Konzentration (> 1 pM) kommt es durch Interaktion des Ergosterols mit der hydrophoben
Einheit der nicht-wissrigen AmB-Poren zur Ausbildung von transmembranen, wissrigen AmB-
Kanilen [36], die durch den Anstieg des intrazelluliren pHs infolge der erhdhten H™ bzw. OH

Permeabilitdt den fungalen Exitus hervorrufen (Fungizidie) [34, 37].

nicht-wéssrige wassrige
AmB-Poren AmB-Poren

Ergosterol Extrazellular

‘5@ W y\s@a
m RELE808 @J&J

Intrazellular
Mg 2+ Ca2t HY  OH" Cholesterol Ergosterol

PO* Na*

Abb. 1-2: Antigungaler Wirkungsmechanismus von AmB.
(A) Durch die Interaktion von AmB mit den Phospholipiden und Ergosterol wird die osmotische Integritét der
fungalen Zellmembran zerstort: es entstehen nicht-wéssrige und wéssrige AmB-Poren, die zu einem Verlust von

diversen Ionen und Anstieg des intrazelluldren pHs fiihren. (B) Strukturhomologie von Cholesterol und Ergosterol.

Der Wirkungsmechanismus steht aufgrund der hohen Affinitit von AmB zum
strukturhomologen humanen Cholesterol in unmittelbarem Zusammenhang mit den
Nebenwirkungen, die bei ca. 80% aller behandelten Patienten auftreten (Abb. 1-2B) [29, 30].
Dabei ist das Ausmal} der Nebenwirkungen bei jedem dritten Patienten so schwerwiegend, dass
die Dosis reduziert oder im ungiinstigsten Fall die Therapie sogar abgebrochen werden muss
[30]. Im Rahmen der Infusionstherapie treten vor allem Fieber, Schiittelfrost, Kopfschmerzen,
Myalgien, Hepatotoxizitdt, Blutbildverdnderungen und Thrombophlebitiden an der
Injektionsstelle auf, ferner kommt es zu Appetitlosigkeit, Erbrechen oder Durchfall [30, 32]. Die
klinische Hauptgefahr besteht in der ausgeprédgten Nephrotoxizitit im Sinne einer Azotdmie, die
mit einer hohen Mortalitdts- und Morbiditéitsrate einhergeht. Ab einer kumulativen Gesamtdosis

von 4 - 5 g muss bei 80% der Patienten mit irreversiblen Nierenschdden gerechnet werden [38].

1.2.3 Lipid assoziierte Amphotericin B-Formulierungen

Die schwerwiegenden Nebenwirkungen des ,.klassischen® AmBs, geben seit Jahrzehnten Anlass,

nach besser vertridglichen Applikationsformen mit gleicher therapeutischer Effektivitit zu



I. Einleitung 9

suchen. SchlieBlich gelang Lopez-Berenstein 1984 die erste erfolgreiche Herstellung von AmB-
haltigen Liposomen, deren Markteinfithrung in den 90iger Jahre zu einer deutlichen Steigerung
der Vertraglichkeit fiihrte. Dies ermdglichte die Verabreichung hoherer Dosierungen, die sich
jedoch trotz einer gesteigerten Gewebepenetration nur teilweise in einer verbesserten Prognose
widerspiegelten [39]. Dennoch hat das Auftreten nephrotoxischer Effekte noch immer relevanten
Einfluss auf die Mortalitdit und Dauer des Klinikaufenthalts [1]. Weitere Details und ein
Vergleich der drei kommerziell erhéltlichen lipidbasierten AmB Formulierungen sind Tabelle 1-

1 zu entnehmen.

AmBisome®, zugelassen seit 1997, ist die einzige echte liposomale AmB-Zubereitung und hat
in der Klinik aufgrund der iiberragenden pharmakokinetischen Eigenschaften mit einer deutlich
verbesserten AUC eine bedeutende Rolle eingenommen. Aufgrund der Biomembran
destabilisierenden Eigenschaften wurde die eingeschlossene AmB-Menge mit 10 mol% relativ
gering gehalten verglichen zu anderen lipidbasierten Formulierungen [40]. Akute
infusionsbedingte Nebenwirkungen treten im Vergleich zu konventionellem AmB mit
verminderter Haufigkeit auf [41, 42]. Das Auftreten der Nephrotoxizitidt kann in Abhéngigkeit

von der applizierten Dosis auf 10 - 15% reduziert werden [41, 42].

AmB-D AmBisome ABLC ABCD
AmB-Gehalt [mol% AmB] 34 10 33 50
Konfiguration Micellen Liposomen Gerippt Scheibenformig
Partikelgrofie [nm] 300 — 400 [45, 46] 60 — 80 1600 — 6000 120 - 140
Dosis [mg/kg/d] 0.6 5 5 5
Comax [g/ml] 1.1 83 1.7 3.1
AUC [ug x hr/ml] 17.1 555 9.5-14 43
Plasmakonzentration [mg/1] [43] 1.82+0.07 62.9+0.99 0.93 £0.03 0.85+£0.01
Halbwertszeit [hr] 27-39 8.6 16 28
Verteilungsvolumen [l/kg] 5.1 0.11 131 43
Clearance [ml/hr/kg)] 38 11 436 117
Nephrotoxizitat [%] 25-50 10-15 10-15 20
Preis [$/50 mg] [31] 12 188 135 93
Tagespreis [$/70 kg] 10-17 790 - 1316 805 — 945 336 — 448

Tabelle I-1: Vergleich der Charakteristika von AmB und seinen Formulierungen [31, 39, 40, 43-46]
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Amphotericin B-Lipid-Komplex (ABLC, Abelcete) wurde 1995 als erste Lipidformulierung
zugelassen. Der molare prozentuale AmB-Anteil ist im Gegensatz zu Ambisome auf 33%
angestiegen (Tab. I-1). Im infizierten Gewebe wird das eingeschlossene AmB durch vom Pilz
gebildete Lipasen freigesetzt [47], was niedrigere AmB-Plasmakonzentrationen, hdhere AmB-
Ansammlungen in der Lunge, Leber und Milz sowie die Halbierung der Nephrotoxizitit bei
gleicher Effektivitidt im Vergleich zu AmB-D ermoglichte [30, 48]. Trotzdessen verringerte sich
die Héufigkeit von akuten, infusionsbedingten Komplikationen nur minimal [49] oder gar nicht

[48].

AmB als kolloidale Dispersion (ABCD) wird iiber das retikulo-endotheliale System relativ
schnell aus dem Blut eliminiert und anschlieBend von der Leber in die Zirkulation freigesetzt
(Zweikompartiment-Pharmakokinetik) [30]. Dabei werden in der Milz, Leber und im
Knochenmark hohe Wirkstoffkonzentrationen erreicht wéihrend die Konzentrationen in der
Niere, Lunge und im Herz vergleichbar mit konventionellem AmB-D sind [49]. Obwohl
klinische Daten auf eine geringere Nephrotoxizitit hindeuten [30], fiihrten gehduft auftretende
infusionsbedingte Nebenwirkungen wie Fieber, Schiittelfrost und Kopfschmerzen zu

Anwendungslimitierungen [48].

1.2.4 Kostenanalyse der verschiedenen AmB Therapien

Tabelle 1-1 fiihrt die geschétzten Behandlungskosten der verschiedenen AmB-Formulierungen
pro Tag bei einem Durchschnittspatienten von 70 kg Korpergewicht auf [31]. Es ist
offensichtlich, dass die Therapie mit konventionellem AmB-D die weitaus kostengiinstigste
Therapieform darstellt, jedoch auch mit dem hochsten Toxizitétsrisiko assoziiert ist. Anhand der
Therapiekosten und —komplikationen wird deutlich, dass eine grole Nachfrage nach AmB-
Darreichungsformen mit geringerem Nebenwirkungsprofil besteht, die die Vorteile der Lipid-

basierenden Formulierungen bei giinstigeren Produktionskosten aufweisen.

1.3 Erythrozyten als Arzneistofftrager (drug carrier)

Ein systemisch applizierter Arzneistoff verteilt sich entsprechend seines Verteilungs-
koeffizienten in den verschiedenen Kompartimenten des Organismus und verursacht dabei
Nebenwirkungen. Ideal wire es deshalb Wirkungsort und -dauer eines Pharmakons gezielt
steuern zu konnen (drug targeting), ohne gesundes Gewebe zu beeinflussen. Die ersten Ideen

zum Konzept des drug targeting stammten von Paul Ehrlich, der die Vision einer sogenannten
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,.Zauberkugel* verfolgte. Demnach sollte ein Medikamententragersystem folgende Bedingungen

erfullen:

1. kontrollierte Freisetzung in der Zirkulation oder im Zielgewebe
2. nicht toxisch, nicht immunogen

3. chemisch und physikalisch stabil

4. biodegradierbar

5. giinstige und einfache Herstellung

1.3.1 Erythrozyten
Erythrozyten (RBCs) bilden mit 4.5-5.5 Mio Zellen/'mm’ die groBte Blutzellpopulation. Nach

ihrer Ausreifung im Knochenmark und der anschlieBenden Ausschleusung in die Blutbahn sind
sie maBigeblich fiir den Sauerstoff- und Kohlendioxidtransport im menschlichen Organismus
zustandig (Abb. I-3A). Die Sauerstoftbindung erfolgt reversibel an den Eisenkomplex des
Protoporphyrins IX (Hdm), das zusammen mit Globin das sauerstoff-transportierende Protein
Hamoglobin bildet. Himoglobine bestehen aus 4 Untereinheiten (20, 2f3) und repriasentieren mit
90% den Hauptbestandteil der RBCs. Der ausgereifte Erythrozyt stellt sich als organellenloses,
bikonkaves Diskoid mit einem Durchmesser von ca. 7.8 um und einem Volumen von 85-93 fl

dar. Thre Lebensdauer betragt ca. 100 bis 120 Tage [50].

A B Band 3 Proteins.

Hamoglobin Ham

Sauerstoff 1 ad
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Abb. 1-3: Aufbau des RBC. (A) RBC bestehen zu 90% aus dem Sauerstoff-bindenden Protein Hamoglobin, das
zum Sauerstoff- und Kohlendioxidtransport dient (modifiziert nach [51]). (B) Aufbau der erythrozytiren
Zellmembran [52].

Actin Protofilament =

Die Scheibenform verdankt der RBC seinem Membranskelett, dass eine aullerordentliche
Flexibilitdt und Verformbarkeit aufweist. Dieses besteht aus einem fldchigen Netz von Spektrin-

Filamenten, die durch kurze Aktin-Filamente zusammen gehalten werden und in der
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Zellmembran verankert sind (Abb. 1-3B) [53]. Die Zellmembran besteht aus einer
Lipiddoppelschicht, die sich aus 20% Wasser, 35% Lipiden, 40% Proteinen und 6%
Kohlenhydraten zusammensetzt [54]. In der Lipiddoppelschicht befinden sich integrale,
transmembrane und amphiphile Proteine, die sich durch laterale Diffusion in der Membran
bewegen konnen (Flipflop) oder durch nicht-kovalente Bindungen mit peripheren Proteinen in
der Membran immobilisiert sind [53]. Diese biochemische Komposition garantiert die

mechanische Flexibilitit der RBCs.

1.3.2 Arzneistoffeinschluss (Beladung) in Erythrozyten

Erythrozyten eignen sich aufgrund ihres Beladungsvolumens, Biokompatibiltit und Lebensdauer
als exzellente drug carrier. Die erste erfolgreiche erythrozytire Beladung gelang Gardos 1953
mit den Enzymen B-glucosidase und B-galactosidase; bereits 14 Jahre spiter erfolgten die ersten
Beladungen mit Arzneimitteln [55]. Seitdem sind zahlreiche Beladungsverfahren im Bereich der
erythrozytiren Tragersysteme etabliert worden, um sie fiir verschiedenste Substanzen nutzbar zu
machen. Heutzutage dehnt sich das Beladungsspektrum auf diverse Arzneistoffe, Nanopartikel,
Magnetite, Peptide, Proteine, Enzyme, Nukleotide und Vakzine aus [56, 57]. Tabelle 1-2 gibt
einen Auszug iiber bisher inkorporierte Arzneistoffe und deren Anwirkungsbereiche. Obwohl
theoretisch jede Substanz in RBCs inkorporiert werden kann, eignen sich insbesondere solche
fiir die Beladung, die ausreichend wasserloslich sind, unempfindlich gegentiber Inaktivierung im
Zellinneren und keine Interaktion mit der Zellmembran eingehen [56]. Dabei kann der
Arzneistoff abhingig von seinen physiko-chemischen Eigenschaften entweder {iber Liganden
(ir)re-versibel an die Zelloberfliche gebunden oder bevorzugterweise im Zellinneren
eingeschlossen werden. Dies bietet folgende Vorteile: (a) Schutz vor Abbau, (b) Mdoglichkeit des
Drug Targetings, (c) verzogerte Wirkstofftreisetzung und (d) Reduzierung von Nebenwirkungen

[56, 58, 59].

Zur intrazelluldren Beladung von RBCs stehen drei Verfahren zur Verfiigung [56]:
1. auf hypotone Hiamolyse basierende Verfahren
a. hypotone Verdiinnung (hypotonic dilution)
b. hypotone Dialyse (hypotonic dialysis)
c. hypotones Vorschwellen (hypotonic preswelling)
2. Elektroporation

3. chemische Membranzerstorung
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Die am haufigsten verwendete Methode ist die hypotone Hamolyse, die erstmals von Dodge
1962 beschrieben wurde. Sie macht sich die Eigenschaft von Erythrozyten zunutze bei
reduziertem osmotischen Druck das Volumen um bis zu 25 - 50% zu vergroBern [60, 61]. Durch
die dabei entstehenden Poren von 200 - 500A kann das Himoglobin ungehindert entweichen
(Hamolyse) und die zu inkorporierende Substanz aufgenommen werden. Sobald der
Tonizitdtsgradient wieder ausgeglichen wird, fusionieren die Membranbruchstiicke (resealing)
und bilden eine intakte Membran um die aufgenommene Substanz herum [62]. Basierend auf
dieser Methode existieren drei Varianten, die sich in Bezug auf die Einschlusseftizienz und
Zirkulationseigenschaften der RBCs unterscheiden (siehe 1. a-c). Unter ihnen ist die hypotone
Dialyse die vorteilhafteste Methode, da biochemische und physiologische Eigenschaften der
RBCs gewahrt bleiben und dariiberhinaus die héchste Substanzeinschlussrate (30 - 50%) und
Zellrecovery (70 - 80%) erzielt wird [50, 61]. Beschrieben wurde diese Methode erstmals 1959
von Klibansky; 1977 wurde sie von Deloach et al. als Beladungsverfahren fiir Erythrozyten
etabliert [63]. Eine weitere Methode ist das hypotone Vorschwellen, bei dem durch schrittweise
Erniedrigung der Tonizitdt ebenfalls ein zellschonender Wirkstoffeinschluss in die Erythrozyten
mit einer exzellenten Zellrecovery erreicht wird. Im Gegensatz zu den bereits erwdhnten
Verfahren weist die hypotone Verdiinnungsmethode neben einer relativ niedrigen
Substanzeinschlussrate auch eine kurze Zirkulationsdauer auf, da die RBCs aufgrund der
extensiven Membranschiadigung schnell vom retikulo-endothelialen System (RES) eliminiert

werden [56, 61].

Eine weitere Methode ist die Elektroporation, bei der durch Anlegen eines elektrischen Impulses
mikroskopisch kleine Locher in die Zellmembran erzeugt werden; sie wird jedoch eher selten zur

Medikamentenbeladung angwendet [50].

Neben der Beladung ist die Freisetzung des Arzneistoffs aus den RBCs von ebenso grofler
Bedeutung. Die Freisetzungsgeschwindigkeit wird insbesondere von den physikalisch-
chemischen Eigenschaften der eingeschlossenen Substanz bestimmt. Unterschieden werden (a)
Diffusion durch die RBC Membran z.B. Phenytoin, Dexamethason; (b) Ruptur der Membran
z.B. Gentamicin, Enalapril und (c¢) Mischform, abhingig von Polaritdt und MolekiilgroBe kann
das Medikament langsam durch die Membran diffundieren, Restmengen werden bei Ruptur

freigesetzt z. B. Erythropoeitin, Isoniazid [56].
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Eingeschlossene Substanz
Amikacin

Rubomycin

Daunomycin

Actinomycin D

Adriamycin

Etoposid

Bleomycin

Ara-C

Methotrexat

L-Asparaginase
Indolyl-3alkan-a-hydroxylase
Interleukin-2

Gentamicin

Metronidazol

Isoniazid

Primaquinphosphat
Glutathion

9(2-phosphonylmethoxyethyl)Adenin

Anti-sense PNA
K48R ubiquitin
Propranolol
Enalapril
Salbutamol
Dexamethason
y-Aminolevulinatdehydratase
Arginase

Factor IX
Desferrioxamin
Erythropoietin

Insulin

Methodik

Hypotone Verdiinnung

Hypotone Verdiinnung, chemisch
Hypotone Verdiinnung

Hypotone Dialyse

Hypotone Dialyse

Hypotone Verdiinnung

Hypotone Verdiinnung, Dialyse
Hypotones Verdiinnung, Elektroporation
Hypotone Dialyse, hypotone Verdiinnung
Hypotone Verdiinnung

Hypotone Dialyse, Elekroporation
Hypotone Dialyse

Hypotones Vorschwellen
Hypotones Vorschwellen
Hypotones Vorschwellen
Hypotone Dialyse

Hypotone Dialyse

Hyptonone Dialyse

Hypotone Dialyse

Hypotones PVorschwellen
Hypotones Vorschwellen
Hypotone Verdiinnung

Hypotone Dialyse

Hypotone Verdiinnung

Hypotone Verdiinnung und Dialyse
Hypotone Dialyse

Hypotone Verdiinnung, Dialyse
Hypotone Dialyse

Hypotone Dialyse

Anwendungsbereich
Tumor

Tumor

Leukédmie

Tumor

Tumor

Tumor

Tumor

Leukémie

Tumor

Leukédmie, Tumor
Tumor

Tumor

Infektion

Infektion
Tuberkulose

Malaria

Retrovirale Infektion
Retrovirale Infektion
Retrovirale Infektion
Immunomodulation
Hypertonus
Hypertonus

Asthma

COPD, Zystische Fibrose
Porphyrie
Hyperarginindmie
Hemophilie B
RES/Hémosiderose
Andmie

Diabetes mellitus

Tabelle I-2: Zusammenstellung von in Erythrozyten eingeschlossener Wirkstoffe, Peptide, Enzyme und deren
Anwendungsspektrum [50, 56, 57, 64]

1.3.3 Targeting von RBCs

Wie bei anderen angewendeten Trigersystemen z. B. Liposomen und Nanopartikeln ist

Targeting auch bei RBCs ein wichtiger Aspekt des DDS. Dabei kann das Targeting entweder

durch Phagozyten (RES-targeting) oder andere, nicht phagozytire Strukturen (Non-RES

targeting) erfolgen [56].
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Im RES-targeting macht man sich die FEigenschaft von Leukozyten zunutze, alternde
Erythrozyten infolge des Verlusts ihrer Membranintegritit und Flexibilitét zu erkennen und diese
zu phagozytieren. Dabei fithren Verschiebungen in der Membranzusammensetzung, vor allem
die extrazelluldre Anreicherung von Phospholipiden wie Phosphatidylserine (PS), zur
phagozytiren Erkennung der RBCs. Ahnliche Membranverinderungen werden im Rahmen des
Beladungsverfahrens hervorgerufen; die groBten strukturellen Verdnderungen werden bei der
hyptonen Verdiinnungsmethode beobachtet, wihrend die hypotone Dialyse und das sogenannte
Vorschwellen relativ membranschonend sind [56]. Somit kann in Abhédngigkeit vom Grad der
Membranschadigung beeinflusst werden, ob der Wirkststoff innerhalb weniger Minuten oder
Stunden via Phagozytose aus der Zirkulation eliminiert wird oder iiber einen lingeren Zeitraum
zirkuliert. Leber und Milz sind die primiren Akkumulationsorte der Arzneistofftrager. Dies
macht man sich insbesondere bei der Therapie von Lebertumoren [65], parasitiren
Erkrankungen [56, 65] und lysosomalen Speichererkrankungen zunutze [56]. Dariiberhinaus sind
Methoden etabliert worden, um das RES-targeting zu intensivieren. Dazu gehdren u. a. die
Applikation  von  diversen = Membranstabilisatoren  wie z. B.  Glutaraldehyd,
Bis(sulphosuccinimidyl)suberat und 3,3'-Dithiobis(sulphosuccinimidyl)-propionat, die eine
Verringerung der RBC Verformbarkeit bewirken sowie die Beschichtung mit verschiedenen

Antikorpern [56].

Neben dem RES konnen auch Organe auBlerhalb des RES mittels RBCs gezielt angesteuert
werden. Dazu stehen drei unterschiedliche Methoden zur Verfiigung: 1. Co-Einschluss von
paramagnetischen Partikeln in RBCs (magnetisches Targeting); 2. Anwendung von
Ultraschallwellen; und 3. spezifische Antikorper an der Erythrozytenmembran wie z. B. a-Thy-
1.2 zum Targeting der zytotoxischen T-Zellen [56]. RBCs, die neben einem Wirkstoff auch
paramagnetische Partikel wie Magnetite beinhalten, konnen durch ein duleres Magnetfeld an die
gewiinschten Stellen im Korper dirigiert werden. Erfolgreich angewandt wurde dieser Effekt
bereits bei Therapie von entziindlichen Geschehen mit Diclofenac und Ibuprofen sowie bei der

Therapie von Tumoren [56, 65].
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I Aufgabenstellung

Das Spektrum der humanen C. albicans Kolonisierung reicht von symbiotischer Koexistenz bis
hin zu schwerwiegenden, systemischen Infektionen, die insbesondere bei immungeschwéchten
Patienten mit einer hohen Mortalitdt verbunden sind. Dabei spielen die Zellen des angeborenen
Immunsystems, MNC und PMN, eine bedeutende Rolle in der Begrenzung und Ausbreitung
einer fungalen Infektion. Das Polyen-Antibiotikum AmB gehort zum therapeutischen Standard,
das jedoch trotz hoher Effektivitit aufgrund eines fulminanten Nebenwirkungsprofils im
klinischen Bereich nur noch eingeschrankt angewendet wird. Stattdessen werden AmB Analoga
wie AmB Ester und Liposomen sowie neuere antifungale Substanzen eingesetzt, die oft weniger
effizient oder sehr kostspielig sind. Daher ist die Entwicklung alternativer AmB Delivery

Strategien dringend erforderlich.

Erythrozyten scheinen aufgrund ihrer vielseitigen Carrier-Eigenschaften zum Transport von
schwerldslichen Substanzen wie AmB geeignet. Mehr noch, Targeting der AmB
transportierenden RBCs zu den Leukozyten mit anschlieBender intrazelluldrer Aufnahme stellt
einen idealen Ansatz zur gezielten Verstirkung der intra- und extrazelluldren Pilzabwehr sowie
zur Erhohung der Wirkstoffakkumulation an den Orten der aktiven Infektion dar — im Sinne

eines trojanischen Pferdes.

Hauptziele der vorliegenden Arbeit sind daher zum einen die Untersuchung von Erythrozyten als
drug carrier fiir schwerlosliche Arzneistoffe am Beispiel von AmB und zum anderen die

Beurteilung des phagozytéiren Systems als Arzneistofftransporter und -reservoir.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte die Methodik der AmB-Inkorporierung in
Erythrozyten etabliert werden. Daneben sollte eine zusétzliche Beladung mit Magnetit weitere
Targetingmoglichkeiten schaffen, die die Moglichkeit eines therapeutischen Monitoring mittels

MRTs eroftnet.

Im zweiten Teil wird die Effizienz der phagozytiren Aufnahme der AmB beladenen RBCs sowie
deren Wirkstofffreisetzung und intra- bzw. extrazelluldre antifungale Potenz untersucht. Dariiber
hinaus werden kurz- und langfristige Auswirkungen der intrazelluliren AmB-Akkumulation auf

die Funktionalitit der MNC und PMN beurteilt.
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Il Material und Methoden
.1 Amphotericin B-Nanosuspension (AmB-NS)

Die AG Prof. Dr. Miiller (Institut fiir Pharmazie, Freie Universitit, Berlin) stellte eine 1%ige
Amphotericin B-Nanosuspension (AmB-NS) mit einer Teilchengréfle von durchschnittlich @ 65
nm und einem Polydispersititsindex von 0.454 als Ausgangsbasis fiir die Experimente zur

Verfiigung.

Unter Nanosuspensionen (NS) versteht man kolloiddisperse fest-fliissig Systeme mit
PartikelgroBen im Submikronbereich. Die in dieser Arbeit verwendete AmB-NS wurde mithilfe
der im Patent DE 10 2005 017 777.8 beschriebenen rekombinanten Technologie hergestellt [66].
Dazu wurden 400 mg pulverformiges AmB in 10 g DMSO gel6st, schockgefroren und danach
lyophilisiert (Christ Alpha, Osthall am Harz, Deutschland). Die gewonnenen Lyophilisate
wurden in 40 g einer 1% igen wissrigen Gallsdurelosung aufgenommen und anschlieend mit 8
Homogenisierungszyklen bei 1500 bar weiterbehandelt, wobei die Arzneistoffkristalle von den
Kavitationskréften [67], Scherkriften [68] sowie durch Kollisionen der Arzneistoffpartikel
untereinander zerkleinert werden. Die Reduktion der Partikelgrofe tragt erheblich zur
Verbesserung des pharmakokinetischen Profils von AmB bei, wodurch die Partikeloberfliche
vergroBlert, die Sattigungsloslichkeit bzw. die Losungsgeschwindigkeit deutlich erhdht und
Diffusionsvorgénge beschleunigt werden [69]. Um eine spatere Aggregation der AmB-Kristalle
zu verhindern wurde die NS zusitzlich mit Surfactant stabilisiert und so eine Haltbarkeit von

einem Monat bei 4°C Lagertemperatur erreicht [70].

1.2 Magnetitdispersion
Die in dieser Arbeit verwendete Magnetitdispersion (sog. Ferrofluid, magnetic fluids) wurde von

Dr. rer. nat. Norbert Buske bezogen.

Dabei handelt es sich um sogenannte superparamagnetic iron oxide particles (SPIONs), d. h.
zitratbeschichtete superparamagnetische Eisenoxidnanopartikel (Fe;O4) von @ 5-15 nm Grofe,
die mit einem zentralen Kalium-Ion ausgestattet sind [71]. Fiir die Experimente wurde Magnetit

in einer 4% igen Volumenkonzentration mit einem pH von 7.2 verwendet.
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1.3

In Tabelle 111-1 wird die Herkunft der verwendeten Substanzen, Farbstoffe und Testkits

aufgelistet. Diese wurden unmittelbar vor den Experimenten wie in Tabelle 111-2 geschildert in

Verwendete Substanzen, Chemikalien und Messlésungen

entsprechenden Proben- bzw. Messlosungen frisch angesetzt.

Chemikalien, Medien und Zusétze Formel Hersteller

Acetonitril (ACN) C,H;N Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Ammoniumacetat C,H,NO, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Amphotericin B (AmB) C47H73NO 4 Féhrhaus GmbH, Hamburg, Deutschland
Aqua destillata (Aqua dest.) H,0 Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Buffer Solution, pH 4 - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) C,HOS Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
FACS Lysing Solution® - BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Fetales Kélberserum (FCS) - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Histopaque 1119 - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Histopaque 1077 - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Methanol CH;0OH Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
3-(N-Morpholino)-Propanesulfonische Sdure (MOPS)  C;H;sNO,S Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Natriumhydrogenkarbonat NaHCO; Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Natriumhydrogenphosphat NaH,PO, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Olivenol extravirgin, Luccese - LIDL Stiftung, Neckarsulm, Deutschland
PAGGS-M - Blutspende, Charité, Berlin, Deutschland
Phosphatgepufferte Salzlosung ohne Ca> /Mg (PBS) - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Phosphatgepufferte Salzlssung mit Ca>"/Mg> - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Penicillin R-CoH;N,0,S Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
RPMI 1640 (mit L-Glutamin, ohne Bikarbonat) - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Streptomycin C,;H30N;0,, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Farbstoffe

Albumin Fluoresceinisothiocyanat, bovin (FITC-BSA)  CyH,05 Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
5-(6)-Carboxyfluorescein SE (5,6 FAM SE) C,sH sNOy Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
Propidiumiodid (PI) Cy7H3 LN, Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Trypan Blau, Color Index 23850

C34H74NNa 0145,

Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland

Testkits

Annexin V-FITC Test® - Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland
PhagoBurst® - Orpegen Pharma, Heidelberg, Deutschland
Phagotest® - Orpegen Pharma, Heidelberg, Deutschland

Tab. I11-1: Herkunft der verwendeten Chemikalien, Farbstoffe und Testkits
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Proben-und Messlésungen

Erythrozyten-Lysepuffer
Fliissigndhrmedium I

Fliissigndhrmedium I1

Lysing Solution

RP-HPLC Methodik
AmB-Stammlésung

Zell-Féllungsreagenz
Laufmittel

Spiilosung

Farbstofflésungen
FITC-Albumin-Zellmarkierung
5-(6) FAM SE-Zellmarkierung
PI-Vitalititsnschweis

Quenching Solution

Zusammensetzung

5mM Na,HPO, / 5SmM NaH,PO,, pH 8.0, 20 mOsm
RPMI 1640 mit MOPS auf pH 7.0 titriert

DMEM in Aqua bidest. 16sen, versetzt mit 10% FCS,
100 U/ml Penicillin und 100pg/ml Streptomycin;
mit NaHCO; auf pH 7.4 titrieren; sterile Filtration

FACS Lysing Solution® 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen

1g AmB in 1000 ml Lsung aus

49.5% ACN /49.5% CH;0H / 1% DMSO (v/v/v)

49.5% ACN /49.5% CH;0H / 1% DMSO (v/v/v)

66% 0.05M Ammoniumacetat (ph 6.4) / 33% ACN (v/v)
50% ACN/50% CH;O0H  (v/v)

10 mg/ml FITC-BSA in Aqua dest.

1 pmol/ml 5-(6) FAM SE in DMSO

2 mg/ml Propidiumiodid in PBS

250 pg/ml Trypanblau gelost in Buffer Solution (pH ~4)

Tab. 111-2: Verwendete Proben- und Messlésungen

1.4 Verwendete Geratschaften und Instrumentarien

Die fiir die Experimente notwendigen Gerétschaften sind in Tabelle 111.3 dargestellt.

Art

Mikro 22R, 20160 x g

Labofuge 400, 2754 x g

Advia 120

Osmomat 030-D

pH Meter 766 Calimatic
Laborwaage Explorer
Filteranlage Micon 10 ml, 350 ml
Membranfilter 0.8/1.2 um, 90 mm
Inkubator

CLSM 510 meta

FACSCanto
HPLC-Shimadzu-Anlage LC-AD

Hersteller

Hettich GmbH & CoKG, Tuttlingen, Deutschland
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Deutschland
Bayer HealthCare, Fernwald, Deutschland
Gonotec GmbH, Berlin, Deutschland

Knick GmbH, Berlin, Deutschland

Ohaus GmbH, Giessen, Deutschland

Millipore Corporation, Bredford MA, USA
Millipore Corporation, Bredford MA, USA
Memmert GmbH & CoKG, Schwabach, Deutschland
Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Kontron-Instruments, Neufahrn, Deutschland

Tab. 111-3: Herkunft der verwendeten Geréte
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L5 Grundlagen der mikrobiologischen Methodik

111.5.1 Candida albicans

Der verwendete Candida albicans (C. albicans) Referenzstamm ATCC 10231 wurde vom
Institut fiir Mikrobiologie, Charit¢ Campus Mitte (Berlin) bezogen. Ein Auszug der

Charakteristik des Stammes ist der Tabelle 111-4 zu entnehmen.

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) von AmB, die 50% (MHKsg) bzw. 90% (MHK4) der
Pilzzellen nicht {iberleben, wurde durch eine AmB-Verdiinnungsreihe in DMSO von 0.008 bis 2
pg/ml ermittelt. Hierfiir wurden 10° KBE/ml (in PBS) in derselben Menge RPMI 1640
aufgenommen, mit der jeweiligen Wirkstoffkonzentration bestiickt und anschlieend 2 Stunden
bei 35°C inkubiert. Danach wurden die Proben mit 2 pg/ml Propidiumiodid (PI) als Marker fiir

den zelluldren Exitus versetzt (siche I11.8) und durchflulzytometrisch analysiert.

Acronyme ATCC 10231; B 49904; CBS 6431; DSM 1386; IFO 1594; NIH 3147,
Isolationssubstrat humane Bronchomykose [72]
Entdeckung Wright > C.W. Emmons > NIH > ATCC > B > 1988 IHEM

Tab. 111-4: Charakteristik von C. albicans ATCC 10231

111.5.2 Stammhaltung

Die Anziichtung und Aufbewahrung des Referenzstammes folgte den Empfehlungen des
International Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing of the NCCLS [73]. Als
geeignetes Medium wurden Sabouraud-Dextrose-Agarplatten (SDA-Platten) gewihlt, die
ebenfalls vom Institut fiir Mikrobiologie, Charit¢ Campus Mitte bezogen wurden. Entsprechend
der NCCLS-Empfehlungen erfolgte vor jedem Experiment die zweimalige Passage des
Pilzstammes auf drei SDA-Platten, die fiir je 24 Stunden bei 35°C inkubiert wurden. Mit C.
albicans bewachsene Agarplatten wurden im Kiihlschrank bei 4°C fiir ldngstens 2 Wochen

gelagert.

111.5.3 Opsonierung von C. albicans

5 C. albicans Kolonien wurden in ein steriles Rohrchen tiiberfiihrt und zweimal mit PBS
gewaschen (500 x g, 10 min, 4°C). Die Opsonierung erfolgte durch eine einstiindige Inkubation
der Keime in 25%igen humanem Serum in PBS (mit 0.133 g/l CaCl, und 0.1 g/l MgCl,) bei
37°C. AnschlieBend wurde C. albicans dreimal mit PBS gewaschen (500 x g, 10 min, 4°C). Der
Uberstand wurde dekantiert und die Zellzahl auf 10° KBE/ml eingestellt.
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111.5.4 Labeling von C. albicans mit 5-(6)-FAM SE

Nach der Opsonierung wurden die Pilzzellen (10° KBE/ml) mit 5 ml 0.1 M NaHCO;-Puffer (pH
8.3) gewaschen und erneut zentrifugiert (500 x g, 10 min, 4°C). Das Sediment (C. albicans)
wurde in 1 ml 0.1 M NaHCOs-Puffer, versetzt mit 1 umol/l 5-(6)-FAM SE, aufgenommen und
unter geringer Agitation fiir 1 Stunde bei 4°C inkubiert. 5-(6)-FAM SE ist ein
griinfluoreszierender Farbstoff, der als lipophiler Succinimidylester die Zellmembranen leicht
passieren kann ohne die zelluldre Vitalitit zu beeinflussen. In der Zelle wird es durch
intrazelluldre Esterasen hydrolysiert, so dass es die Zelle nicht mehr verlassen kann. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurde die Probe zentrifugiert (1000 x g, 5 min, 4°C) und
dreimal mit PBS gewaschen. 5-(6)-FAM SE markierte C. albicans standen jetzt fiir den Candida-
Phagozytose-Test zur Verfiigung (siche 111.11.2).

111.6 Blutentnahme

Das Blut wurde gesunden freiwilligen Spendern des Institutes fiir Transfusionsmedizin, Charité
Campus Mitte nach den geltenden Qualitétsstandards abgenommen (SOP A-001/5, 2004). Zur
Blutentnahme wurden handelsiibliche Venenpunktionsbestecke der Firma Sarstedt verwandt:
EDTA K-Monovetten Systeme (1.6 mg EDTA/ml) und NH4-Heparin-Monovetten Systeme (15
IE Heparin/ml). Es wurden jeweils 10 ml EDTA-Blut, das ausschlieBlich zur
Erythrozytenisolierung  genutzt wurde sowie 20 ml NHs-Heparin-Vollblut zur
Leukozytenisolierung bzw. Funktionstestung gewonnen. Die Blutproben wurden anonymisiert

und innerhalb einer Stunde weiterverarbeitet.

1.7 Zellseparationen

1n.7.1 Erythrozytenisolierung

Die humanen Erythrozyten wurden aus EDTA-Vollblut
isoliert. Dazu wurde das Blut bei 2100 x g fiir 10 Minuten)

unter konstanten Temperaturbedingungen von 20°C

zentrifugiert. Anschlieend ist das Plasma und der buffy

. X

Abb. I11-1: Erythrozyt, Thrombozyt, coat vorsichtig von den darunter liegenden Erythrozyten
Leukozyt (von links nach rechts) [74]  opefornt  worden.  Nachfolgend ~ wurden  die
Erythrozyten mit PBS (10 mM, pH 7.4) im Verhdltnis 1:10 dreimal gewaschen und

unverziiglich gemal3 Kapitel I11.9 weiterverarbeitet.
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11.7.2 Isolierung von humanen Monozyten (MNC) und Granulozyten (PMN)

1974 beschrieben English und Anderson eine auf Boyums Publikationen von 1968 basierende
erweiterte  Dichtgradientenzentrifugierungsmethode zur  gleichzeitigen Isolierung von
mononukledren und granulozytiren Zellen aus peripherem Blut [75]. Die dabei zur Verwendung
kommenden Ldsungen bestehen aus Polysaccharose und Natriumdiatrizoat, eingestellt auf eine
Dichte von 1.077 + 0.001 g/ml und 1.119 £ 0.001 g/ml. Wahrend der isopyknischen

Zentrifugation werden Erythrozyten und Granulozyten durch die Polysaccharose aggregiert und

sedimentieren schneller als mononukledren Zellen und Lymphozyten (Abb. 111-2).
! Abb. 111-2: Dichtegradientenisolierung
8 _-_"' Es wird ein doppelter Gradient durch
e Schichtung gleicher Volumina von Histopaque
Zentrifugation a . . .
0| Plasma 1077 iiber Histopaque 1119 gebildet. Nach einer
Blut - foo x?a —8 Mononukleare Zellen 35 miniitigen Zentrifugation bei 700 x g kommt
by A :6 Histopaque 1077 es zur Auftrennung der Zellschichten. Zellen der
) L, Granulozytenreihe sind in der 1077/1119-
Histopaque 1077 Granulozyten s
5 _ Grenzfliche zu finden, wiahrend sich
-3 Histopaque 1119
) mononukledre  Zellen, Lymphozyten und
Histopaque 1119
Erythrozyten Thrombozyten in der Plasma/1077-Grenzfliche
befinden.

3 ml Histopaque 1119 wurden in ein 15 ml Falcon-Réhrchen gegeben und mit 3 ml Histopaque
1077 iiberschichtet. AnschlieBend wurden 5 ml heparinisiertes, unverdiinntes Vollblut iiber den
doppelten Gradienten geschichtet und unverziiglich zentrifugiert (700 x g, 35 min, 18°C). Nach
der Zentrifugation konnten die leukozytiren Zellpopulationen als weiBliche Intermedidrschicht
mit einer 5 ml Pipette aus der Dichtegradientenschicht vorsichtig aspiriert und in PBS {iberfiihrt
werden. Dabei waren die Zellen der Granulozytenreihe in der 1077/1119-Grenzflache zu finden,
wiahrend mononukledre Zellen, Lymphozyten und Thrombozyten an der Plasma/1077-
Grenzflache lokalisiert waren (Abb. 111-2). Als nichstes wurden die PMN von den verbliebenen
RBCs separiert. Dazu wurde die Probe aufgrund der geringeren erythrozytiren osmotischen
Stabilitit fiir 30 Sekunden mit 9 ml Aqua dest. lysiert und nachfolgend zur Wiederherstellung
der physiologischen Verhéltnisse mit 1 ml 10fach PBS (300 mOsm/kg H,O, pH 7.4) versetzt.
Hiernach wurden die gewonnenen PMN und MNC dreimal mit 10 ml PBS gewaschen (250 x g,
10 min) und in selbigem resuspendiert. Beide Populationen wurden auf 10° Zellen/ml eingestellt

und die Vitalitét liberpriift (siche Kapitel II1.8).
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1.8 Vitalitéatsbestimmung und Zellzéhlung

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 50 pl einer Probe in eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben und mit einem 63x Phasenkontrast LD-Objektiv unter dem CLSM 510 meta bestimmt.
Bei gleichmiBiger Verteilung wurde der Mittelwert aus 10 Feldern berechnet und auf das

Volumen der Zéhlkammer bezogen (GI. 1).

Erythrozyten  Anzahl gezihlter Erythrozyten x Verdiinnung [GL. 1]

pL Anzahl ausgezéhlter Quadrate x Volumen

Quadrat

Propidiumiodid (PI) ist ein stark basischer Nukleinsdureinterkalator, der zur Bestimmung
avitaler Zellen genutzt wird, da er die Membran intaker Zellen nicht durchdringen kann [76]. Ist
die Membran jedoch defekt, interkaliert PI in die helikale Struktur der DNA und kann bei ca.
690 nm zur Emission gebracht werden. Dazu wurden die Proben mit 2 pg/ml PI (in PBS)
versetzt, soweit nicht anders in den entsprechenden Kapiteln geschildert, und nach einer 10

miniitigen Inkubation durchfluzytometrisch analysiert (siche Tabelle I11-6).

1.9 in-vitro Beladung der RBC mit AmB-NS und Magnetit

111.9.1 Grundlagen der Beladung — Herstellung von Ghosts

,»Ghosts* beschreiben das nach der Himolyse zuriickbleibende, farblose Geriist eines RBC ohne
zytoplastischen Inhalt. Die am hiufigsten eingesetzte Methode zu deren Priparation ist die Lyse
in hypotonem Medium. Bei der Lyse rupturiert die Erythrozytenmembran und es entstehen
Poren von ca. 500 A Durchmesser, aus denen das Himoglobin ungehindert entweichen kann.
Sobald der Tonizitdtsgradient wieder ausgeglichen wird, fusionieren die Membranbruchstiicke
zu sogenannten Ghost-Vesikeln (Resealing) [77]. Abb. 111-3 zeigt die Basisschritte beim

Beladungsverfahren der RBC, die im weiteren Text néher erldutert werden.

Die Préparation von Ghosts erfolgte in modifizierter Form nach Dodge [60]. Alle Arbeitsschritte
wurden auf Eis ausgefiihrt, alle verwendeten Puffer auf 4 °C vorgekiihlt. Zuerst wurde das
gewaschene Erythrozytenkonzentrat im Verhiltnis 1:25 in H&molysepuffer (5 mM
NaH,P04/Na,HPOQ,) resuspendiert und durch eine fiinfminiitige Agitation hdmolysiert. Nach der
anschlieBenden Zentrifugation (21160 x g, 15 min, 4°C) wurde der Uberstand dekantiert, und

das entstandene Pellet erneut lysiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt, bis
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hidmoglobinfreie weile Ghosts entstanden, die als Matrix fiir die im Folgenden beschriebenen

Beladungen mit AmB-NS, Magnetit und FITC-BSA dienten.

Native Erythrozyten Lyse in hypotonem Amphotericin B Resealing
Medium Magnetit
N — — —_—
N -
,/" "/ 4 ] ( s Z
Y A X N 0}
L d € /
L b | N U
TN AT, Q\
Offnen der Poren intrazellularer Einstrom SchluB der Poren
Hamolyse von AmB und Magnetit
[ /; Erythrozyten @ Hamoglobin Amphotericin B (AmB) ® Magnetit ]

Abb. 111-3: Ubersicht zur verwendeten Beladungsmethodik
Bei der Lyse der RBCs in hypotonem Medium (5SmM Na,HPO,/NaH,PO,, pH 8) reit die Membran auf und es

entstehen Poren, durch die Arzneistoffe und andere Substanzen in RBC inkorporiert werden konnen.

111.9.2 Beladung der RBC mit AmB-NS

Zur AmB-Beladung wurden 500 pL Ghost-Sediment mit 500 pL AmB-NS (Volumenverhéltnis
1:1) vermischt und fiir 1 Stunde bei 4°C lichtgeschiitzt inkubiert. Das anschlieBende Resealing
erfolgte bei 37°C, um einen stabilen AmB-Einschluss in den RBCs zu gewéhrleisten. Zur
Entfernung des freien AmBs von den AmB-NS beladenen Erythrozyten (AmB-NS-RBCs)
wurden die Proben aufgrund der besseren AmB-Lipidloslichkeit und der destabilisierenden
Wirkung von wissrigen und elektrolythaltigen Losungen dreimal mit 2 ml Olivendl gewaschen
(21160 x g, 15 min). Die Lagerung der AmB-NS-RBC erfolgte in PAGGS-M, das aus Phosphat,
Adenin, Guanosin, Glukose und Mannitol besteht und hiufig als Additivlésung fiir Erythrozyten

verwendet wird.

111.9.3 Fluoreszenzmarkierung der AmB-NS-RBCs mit FITC-BSA

Die Markierung der AmB-NS-RBC mit FITC-BSA erfolgte im Anschluss an die einstiindige
Inkubation mit AmB (4°C) unter Aussparung des Resealing-Schrittes. Nach der Waschung der
AmB-NS-RBC in kaltem Olivendl (21160 x g, 15 min) wurde das Zellsediment umgehend mit
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10 mg/ml FITC-BSA (in Aqua dest.) versetzt und eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert, gefolgt
vom einstiindigen Resealingschritt bei 37°C. AbschlieBend wurden die mit FITC-BSA
markierten AmB-NS-RBC (FITC-BSA-AmB-NS-RBC) dreimal in PBS gewaschen (21160 x g,
15 min) und ebenfalls in PAGGS-M resuspendiert.

111.9.4 Kombinierte Beladung mit Magnetit

Sollten die AmB-NS-RBCs zusétzlich mit Magnetit beladen werden, so schloss sich dieser
Schritt analog zur FITC-BSA-Markierung direkt nach der AmB-Inkubation an. Dazu wurden die
AmB-NS-RBCs mit einer 10%igen Magnetit-PBS Losung (Endkonzentration: 0.4% Magnetit)
fiir eine Stunde bei 4°C inkubiert und danach entsprechend der Abbildung 111-3 fiir eine weitere
Stunde auf 37°C temperiert (Resealing). Als niachstes wurde das liberschiissige Magnetit durch
Filtration (Porengréfe 0.8 pm) entfernt. Der Filterriickstand (Magnetit-AmB-NS-RBC) wurde
bei 3500 x g fiir 15 Minuten zentrifugiert und dreimal mit PBS gewaschen. Abschliefend wurde
die Magnetit-Beladung der Zellen mittels MRT verifiziert.

111.9.5 Bestimmung der in-vitro Effektivitat der AmB-NS-RBCs

Dieser durchfluzytometrische Test zum Nachweis der therapeutischen Effektivitit der AmB-
NS-RBC basiert auf Publikationen von Chaturvedi et al. [78]. AmB-NS-RBCs wurden mit 500
ul DMSO versetzt und fiir 15 Minuten im Ultraschallbad behandelt, um das eingeschlossene
AmB freizusetzen. Danach wurde die Probe zentrifugiert (20000 x g, 15 min) und der
abgehobene Uberstand mit RPMI 1640 1:1 verdiinnt. Zur Herstellung der Pilzsuspension wurden
zuvor vorbereitete 10° KBE C. albicans pro ml mit 5 ml 0.85% NaCl versetzt. Im Folgenden
wurden 0.5 ml der Pilzsuspension mit 0.5 ml des Uberstandes (in RPMI 1640) vermischt und bei
35°C fiir 2 Stunden inkubiert. Die Wachstumskontrolle enthielt 0.5 ml reines RPMI 1640 ohne
AmB, die Negativkontrolle ausschlieBlich Hitze-getotete Pilze. Am Ende der Inkubation wurden
200 pl jeder Probe mit 200 pl 25 mM Natriumdesoxycholat und 2 pg/ml PI (in PBS) als DNA-
Farbstoff versetzt, anschlieend kurz durchmischt und durchfluBzytometrisch vermessen (siche

Tabelle IT1-6).

111.10 Phagozytose der AmB-NS-RBC und AmB Freisetzung

Aufgrund der zentralen Rolle im Immunsystem stellen Leukozyten attraktive Zielzellen fiir ein

Arzneistofftargeting dar. Dabei sollen die phagozytierenden Zellen nicht nur als
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Transportvehikel in verschiedene Korperregionen vordringen sondern dienen auch als
Arzneistoffreservoir [79]. Zu diesem Zweck sollte untersucht werden, ob die Menge leukozytér
aufgenommener AmB-NS-RBCs suffizient ist, um eine langfristige Inhibition von C. albicans zu

erreichen.

111.10.1 In-vitro Beladung der Leukozyten mit AmB-NS-RBCs

10° Zellen/ml MNCs und PMNs wurden mit dem jeweiligen Zellsubstrat (FITC-BSA-AmB-NS-
RBC, E.coli (=Kontrolle)) in einem Verhiltnis von 1:25 (2.5%107 /ml) bei 37°C fiir insgesamt 4
Stunden inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 0.25, 1, 2, 3 und 4 Stunden wurden jeweils
100 pl Probe entnommen und anschlieBend mit 2 ml kalter Lysingsolution® versetzt. Die
Lysingsolution® lysierte aufgrund ihrer geringen Osmolaritit kontaminierende RBCs, wihrend
MNC, PMN und Lymphozyten durch 2%iges Paraformaldehyd inaktiviert wurden. Nach 20
miniitiger lichtgeschiitzter Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 250 x g fiir 5
Minuten zentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Das letzte Pellet wurde in 300 pl PBS

aufgenommen und die Effizienz der Phagozytose durchfluzytometrisch bestimmt.

Nach Ablauf der 4 stiindigen Inkubation bei 37°C wurden freie, nicht phagozytierte AmB-NS-
RBCs durch dreimalige Differentialzentrifugation (250 x g, 5 min) mit anschlieBender
Waschung in 10 ml PBS entfernt. Abschlieend wurden die gewonnenen, nun mit AmB-NS-
RBC beladenen MNCs (AmB-NS-RBC-MNCs) und PMNs (AmB-NS-RBC-PMNs) in DMEM
(mit 10% Hitze-inaktiviertem FCS, Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 pg/ml) mit einer

Endkonzentration von 10° Zellen/ml aufgenommen und bei 36°C inkubiert.

111.10.2 Bestimmung der AmB-Freisetzungskinetik aus den Leukoztyen

Die AmB Freisetzungskinetik wurde bei den AmB-NS-RBC-MNCs iiber 10 Tage und den
AmB-NS-RBC-PMNs iiber 3 Tage analysiert. Der Medienwechsel erfolgte an jedem zweiten
Tag unter sterilen Bedingungen. Dazu wurden die Proben zentrifugiert (500 x g, 10 min) und die

Hailfte des Uberstandes durch frisches Nahrmedium ersetzt.

Zur Bestimmung der zelluliren AmB-Freisetzung wurden je 200 ul der Gesamtprobe und
zugehdriger Uberstinde tiglich entnommen und, wie in Kapitel 111-12.1 ausfiihrlich dargestellt,

fir die HPLC aufbereitet bzw. vermessen.
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111.10.3 Bestimmung der C. albicans Wachstumsinhibition

AmB-NS-RBC-MNC und AmB-NS-RBC-PMN wurden nach deren Gewinnung mit C. albicans
im Verhdltnis 1:10 versetzt und bei 36°C inkubiert. Die Erfassung der fungalen
Wachstumsinhibition erfolgte durch direkten Erregernachweis. Nach 3, 6, 12 und 24 Stunden,
dann téglich iiber einen Zeitraum von 10 (fiir MNC) und 3 Tagen (fiir PMN) wurden 100 pl der
Probe entnommen, und auf SDA-Platten ausgestrichen. Die beimpften SDA-Platten wurden fiir
24 Stunden bei konstanten 36°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Auszdhlung der

gewachsenen Kolonien im Vergleich zur Positivkontrolle.

Die intrazellulédre Pilzinhibition wurde geméal Perfect et al. Untersucht [80]. Dazu wurden je 100
uL AmB-NS-RBC-MNCs und -PMNs (je 10° Zellen/ml) mit 100 puL opsonierten C. albicans
Zellen (10" KBE/ml) im Verhiltnis 1:10 (C. albicans : Leukozyten) versetzt und 1 Stunde bei
37°C in 1 ml PBS (mit 0.133 g/l CaCl, und 0.1 g/l MgCl,) inkubiert. Die Kontrolle enthielt
native Leukozyten im gleichen Konzentrationsverhéltnis. Nach der Inkubation wurden die
extrazelluldren, freien Hefen mittels dreimaliger Differentialzentrifugation (160 x g, 5 min, 4°C)
und anschlieBender Waschung in PBS von den Leukozyten separiert. Als nichstes wurden die
AmB-NS-RBC-Leukozyten in 0.2 ml RPMI 1640 resuspendiert und weitere 3 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 0.2 ml Aqua dest. 15 Minuten bei
Raumtemperatur lysiert und je 50 pl der Probe, versetzt mit 50 pul PBS, auf SDA-Platten
ausgestrichen. Nach der Inkubation der SDA-Platten bei 36°C fiir 24 Stunden, wurden die

Pilzkolonien ausgezéhlt und die prozentuale Abtdtungsrate nach Gleichung 2 bestimmt:

Intrazellulare Abtotungskapazitat [%] = KBE_ I.)rObe *100 [GL. 2]
KBE Positivkontrolle
.11 Auswirkungen der intrazellularen AmB-NS-RBC Aufnahme auf die

Immunzellen

Aus der Literatur ist bekannt, dass AmB die phagozytire Funktion beeintrachtigen kann [81, 82].
Eine funktionelle Beeinflussung der Immunzellen durch die AmB-NS-RBC-Aufnahme kdnnte
somit zu erheblichen Konsequenzen fiir den humanen Organismus fithren. Aus diesem Grund
war es unumginglich, in-vitro Funktionsuntersuchungen der Leukozyten direkt nach der

Beladung sowie 24 Stunden spiter durchzufiihren, um eventuelle Zellschiden zu erfassen.
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1n.11.1 Bestimmung der zellularen Vitalitat und Apoptose

Die Plasmamembran vitaler Zellen ist asymmetrisch aufgebaut. Der Verlust dieser Asymmetrie
durch die Translokation Phosphatidylserins (PS) von der Membraninnen- auf die
Membranauflenseite findet in den friihen Phasen der Apoptose statt und dient als Marker fiir die

zelluldre Vitalitit [83].

Annexin-V (AnxV), ein Ca**-abhingiges Protein (35 - 36 kDa) mit hoher Affinitit fiir PS,
ermoglicht die Detektion apoptotischer Zellen mittels eines FITC-Fluoreszenzfarbstofts [84].
Durch die Zugabe von PI, das ebenso wie AnxV intakte Zellmembranen nicht durchdringen
kann, erlaubt diese Doppelfirbung eine Differenzierung zwischen vitalen (AnxV-PI-),

apoptotischen (AnV+PI-) und nekrotischen (AnxV+PI+) Zellen (Abb. 111-4).

Die AnxV-Markierung erfolgte nach dem Protokoll der Firma Sigma und schloss sich direkt an
das erythrozytdre und leukozytire Beladungsverfahren an. Dabei wurden die AmB-NS-RBC,
leere RBC sowie AmB-NS-RBC-MNC und -PMN mit einem calciumhaltigen Bindungspuffer
auf ein Zellverhiltnis von 10° Zellen/ml eingestellt. AnschlieBend wurden 500 pl jeder Probe mit
5 ul Annexin-V-FITC-Farbelosung versetzt. Ansitze, die phagozytire Zellen enthielten, wurden
zur Anfarbung der DNA zusitzlich mit 10 pl Propidiumjodidlésung vermischt. Nach einer 10
miniitigen lichtgeschiitzten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben unverziiglich im

Durchflulzytometer analysiert.

Vitale Zelle Apoptose Nekrose

AxV-/PI- AxV+/Pl- AxV+/Pl+
J{ O ®) 2}4 Pl N N
| i 4 © el O
ANCHE P Y \

L)
|\ =

Extrazellular ¢ o

mmm
PIEPEETD  SETEEIS | A\ e

Intrazellular

=) )
C“ Lipiddoppelmembran ~ ® Phoshatidylserin (PS) / Annexin V © Propidiumiodid (PI) L] Ca")

Abb. 111-4: Annexin V-Testprinzip

111.11.2 Beurteilung der phagozytotischen Aktivitat

Die Erfassung der phagozytotischen Aktivitit der AmB-NS-RBC-MNC and AmB-NS-RBC-
PMCs erfolgte in modifizierter Form nach Busetto et al. [85]. Opsonierte C. albicans (10%ml)
wurden mit 1.5 pg/ml 5-(6)-FAM-SE geméf Kapitel I11.5.4 markiert. Danach wurden 5-(6)-
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FAM SE-markierte C. albicans Zellen im Verhéltnis 10:1 mit AmB-NS-RBC-MNC und -PMN
bei 37°C in PBS (mit 0.133 g/l CaCl, und 0.1 g/l MgCl,) fiir 30 Minuten inkubiert. Nach der
Inkubation wurde 200 pl Probe mit derselben Menge eiskaltem Trypanblau 250 mg/ml (in 0.1 M
Zitratpuffer, pH 4.0) versetzt und abschlieBend im Durchflusszytometer analysiert.

111.11.3 Beurteilung des oxidativen Burst

Die Produktion von Sauerstoffradikalen ist fiir die Immunabwehr essentiell. Dabei bilden die
Immunzellen mittels einer NADPH-Oxidase Superoxidanionen (O5), die zu Wasserstoffperoxid
(H20,) dismutieren. Die Bildung dieser Sauerstoffradikale kann im Durchflusszytometer durch
die Oxidation von nichtfluoreszierendem Dihydrorhodamin 123, das frei in die Zellen permeiert,
zu griin fluoreszierendem Rhodamin 123 verfolgt werden (Abb. 111-5) [86].

Phagosom Leukozyt
NADPH -
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Dihydrorhodamin 123 Rhodamin 123
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( . Lipiddoppelmembran O Membranoxidase [ Zytoplasmatische Oxidase Qo Mikroorganismen>

Abb. 111-5: Bursttest Prinzip

In Anlehnung an das Protokoll des Phagoburst-Tests® wurden 100 pl AmB-NS-RBC-MNC und
-PMN (je 10° Zellen/ml in Fliissignahrmedium IT) mit jeweils 20 pl einer unverdiinnten, auf 4°C
gekiihlten, opsonierten Candida-Suspension (10° KBE/ml) versetzt. In einem Vorversuch wurde
die Pilzkonzentration auf eine native granulozytire Burstaktivitit von 50-60% eingestellt, um
sowohl eine Beurteilung der Stimulation als auch der Suppression zu ermdglichen. Den
Kontrollansdtzen wurden anstelle der C. albicans-Suspension jeweils 20 ul der Waschlosung
bzw. Formylmethionin-Leucin-Phenylalanin (fMLP) und Phorbol 13-Myristat 12-Acetat (PMA)
als Stimuli beigemischt. Alle Ansétze inkubierten 20 min bei 37 °C im geschlossenen
Wasserbad. AnschlieBend wurden die Proben mit 20 pl Dihydrorhodamin 123 versetzt und fiir

weitere 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert, gefolgt von einer Fixierung mit 2 ml Lysing
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Solution®. Nach einer 20 miniitigen, lichtgeschiitzten Inkubation wurde jeder Messansatz unter
Zusetzung von 2 ml Waschlosung dreimal zentrifugiert (5 min, 250 x g, 4°C), mit 2 pg/ml PI

versetzt und via DurchfluBzytometer vermessen (siche I11-12).

11.12 Grundlagen der verwendeten Methodik

1.12.1 AmB-Bestimmung via HPLC

Die Entwicklung der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) in den 70er Jahren
brachte wichtige Fortschritte beziiglich der Schnelligkeit und des Auflosungsvermogens
chromatographischer Trennverfahren. Bei diesem Verfahren wird eine Substanzmischung
(Analyt) in ein Laufmittel (mobile Phase) aufgenommen, das die Wechselwirkung des Analyten
mit der spezifischen Oberfliche einer stationidren Phase in Form einer Trennsdule vermittelt. Die
Intensitidt der Wechselwirkung bewirkt in Abhédngigkeit von der Polaritét einen verzogerten

Transport der einzelnen Komponenten, die zu einer charakteristischen Retentionszeit erscheinen.

Die AmB-Bestimmung wurde an einer Shimadzu-Anlage LC-AD (Kontron-Instruments,
Neufahrn, Deutschland) durchgefiihrt; die Auswertung erfolgte mit der Software Kroma System.
In dieser Arbeit fand die so genannte reversed phase (RP)-HPLC Anwendung. Die
Spezifikationen der entwickelten Analytik konnen der Tabelle 111-5 entnommen werden. Die
Methodik wurde auf Linearitit, Reproduzierbarkeit, Prazision, Nachweisgrenze und Spezifitét
iberpriift. Die Kalibrierung war akzeptiert, wenn nach Gleichung 3 die folgenden

Variationskoeffizienten im Toleranzbereich der Methode lagen:

Variationskoeffizient [%] = SD / MW * 100 [GL.3]
Variationskoeffizient reproduzierbarkeit < 15%

Variationskoeffizient prizision <10%

Parameter Spezifikation

Stationdre Phase Chromolith RP18e, 100 x 4,6mm Performance

Mobile Phase 66% 0.05M Ammoniumacetat (pH 6.4) / 34% ACN (v/v)
Spiillésung 50% ACN / 50% CH;0H (v/v)
UV-Detektionswellenlédnge 408 nm

Flussrate 1.5 ml

Injektionsvolumen 20ul

Saulentemperatur 40°C

Retentionszeit ~ 3.2 min

Tab. 111-5: Spezifikation der angewandten HPLC-Analytik
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Fir die Kalibrierung wurde eine AmB-Stammlosung angefertigt (1 g AmB in 1000 ml
ACN:Methanol:DMSO im Verhéltnis von 49.5:49.5:1), woraus 6 definierte AmB-Verdiinnungen
(25 ng, 20 ng, 15 ng, 10 ng, 5 ng, 2.5 ng) hergestellt und deren Peak-Féchen mit der HPLC an
jedem Messtag je zweimal bestimmt wurden. Arzneistoffreie Zellen dienten als Blindwert, um

eine Beeinflussung der Arzneistoffanalytik durch Grundlagenbestandteile auszuschlieBen.

Zur Ermittlung der intrazelluliren AmB-Konzentration in den RBCs wurden 200 pl AmB-NS-
RBC mit der Fallungsreagenz (Methanol:Acetonitri:DMSO = 49.5:49.5:1) im Verhéltnis 1:4
versetzt. Die Probe wurde anschlieBend fiir I min mit hochster Geschwindigkeit am Vortex
aufgeschiittelt und zentrifugiert (14000 x g, 10 min). 500 pl des Uberstandes wurden in HPLC-
Tubes gegeben und mit der HPLC quantifiziert. Die entsprechende prozentuale AmB-

Einschlusseffizienz (EEF) konnte sodann mit der Gleichung 4 ermittelt werden:

AmB-Konzentration in RBC [pg/RBC/mL]

Einschlusseffizienz [%] = -
Gesamtkonzentration AmB [pg/mL]

*100 [G1.4]

Nach der phagozytiren Aufnahme der AmB-NS-RBC sollte die AmB-Konzentration der
Leukozytenpopulationen (MNC, PMN) im Abstand von jeweils 24 h analysiert werden.

Zur Bestimmung der AmB-Gesamtkonzentration in den Proben (AmB-Gehalt in Leukozyten
plus Uberstand) wurden alle Ansitze zunichst 1 Minute im Vortex durchmischt, 200 pl
entnommen und mit der Fillungsreagenz im Verhdltnis 1:4 versetzt. Die folgende

Weiterverarbeitung erfolgte wie bei den AmB-NS-RBC zuvor geschildert.

Fir die Messung des leukozytiren AmB-Ausstroms wurden 500 pl der entsprechenden
Gesamtprobe entnommen, zentrifugiert und 200 pl des Uberstandes entnommen. Bei der
Bestimmung der extrazelluliren AmB-Konzentration wurde analog der zuvor beschriebenen
Methodik verfahren, jedoch mit dem Unterschied, dass die Uberstande mit dem Fillungreagenz

im Verhiltnis 1:3 versetzt wurden.

Die Bestimmung der intrazelluliren AmB-Konzentration erfolgte auf indirektem Wege durch
Bestimmung der AmB-Konzentration in der gesamten Probe abziiglich des freigesetzten

Arzneistoffs (Uberstand) bezogen auf die Zellzahl:

Intrazellulare AmB - Konzentration [ pg / Zelle] = Gesamtprobeams - Uberstand ame~ [GL.5]
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111.12.2 DurchfluRzytometrie (Fluoreszence Activated Cell Sorter)

Das DurchfluBzytometer ist ein opto-elektronisches Messgerdt mit dem heterogene
Zellpopulationen anhand Zellgrofle, Membranstruktur sowie in- und extrazelluldrer Merkmale
analysiert werden konnen. Die Zellsuspension wird dazu in einer umbhiillenden Fliissigkeit
fokussiert, so dass pro Zeiteinheit nur eine Zelle von einem Laserstrahl erfasst wird. Insgesamt
konnen in Standardgerdten mit Analyse der Dreifarbenfluoreszenz fiinf Parameter pro Zelle
erfasst werden. Das Vorwartsstreulicht FSC (Forward Scatter) - gemessen in einem Winkel von
ca. 3° zur Strahlungsrichtung des Lasers - wird durch Beugung des Lichts hervorgerufen, und
dient als MalB fiir die ZellgroBe. Das Seitwartsstreulicht SSC (Side Scatter) - gemessen in einem
Winkel von 90° - resultiert aus der Brechung des Lichts und entspricht der zelluldren
Granularitit. Durch die Fluoreszenzmarkierung von Zellstrukturen mit geeigneten Antikorpern
o. 4. konnen einzelne Zellcharakteristika anhand der Dreifarben-fluoreszenzanalyse nédher
spezifiziert werden: Fluoreszenz 1 mit Wellenldngen um 530 nm (Griinfluoreszenz), Fluoreszenz
2 mit Wellenldngen um 580 nm (Orangefluoreszenz) und Fluoreszenz 3 mit Wellenldngen > 640
nm (Rotfluoreszenz). Sowohl das abgestrahlte Lichtspektrum als auch das durch die Zelle
gebrochene Laserlicht werden mittels Detektoren und Verstarkerketten (Photomultiplier-Rohren)
aufgenommen, die das Signal linear bzw. logarithmisch amplifizieren und {iiber einen
eingebauten Analog/Digital-Wandler (ADC) einem Computersystem zur Datenaufnahme
zufithren (Abb. 111-6).
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Abb. 111-6: Aufbau des DurchflulRzytometers [87]

Die Messung erfolgte mit einem FACSCanto®-Gerdt. Die Zellen wurden im FSC und SSC

analysiert, fiir die eine lineare Signalverstirkung gewé&hlt wurde. Fluoreszenzen wurden
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logarithmisch amplifiziert. Durch das Setzen der entsprechenden ,,Gates* konnten
Zellpopulationen von Interesse eingegrenzt werden. Die Verarbeitung der Informationen erfolgte
mit CellQuest- und WinMDI-Software, die eine quantitative Erfassung der Daten im Dotplot
oder Histogramm ermdglichte. Bei jeder Messung wurden jeweils 30000 events, {iberwiegend in
niedriger Flussgeschwindigkeit registriert. Die analytischen Parameter sind fiir jedes Experiment

in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Kapitel Testbeschreibung FSC SSC FL1 FL2 FL 3
I11.8 Vitalitit der Phagozyten 115 379 - 346 -
I1.5.1; 1I1.9.5  Resistenztestung nach Ramani 159 401 - 467 -
II1.10.1 Phagozytose-Assay der AmB-NS-RBC 115 379 341 - -
nL11.1 Apoptose der AmB-NS-RBC 137 390 361 - -
II.11.1 Apoptose der Leukozyten 115 379 361 500 -
1I.11.2 Candida-Phagozytose-Assay 115 379 308 346 346
nL.11.3 Oxidativer Burst-Test 176 415 308 346 -

Tab. 111-6: Einstellungen am DurchfluBzytometer

111.12.3 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) kénnen virtuelle Schnitte durch
ein Objekt erzeugt werden. Bei diesem Prinzip wird ein Objekt punktweise von einem
Laserstrahl abgetastet und in einzelne Schnittebenen zerlegt. Dazu muss der Laserstrahl iiber
einen Strahlteiler so auf die Probe fokussiert werden, dass nur die Signale aus der jeweiligen
Fokusebene in die konfokale Lochblende (Pinhole) fallen. Diese werden anschlieBend von
einem dahinter befindlichen lichtempfindlichen Empfénger (Photomultipler) als Schnittbild

zusammengesetzt [88].

Die Experimente wurden am LSM 510 meta der Firma Carl Zeiss GmbH (Jena, Deutschland)
durchgefiihrt. Fiir die Zellzdhlung wurde ein 63x Phasenkontrast LD-Objektiv verwendet.
Fluoreszenzmarkierte Zellen wurden bei 488 nm zur Griin- (FITC) und bei 543 nm zur

Rotfluoreszenz (PI) angeregt.
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11.13 Statistische Analyse

Zur Auswertung der Daten wurde die Software GraphPad Prism5® (La Jolla, CA, USA)
verwandt. Die statistische Signifikanz der Messwerte wurde mit dem nicht-parametrischen U-
Test nach Mann & Whitney fiir unabhéngige nicht-normalverteilte Stichproben bestimmt.
Korrelationsanalysen wurden anhand des Rangkorrelations-Koeffizienten nach Spearman
durchgefiihrt, der den Grad des Zusammenhangs zweier Merkmale in unabhéngigen
Messwertreihen beschreibt. Beiden Statistikverfahren wurde ein Signifikanzniveau (p) von p <
0.05 zu Grunde gelegt. Die Fehlerbalken in den abgebildeten Diagrammen zeigen die
Standardabweichung (SD) an.

Grafische Illustrationen wurde mit dem Adobe Illustrator® bzw. Photoshop® (Adobe Systems
GmbH, Miinchen, Deutschland) angefertigt.
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v Ergebnisse
V.1 Charakteristika der HPLC-Messmethodik

Die verwendete HPLC-Nachweismethode fiir AmB wurde in ihrer optimierten Form auf
Linearitdt, analytische Richtigkeit, Reproduzierbarkeit, Prézision, Nachweisgrenze und

Spezifitdt tiberpriift.

V.11 Linearitat (linearity) und analytische Richtigkeit (accuracy)

Die Linearitdit wurde anhand 6 definierter AmB-Konzentrationen zwischen 2.5 und 25 ng
nachgewiesen (Abb. 1V-1A). Jeder Messpunkt wurde aus dem Durchschnitt zweier Messungen
derselben Probe bestimmt. Unter Anwendung der linearen Regressionsanalyse ergab sich dabei
die Gleichung y = 1169x — 676.9 (Gl. 6) mit einem Korrelationskoeffizienten von R = 0.997.
Zusitzlich  wurden die experimentell ermittelten Daten den errechneten Werten

gegeniibergestellt. Die durchschnittliche analytische Richtigkeit betrug + 6.14%.

IV.1.2 Reproduzierbarkeit (inter-assay coefficient of variation)

Die Reproduzierbarkeit ist ein MaB fiir die Ubereinstimmung von Standards zwischen einzelnen
Messreihen. Nach der in Kapitel I1I-11 aufgefiihrten Gleichung (Gl. 3) ergab sich aus den
vermessenen Standardkonzentrationen ein relativer Variationskoeffizient (Vr) von 13.42 + 1.21

%.

IV.1.3 Préazision (intra-assay coefficient of variation)
Die Prizision wurde anhand von 3 AmB-Standardkonzentrationen (15, 10, 5 ng) bestimmt, die

viermal innerhalb einer Messreihe vermessen wurden. Der  durchschnittliche

Variationskoeffizient (Vr) wurde mit 4.24 + 2.54% festgesetzt.

V.14 Nachweisgrenze (detection limit)

Die Nachweisgrenze ermittelt die Empfindlichkeit einer Methode, indem sie die kleinste Menge
an nachzuweisender Substanz, die vom sog. Nullstandard (keine Substanz vorhanden)

unterschieden werden kann, angibt. Als Limit wurde < 2.5 ng AmB ermittelt.
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IV.1.5 Spezifitat (cross reactivities)

Die Spezifitdit wurde tberpriift, indem 5 unabhingige Proben ohne AmB (blank) mit AmB-
enthaltenen Aliquots verglichen wurden. Es wurde zu keiner Zeit eine Interferenz mit der AmB-

Retentionszeit beobachtet (Abb. 1V-1B).
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Abb. 1V-1: RP-HPLC von AmB.

(A) Gezeigt ist eine repriasentative AmB-Regressionsgerade mit der Gleichung y = 1169x — 676.9. Jeder Messpunkt
wurde als Durchschnittswert aus zwei HPLC-Vermessungen derselben Probe dargestellt.

(B) Exemplarischer Verlauf eines AmB-HPLC-Chromatogramms. Schwarz unterlegt ist eine typisch verlaufende
AmB-Retentionskurve (Retentionszeit von 3.247 min, Area 6582) mit einer UV-Spur bei 400 nm. Die rote Linie

stellt eine blank-Probe dar. Es ist keine Interaktion mit der AmB-Retentionszeit nachweisbar.
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Iv.2 Beladung der Erythrozyten

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Beladung der Erythrozyten mit wasserunl@slichen bzw.
schwer 1oslichen Substanzen. Als Modellsubstanz wurde AmB gewihlt, da die systemische
Therapie weiterhin mit schwerwiegenden Nebenwirkungen einhergeht und die bisher
verfligharen Drug Delivery Systeme (DDS) trotz grofler Bemiihungen nur eingeschrinkt
anwendbar sind (siche Kapitel [.2.4).

Nanosuspensionen besitzen in der Medizin eine grofle Bedeutung fiir schwerldsliche
Arzneistoffe wie AmB und als DDS. Daher wurde zunichst von der AG Prof. Dr. Miller mit
Hilfe der Hochdruckhomogenisation eine Nanosuspension des Wirkstoffes AmB (AmB-NS)
hergestellt (Abb. IV-2). Mittels Photokorrelationsspektroskopie wurde eine durchschnittliche
AmB-Partikelgréfie von 65nm und ein Polydispersitdtsindex von 0.454 ermittelt.

Abb. IV-2. Gefrierbruchaufnahme der AmB-NS.

Gefrierbruchaufnahme der AmB-NS mit SEM S-4800 von Hitachi
belegt eine durchschnittliche Partikelgrofie von 65 nm. Die AmB-NS
wurde zunidchst in fliissigem Propan bei —180°C schockgefroren,
anschliefend mittels Doppelbruchtechnik  (Sandwichtechnik)
auseinandergebrochen und mit Platin bei —130°C bedampft. Die
entstandenen Repliken wurden mit Wasser von den Kupfertrigern
geschwemmt und in einem Kupfergrid zur Visualisierung

aufgenommen. Die Bildaufnahme erfolgte bei —130°C und einer

Beschleunigungsspannung von 2 kV.

Nanosuspensionen fiihren zwar zu einer verbesserten Verteilung und Loslichkeit, behalten aber

oft einen groBen Teil der Instabilitit und Toxizitdt der Ausgangssubstanz bei. Daher sollte im

und mittels zusdtzlicher Magnetitbeladung, eine Moglichkeit zum erweiterten Targeting und

dessen Visualisierung offeriert.
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V.21 Beladung der Erythrozyten mit der AmB-NS

Um das Problem der Instabilitit und Toxizitdt zu adressieren, sollte die AmB-NS via hypotoner
Hémolyse in die Erythrozyten (RBCs) aufgenommen werden. Wird wéhrend der Hamolyse die
AmB-NS hinzugefiigt, kann diese durch die hypoton induzierten erythrozytdren Poren die

Zellmembran passieren und intrazelluldr akkumulieren.

Der zelluldre AmB-Eintritt erfolgte innerhalb einer Stunde. Messungen der intrazelluldiren AmB-
Konzentration in den RBCs via RP-HPLC ergaben Werte von 3.81 + 0.47 pg/RBC, als
Kontrollwert dienten unbeladene RBCs in gleicher Anzahl. Die AmB-Einschlusseffizienz (EEF)
wurde mittels Gleichung 4 (Kapitel II1.12.1) mit 15.84 + 4.45% festgelegt bei einer
durchschnittlichen PartikelgroBeams von 65 nm. Im Vergleich dazu konnten mit einer weiteren
AmB-Nanosuspension, durchschnittliche PartikelgroBe 250 nm, und dem konventionell
erhéltlichen AmB-Desoxycholat (AmB-D), durchschnittliche Partikelgroe 300 - 400 nm [45,
46], nur geringste bzw. keine intrazellulire AmB-Beladung erzielt werden (Abb. 1V-3A). Aus
diesen Ergebnissen konnte auf eine inverse Korrelation zwischen der AmB-Partikelgrofle und
der Beladungsmenge (r; = -0.956, p < 0.01) geschlossen werden. Das lineare Verhéltnis
zwischen der AmB Konzentration (im logarithmischen Maf3stab) und der AmB-Partikelgrof3e
(im linearen Mafistab) ist dargestellt in Abb. 1V-3B als Trendlinie der Funktion:

y = 16.39%exp(-0.02*x) [GL. 7]

wobei x die PartikelgroBe [nm] und y die Beladungsmenge [log10] beschreiben.

Lichtmikroskopische Untersuchungen der AmB-NS beladenen RBCs (AmB-NS-RBCs) zeigten
eine minimale Zellschrumpfung, wahrscheinlich hervorgerufen durch die angewendete hypotone
Hiamolyse, bei erhaltenen Form- und Erscheinungscharakteristika der RBCs (Abb. 1V-3C). Die
intrazelluldre Lokalisation der AmB-NS innerhalb der RBCs wurde mittels TEM in Abbildung
IV-3D nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass die AmB-NS relativ homogen im

Zellkorper verteilt war.



IV. Ergebnisse 39

>
o)

10
c 6 I ] L
o s Trendlinie:
T 1 30 5 = 1r y=16.39*exp(-0.02*x)
=) 4 w E =
SR 20 m NS o1}
C = m 5 9
o g T v = \
X = 2 F o [a1]
m 10 & £ 0.01}F
S <
<
0 T T T 0 0.001 r T T T
(ohe on ) o ) o0 ©) 100 200 300 400
wor® Byl (60 \) @ WS © PartikelgroRe [nm]
AmB-Formulierung Partikelgrofle [nm] Cams/RBC [pg/RBC]  AmB-Einschlusseffizienz [%]
AmB-D 0300 — 400 0 0
AmB-NS 9250 0.06 +0.01 1.8+£0.83
AmB-NS @ 65 3.81+£047 15.84 £ 4.45
Unbeladene Kontrolle - 0 0

C D F 28 i
."‘----.-- ¥
e o s
i3 - g N iz
¢ B b’
a0
L W Ry
e
e pe
g Zm!
— e -j:, = i
10 um I.é" oV z00nn

Abb. 1V-3: Beladung der RBC mit AmB-Nanosuspension (AmB-NS-RBCs).

(A) Nach der Beladung der RBC mit der 1% igen AmB-NS (durchschnittliche PartikelgroBe 65 nm) via
hypotonische Hédmolyse wurde die intrazellulire AmB-Konzentration mittels RP-HPLC bestimmt. Die
eingezeichnete graue Gerade entspricht der prozentualen AmB-EEF. Die Beladungseffizienz wurde fiir AmB-NS-
RBCs mit 15.84 + 4.45% kalkuliert. Im Vergleich zur AmB-NS mit einer Partikelgrofle von 65 nm, fiihrte eine
weitere AmB-NS (Partikelgrofe 250 nm) und AmB-D (PartikelgroBe 300 - 400 nm) zu keiner signifikanten
Beladung. Die darunter aufgefiihrte Tabelle fasst die Ergebnisse zusammen. Dargestellt sind die MW + SD von 3 - 8
separaten Ansétzen.

(B) Dargestellt ist die inverse lineare Korrelation zwischen der AmB-PartikelgroBe (Abzisse, linearer Mafitab) und
der intrazelluliren AmB-Beladungsmenge (y-Achse, im logarithmischen Maf@3stab).

(C) Lichtmikroskopische Aufnahme der AmB-NS-RBCs mit einem 63LD/0.75x Objektiv. Die Zellen unterliefen
einer behandlungsbedingten Zellschrumpfung, wiesen jedoch ansonsten eine normale Form und Erscheinung auf.
(D) TEM Aufnahme der AmB-NS-RBCs bestitigte die intrazelluldre Lokalisation von AmB (schwarze Pfeile). Die

AmB-NS ist im RBC-Zellkorper gleichméBig verteilt. Zm=Zellmembran, iz=intrazelulldr, ez=extrazellulér
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Da es sich bei AmB um ein schwerlosliches Molekiil handelt, stellte sich die Eliminierung des
verbleibenden freien, extrazelluliren AmBs nach der Beladung technisch problematisch dar.
Letztendlich konnte das freie AmB suffizient durch dreimalige Waschung mit Olivendl entfernt
werden, was durch konsekutive Messungen der Uberstinde via RP-HPLC bestiitigt werden
konnte (Abb. 1V-1B).

Im Folgenden sollte der stabile Einschluss der AmB-NS im RBC durch einen Farbumschlag
nachgewiesen werden. Dabei macht man sich die optischen Eigenschaften von AmB zunutze,
dessen gelblicher Farbton gut zu differenzieren ist. Intakte, mit AmB-NS beladene RBC (AmB-
NS-RBC) stellen sich weiBilich dar (Abb. V-4, mittleres Eppendorf Tube). Wird jene RBC
Membran jedoch durch eine Féllungsreagenz aus Methanol/Acetonitril/DMSO geschadigt,
konnte aufgrund des nun freigesetzten AmBs ein gelber Farbumschlag beobachtet werden (Abb.
IV-4, linkes Eppendorf Tube). Unbeladene Kontrollzellen wiesen keinen Farbumschlag nach

deren Lysierung auf.

rs Abb. IV-4 : Lyse von AmB-NS-RBCs
3 ? Nach der Lyse der AmB-NS-RBCs mit
- Methanol/Acetonitril/DMSO konnte ein
Farbumschlag von weill (intakte AmB-NS-RBCs)
& zu gelb (freies AmB) beobachtet werden. Der
- Farbumschlag war nicht prdsent nach der Lyse
Intakte Kontrolle (lysierte, unbeladener RBC.

Lysierte
AmB-NS-RBCs AmB-NS-RBCs unbeladene RBCs)

1vV.2.2 Inkorporierung von Magnetit in AmB-NS-RBCs

Nachdem in der AG Béumler die Beladungstechnik fiir den Einschluss von magnetischen
Nanopartikeln in Zellen optimiert und erfolgreich angewendet worden war, entschieden wir uns,
zitratbeschichtete Magnetit-Nanopartikel zusétzlich zur AmB-NS in RBCs einzuschlieen. Ziel
der magnetischen Beladung von AmB-NS-RBCs mit Eisenoxidnanopartikeln war es, zum einen
eine magnetische Fokussierung der AmB-NS-RBCs von aullen zu ermdéglichen und zum anderen

eine kernspintomographische Visualisierung des Vehikelsystems zu erreichen.
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Das Vorgehen bei der Priaparation von Magnetit beladenen AmB-NS-RBC (Magnetit-AmB-NS-
RBC) erfolgte gemiB Kapitel [11-9.4. Die zuvor hergestellten AmB-NS-RBCs wurden unter
Auslassung des Resealing Schrittes mit einer 10%igen Magnetit-PBS-Losung eine Stunde
inkubiert, anschlieBend verschlossen und das iiberschiissige Magnetit mittels eines

Ultrafiltrationsgerétes entfernt.

Messungen der intrazelluliren AmB-Konzentration via RP-HPLC ergaben eine durchschnittliche
Konzentration von 5.79 + 0.71 pg/RBC in Kombination mit Magnetit, die damit signifikant
hoher lag als die Konzentration, die mit einer AmB-NS-Einzelbeladung erzielt werden konnte (p
= 0.007) (Abb. IV-5A). Die resultierende AmB-Einschlusseffizienz wurde mit 17.27 + 2.47%
festgelegt gegeniiber 15.84 + 4.45% (AmB-Einzelbeladung).

Die intrazelluldre Lokalisation von Magnetit wurde abschlieBend im TEM untersucht.
Abbildung 1V-5C-D zeigt eindrucksvoll die intrazelluldre Lokalisation von Magnetit. Im
Umgebungsmilieu der Zellen konnten keine Magnetit-Partikel nachgewiesen werden, was auf
einen stabilen zelluldren Einschluss hinweist. Dabei waren die Magnetit-Nanopartikel im
gesamten Zellkorper gleichméBig verteilt. Zusétzlich reicherten sich hohe Mengen von Magnetit
in der Zellmembran an (Abbildung 1V-5D). Diese Beobachtung verbunden mit der héheren
AmB-NS-Beladungseffizienz, wenn kombiniert mit Magnetit, stellt ein Indiz fiir die
membranstabilisierende Rolle der Eisenoxidnanopartikel dar, die {iber eine Stérung der Bindung

zwischen AmB und Membrancholesterolen zu einem Beladungsvorteil gefiihrt haben konnte.
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Abb. IV-5: Vergleich der AmB-Einzelbeladung mit der AmB-Magnetit-Beladung.

(A) Die Beladung der RBCs mit AmB-NS und Magnetit fiihrte zu einer signifikanten Erh6hung der intrazelluldren
AmB-Beladungsmenge (p = 0.007) im Vergleich zur AmB-Einzelbeladung. Die mittlere AmB-Konzentration wurde
aus 10 (AmB-NS-RBCs) bzw. 4 (Magnetit-AmB-NS-RBC) unabhingigen Experimenten ermittelt. *Signifikanter
Unterschied (p < 0.05) gegeniiber der AmB-NS-Einzelbeladung

(B) Lichtmikroskopische Aufnahme der Magnetit-AmB-NS-RBCs mit einem 63LD/0.75x Objektiv. Ebenso wie die
AmB-NS-RBCs unterliefen Magnetit-AmB-NS-RBCs eine behandlungsbedingte Zellschrumpfung durch das
hypotonische Hdmolyseverfahren, wiesen aber ansonsten eine normale Form und Erscheinung auf.

(C) Die TEM Aufnahme der Magnetit beladenen RBCs demonstrierte die intrazelluldre Lokalisation von Magnetit.
Die Nanopartikel wurden sowohl im Zellkdrper als auch in der Zellmembran gefunden (siehe Pfeile).

(D) TEM Nahaufnahme der Magnetit beladenen RBCs zur Vedeutlichung der Magnetitakkumulation in der

Zellmembran. Zm=Zellmembran, iz=intrazelullar, ez=extrazellular
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IvV.2.3 Kernspintomographische Visualisierung der Magnetit-AmB-NS-RBCs

Im Folgenden untersuchten wir die Detektionsmoglichkeiten von Magnetit beladenen AmB-NS-
RBCs fiir Anwendungen in der Magnet-Resonanz-Bildgebung (MRT). Fiir eine
kernspintomographische Visualisierung der AmB-NS-RBCs war es notwendig, die Zellen mit
einer ausreichenden Menge an Eisenoxidnanopartikeln zu beladen, um einen mdglichst hohen

Bildkontrast zwischen den Zellen und der Umgebungsmatrix zu erzeugen.

Dazu wurden Magnetit-AmB-NS-RBCs in 20% Agarose enthaltenen Gelphantomen eingebettet
und der zelluldre Eiseneinschluss anschlieBend mit einem 3.0T MRT unter den folgenden
Einstellungen analysiert: RARE Sequenz, effektive Echozeit 80 ms, Repetition Time 2000 ms,
T2.

Im Gel eingebettete Magnetit markierte AmB-NS-RBC zeigten in der axialen Schnittfiihrung
deutliche hypointense Signalveridnderungen in den T2-gewichteten Bildgebungssequenzen, die
sich deutlich von dem Umgebungsmedium, der Agarosematrix, abhoben (Abb. IV-6A). Eine
Zuordnung der Hypointensititen zu den magnetisch markierten AmB-NS-RBCs konnte nicht
erreicht werden, da aufgrund der Einbettungsmethodik eine Wéirme-induzierte

Agglomeratbildung der Zellen auftrat. Kontrollen magnetisch unmarkierter RBCs und native

RBCs derselben Konzentration zeigten keinen Kontrast, nur lediglich vereinzelte

Suszeptibilitatsartefakte (Abb. 1V-6B-C).

Abb. IV-6: Kernspintomographische Visualisierung von Magnetit-AmB-NS-RBCs

(A) In Agarosephantome eingebettete Magnetit beladene AmB-NS-RBCs (10*/ml) zeigten im 3.0T MR eine
deutliche T2-gewichtete Signalausloschung, die die Zellen eindeutig von der Umgebungsmatrix abgrenzte. Die
Verklumpung der Zellen war am chesten auf die Hitze der Agarose Einbettungsprozedur zuriickzufiihren.
Entsprechende Kontrollen bestehend aus nativen RBCs (B) und lysierten, unbeladenen RBCs (C) zeigten keine

Verdnderungen im T2 Signal, sondern lediglich vereinzelte Suszeptibilititsartefakte.
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V.24 PS Exposition an AmB-NS-RBCs und Magnetit-AmB-NS-RBCs

Nach der Beladungsprozedur sollte die Prisenz von externalisiertem Phosphatidylserin (PS) als
Mal} fir die Membranschidigung der AmB-NS-RBCs und Magnetit-AmB-NS-RBCs mit
Annexin V (AnxV) untersucht werden. Sobald PS auf der Zelloberfliche préisent ist, bindet es
FITC gekoppeltes AnxV und erlaubt somit die durchflusszytometrische Quantifizierung.

| AnxV-Positivitat
60 MW SD
[ Kontrolle 0.67 0.90
A Leere RBC 43.64 5.99
2 F AmB-NS-RBC 43.33 5.90
. [ Magnetit-AmB-NS-RBC ~ 73.90%  2.00
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Abb. IV-7: Quantifizierung von PS auf der Zellmembran von AmB-NS-RBCs und unbeladene RBCs

Um das Ausmaf} der Membranschddigung durch die AmB-Beladung zu beurteilen, wurde die PS-Translokation via
AnxV untersucht. Dargestellt ist der %-Anteil AnxV positiver Zellen in der Gesamtpopulation der AmB-NS-RBCs,
Magnetit-AmB-NS-RBCs, unbeladene RBCs und nativer RBCs. Sowohl AmB-NS-RBCs als auch unbeladene
RBCs wiesen dieselbe PS Exposition auf der Zelloberfliche auf. Lediglich Magnetit-AmB-NS-RBCs, die einer
rigoroseren hypoosmotischen Prozedur unterzogen wurden, demonstrierten signifikant hohere Werte (*p < 0.05).
Als Kontrollpopulation dienten native RBCs. Dargestellt sind die Mittelwerte aus je 5 unabhéingigen Messungen

und deren Standardabweichungen.

Die durchflusszytometrische Analyse unmittelbar nach Beendung des RBC-Beladungsverfahrens
ergab eine AnxV-Positivitidt von 43 £ 5.9% fiir die AmB-NS-RBCs, die nahezu identisch mit
den unbeladenen RBCs (44 + 6%) war (Abb. 1V-7). Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass
die PS-Externalisierung eher von der hypoosmotischen Behandlung und der damit verbundenen
Reduzierung der intrazelluldren Enzyme verursacht zu sein schien als von AmB assoziierter
Zytotoxizitit. Im Fall der Magnetit-AmB-NS-RBCs war sogar eine deutlich hdhere prozentuale
PS Externalisierung von 74 + 2% (p < 0.05) ermittelt worden (Abb. 1V-7). Diese ausgepragte
Zunahme der PS-Prédsentation im Vergleich zu den AmB-NS-RBCs konnte neben der
intensiveren hypoosmotischen Prozedur aufgrund der Doppelbeladung ebenfalls ein Hinweis auf
die in Abb. IV-5C-D dargestellte membrandse Magnetiteinlagerung sein, die Stérungen in der

Lipiddoppelschichtkomposition hervorrufen konnte.
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1IV.25 In-vitro Effektivitat der AmB-NS-RBCs in C. albicans Kultur

Zur Feststellung der antifungalen Potenz von AmB-NS-RBCs wurden diese im Ultraschallbad
zerstort und mit dem freigesetzten AmB ein fungaler Hemmtest durchgefiihrt. Das Ausmal} der
Schiadigung von C. albicans wurde durchflusszytometrisch anhand der Zunahme der

Propidiumiodid-Signalintensitét als Indikator fiir den zelluldren Exitus erfasst.

Die zuvor ermittelte MHKs, fiir C. albicans ATCC 10231 ergab fiir konventionelles AmB-D
sowie fiir die AmB-Nanosuspension 0.0313 pg/ml. Fiir eine > 90%ige Hemmung des
Pilzwachstums (MHKyy) waren 0.5 pg/ml AmB-Nanosuspension bzw. AmB-D notwendig.

Beide AmB-Formulierungen zeigten eine identische in-vitro Effektivitit.

Abbildung 1V-8 stellt die Beziehung zwischen dem aus AmB-NS-RBCs freigesetztem AmB
und der fungalen Wachstumsinhibition dar. Um eine 50%ige C. albicans Hemmung (MHKs) zu
erreichen waren im Durchschnitt ca. 1¥10* AmB-NS-RBCs/ml notwendig, fiir eine 90%ige
Inhibition wurden ca. 1*10° AmB-NS-RBCs/ml benétigt bei einer durchschnittlichen AmB-
Beladungskonzentration von 3.81 pg/RBC. Beispielhistogramme mit entsprechendem Anstieg

der PI Signalintensitdt (M1) sind in Abb. 1V-8B gezeigt.
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Abb. 1V-8: Inhibition von C. albicans ATCC 10231 mit AmB-NS-RBCs

(A) Das Diagramm zeigt die Beziehung zwischen der aus AmB-NS-RBCs freigesetzten AmB Menge und der C.
albicans Wachstumsinhibition. Fiir eine 50%ige C. albicans Hemmung waren ca. 1¥10° AmB-NS-RBCs/ml
notwendig. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Messungen und deren Standardabweichungen.

(B) Dargestellt sind Beispiclhistogramme der durchflusszytometrischen Erfassung der fungalen
Wachstumsinhibition nach AmB-NS-RBC Inkubation mittels PI. M1 gibt den Bereich der toten, PI-positiven C.

albicans Zellen an. Gezeigt ist eine Positivkontrolle und 50%, 90% bzw. > 98% Inhibition des Pilzwachstums.
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V.3 Intrazellulare AmB-Akkumulation und Freisetzung aus Leukozyten

AV Leukozytare Aufnahme von AmB-NS-RBCs

Fiir einen maximalen therapeutischen Effekt war es notig, eine mdglichst hohe intrazelluldre
AmB-Akkumulation in den Leukozyten zu erzielen. Die Effektivitit und Kinetik der
intrazellularen Aufnahme von AmB-NS-RBCs wurde via Durchflusszytometrie, RP-HPLC und
CLSM beurteilt. Zu diesem Zweck wurden FITC-BSA markierte AmB-NS-RBCs mit PMN bzw.
MNC bei 37°C inkubiert und die leukozytire Aufnahme iiber einen Zeitraum von 4 Stunden

erfasst.

Abbildung 1V-9A-D zeigt eine Zusammenstellung der zeitabhidngigen Phagozytose von FITC-
BSA markierten AmB-NS-RBCs. Dabei diente die Zunahme der FITC-Fluoreszenzintensitit der
Leukozyten als Mal fiir deren Aufnahmekapazitit. AmB-NS-RBCs wurden sowohl von PMN
als auch von MNC effizient ingestiert. Nach einer Stunde Inkubation wiesen bereits mehr als
90% der Immunzellen eine FITC-Positivitdt auf; eine anndhernd vollstindige Séttigung der
Immunzellen trat nach 4 Stunden Inkubationszeit ein. Somit war die leukozytédre Elimination der
AmB-NS-RBCs annihernd so effektiv wie die Phagozytose von gram-negativen, opsonierten E.

coli im Vergleich (p = 0.143) (Abb. IV-9A, links).

Nach Betrachtung der Phagozytose wurden die Ergebnisse mit dem Grad PS Exposition an der
RBC-Zelloberfliche korreliert. FEine Korrelation zwischen leukozytirer AmB-NS-RBC
Aufnahme und prozentualem Anteil der PS-positiven AmB-NS-RBCs wurde fiir Werte von <
35% beobachtet, wohingegen PS-Ratios von > 35% zu einer Séttigung, ohne weitere Steigerung

der Aufnahmekapazitit, fiihrten (Abb. 1V-9A, rechts).

RP-HPLC Untersuchungen der AmB-NS-RBC beladenen Leukozyten ermittelten eine
intrazelluldire AmB-Akkumulation von ca. 16 pg/Zelle fiir MNC und 14 pg/Zelle fiir PMN (siche
Tabelle in Abb. 1V-9), entsprechend einer leukozytiren Transportkapazitit von 4 bis 5 AmB-
NS-RBCs pro Zelle (Abb. 1V-9B). Dieses wurde ebenfalls durch das CLSM bestitigt, welches
eine deutliche Anreicherung von FITC-BSA markierten AmB-NS-RBCs (griin) innerhalb der
Leukozyten darstellte (Abb. 1VV-9C).
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Abb. 1V-9: Phagozytose und intrazellulare Akkumulation der AmB-NS-RBCs durch Leukozyten.

(A) Die phagozytotische Aufnahme von FITC-BSA markierten AmB-NS-RBCs durch Leukozyten wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Aufnahmekinetik beider Zelltypen (MNCs, PMNs) entspricht einer typischen
Sattigungskurve mit der hochsten Eliminierung innerhalb der ersten Stunde. Die intrazelluldre Aufnahme der FITC-
BSA-AmB-NS-RBCs war ebenso effektiv wie die Phagozytose von E. coli. Eine Korrelation zwischen PS-
Exposition und Phagozytose konnte fiir prozentuale PS-Werte von < 35% dargestellt werden. PS Externalisierungen
> 35% fiihrten zu > 90%igen Aufnahmeraten. (B) Uber einen Zeitraum von 4 hr internalisierten Leukozyten 4 — 5
AmB-NS-RBCs pro Zelle entsprechend einer AmB-End-Konzentration von 14-16 pg/Leukozyt. Dabei waren
geringfiigige Unterschiede in der Zell-Ladekapazitit zwischen PMN und MNC erkennbar. (C) CLSM Aufnahme
eines FITC-BSA markierten AmB-NS-RBC-tragenden Leukozyten. FITC-BSA-AmB-NS-RBCs (griin) sind
intrazelluldr lokalisiert, der phagozytire Zellkern wurde mit PI (rot) angefédrbt. Die Bildaufnahme erfolgte durch
einem LSM 510 Mikroskop (Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland), Olobjektiv 100x/1.3 mit einem 488-nm Argon
und 543-mm He / Ne-Laser.
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1vV.3.2 Leukozytére Freisetzungskinetik von AmB

Fir ein DDS ist es nicht nur notwendig, dass der Wirkstoff stabil in ein Tridgersystem
eingeschlossen werden kann, sondern dass das System auch in der Lage ist, den Wirkstoff
wieder abzugeben. Daher wurde im Folgenden die AmB-Freisetzungskinetik aus den MNC und

PMN mit Hilfe des unter Kapitel I1I-10.2 beschriebenen Versuchsautbaus analysiert.

Die leukozytire Freisetzung von AmB wurde als Funktion der Zeit iiber eine Dauer von 10
Tagen fiir MNC und 3 Tagen fiir PMN untersucht. Die Probenentnahme zur Ermittlung der intra-
und extrazelluliren AmB Konzentration via RP-HPLC erfolgte jeweils im Abstand von 24
Stunden. Um Artefakte in der Erfassung der extrazelluliren AmB Konzentration durch
iiberschiissigen Zelltod zu minimieren, wurde die Zellvitalitidt zu Anfang durchflusszytometrisch

via PI tiberpriift and lag bei 99.3% (PMN) und 99.6% (MNC).

Abbildungen 1V-10A-B zeigen eine kontinuierliche leukozytire AmB-Freisetzung mit
entsprechender Abnahme der intrazelluliren AmB-Konzentration in der Charakteristik einer
Funktion 1. Ordnung. Das Freisetzungsmuster von AmB verhielt sich in beiden Zellpopulationen

dhnlich und folgte der folgenden Kinetik:

Konzams (t) = Konzamp.o * exp (-at) + Konzamp gnd [GL8]

wobei Konz die Konzentration, a die Zeitkonstante und t die Zeit ist.

Dabei war der intrazellulire AmB Konzentrationsabfall pro Zeit nicht konstant. Innerhalb der
ersten 24 Stunden konnte ein schneller intrazellulirer AmB Konzentrationsabfall von fast 50%
beobachtet werden, das mit einem Anstieg der extrazelluliren AmB Menge auf 2.48 pg/ml
(MNC) und 3.41 pg/ml (PMN) korrelierte. Mit ansteigender extrazellulirer AmB Menge sank
die AmB-Freisetzung pro Zeiteinheit immer mehr ab, was Hinweise auf ein Diffusionsgeschehen
geben konnte. Die extrazelluldr erreichten AmB-Konzentrationen lagen mit Werten zwischen
2.48 — 6.1 ug/ml (MNC) bzw. 3.4 — 4.1 pg/ml (PMN) weit tiber der experimentell festgesetzten
MHKy, fiir C. albicans (0.5 ug/ml) (siche Kapitel 1V. 2.5).

Im Verlauf des Versuches kam es durch sequentielle Medienwechsel zu einer schrittweisen
Substitution des extrazelluliren AmBs. Ein Equilibrium am Ende der Messung wurde jedoch

nicht erreicht.
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Abb. 1V-10: Freisetzungskinetik von AmB aus AmB-NS-RBC beladenen MNC (A) und PMN (B).

(A und B) Die Ermittlung der intra- (PMNs, MNCs) und extrazelluliren (Media) AmB Konzentration via RP-
HPLC erfolgte tdglich {iber einen Zeitraum von 10 Tagen (MNCs, A) und 3 Tagen (PMNs, B). In beiden
Zellpopulationen konnte eine kontinuierliche zellulire AmB-Freisetzung mit entsprechender Abnahme der
intrazelluldren AmB-Konzentration in der Charakteristik einer Funktion 1. Ordnung beobachtet werden. Das AmB-
Freisetzungsmuster beider Leukozytenpopulationen folgte dabei derselben Kinetik.

Dargestellt sind die Mittelwerte und deren Standardabweichungen aus 5 - 8 unabhéngigen Experimenten.
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IV.3.3 Bestimmung der antifungalen Kapazitat von AmB-NS-RBC-Leukozyten

Um die antifungale Kapazitit der AmB-NS-RBC tragenden Leukozyten zu bestimmen, wurde
ein C. albicans - AmB-NS-RBC-Leukozyten Ko-Kultivierungsassay etabliert, wobei
Leukozyten und C. albicans im Verhéltnis 1:10 inkubiert wurden. Je 100 pl Probe wurden nach
3, 6, 12 und 24 Stunden, dann téglich iiber einen Zeitraum von 10 (fiir MNC) und 3 Tagen (fiir
PMN) entnommen und auf SDA-Platten ausplattiert. Die gewachsenen Kolonien wurden

ausgezéhlt und mit Hilfe der Kontrollen die prozentuale Hemmung des Pilzwachstums ermittelt.

Bereits innerhalb der ersten 6 - 12 Stunden konnte eine erhebliche Inhibition des Pilzwachstums
von mehr als 90% bei beiden Zellpopulationen beobachtet werden (Abb. 1V-11A-B, rot). Dabei
konnte eine deutliche Dosis — Effekt Beziehung aufgezeigt werden, wobei die C. albicans
Hemmung mit ansteigender AmB-Konzentration im Medium zunahm (Abb. 1V-11A-B,
schwarz). So wurde beispielsweise in der Monozytenpopulation bei einer Konzentration von ca.
1 pg/ml AmB im Medium eine 41%ige und ab ca. 2 pg/ml AmB eine > 90%ige Hemmung von
C. albicans beobachtet (Abb. IV-11A, schwarz). Bei PMNs stellte sich eine > 90%ige
Inhibition schon bei ca. 1.0 pg/ml AmB ein (Abb. 1V-11B, schwarz). Eine dauerhafte,
komplette Wachstumshemmung wurde ab dem 2. Tag fiir PMN und ab dem 3. Tag fiir MNC
erreicht, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes anhielt (Abb. 1V-11A-B, rot).

Die intrazelluldre antifungale Aktivitit der AmB beladenen Leukozytenpopulationen gegen C.
albicans wurde in einem weiteren 3-Stunden-Co-Kultivierungstest untersucht. Dazu wurden die
extrazelluldren, freien C. albicans Zellen nach der Inkubation durch Differentialzentrifugation
von den Leukozyten getrennt. AnschlieBend wurden die Immunzellen lysiert und das Lysat auf

SDA-Platten kultiviert.

Aus Abbildung IV-11C ist ersichtlich, dass die leukozytéire Pra-Inkubation mit AmB-NS-RBC
zu einer signifikanten Effizienzsteigerung der intrazelluldren fungalen Abtotungskapazitit um
84% fiir MNCs und PMNs im Vergleich zu den Kontrollen fiihrte. Damit konnte gezeigt werden,
dass neben der extrazelluldren antifungalen Aktivitdt auch die Fihigkeit der Leukozyten zur
intrazelluldren Pilzabtotung durch die Internalisierung von AmB-NS-RBCs gesteigert werden

konnte.
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Abb. 1V-11: Effekte von AmB-NS-RBC beladenen Leukozyten auf die intra- und extrazellulare
Abtotungskapazitat von C. albicans ATCC 10231

(A und B) Die extrazellulire Abtotungseffizienz von C. albicans durch AmB-NS-RBC beladene MNC (A) und
PMN (B) wurde mittels direkter Kultivierung bestimmt (rot). Eine signifikante Reduktion vitaler C. albicans konnte
bereits nach 4 Stunden Inkubation festgestellt werden. Eine komplette Inhibition erfolgte nach 2 Tagen fiir PMNs
und 3 Tage fiir MNCs. Ebenfalls gezeigt ist eine Konzentrations-Effekt Kurve des aus den Leukozyten freigesetzten
AmBs und C. albicans (schwarz). Deutlich zu erkennen ist eine Korrelation zwischen Pilzhemmung und
ansteigender AmB Konzentration im Medium. Bei ca. 1.9 pg/ml AmB wurde eine > 95%ige Pilzhemmung fiir
MNCs erreicht, wihrend AmB-NS-RBC beladene PMNs schon bei ca. 1.0 pg/ml AmB im Medium > 95% ige
Pilzhemmung aufwiesen.

(C) Die intrazelluldre fungale Abtétungspotenz wurde in einem 3 Stunden Co-Kultivierungsassay untersucht. Die
Ergebnisse sind in % dargestellt. Mit AmB-NS-RBCs beladene Leukozyten konnte eine signifikante Erhdhung der
antifungalen Abtétung um ca. 84 % fiir MNCs und PMNs im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden (**p <
0.001).

Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus 3 - 4 unabhingigen Experimenten.
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V.4 Auswirkungen von intrazellularem AmB auf die Funktionen der PMN und
MNC

Wie in Kapitel III.11 dargelegt, sollte die Anreicherung von AmB-NS-RBCs in Immunzellen
dazu dienen, ein biologisches, ubiquitires Transport- und Arzneistoffreservoir zu generieren.
Phagozytose und oxidativer Burst stellen die wesentlichen Komponenten der antifungalen
Effektormechanismen dar. Werden diese Prozesse durch die intrazellulire AmB-Akkumulation
behindert, kann dies zu schweren Konsequenzen fiir den Organismus fithren. Daher wurder der
Einfluss der AmB-NS-RBC-Aufnahme auf die leukozytére Vitalitit, Phagozytose und oxidative
Burst Produktion untersucht. Proben wurden jeweils unmittelbar nach der AmB-NS-RBC

Aufnahme sowie 24 Stunden spéter analysiert, um auch langfristige Folgen zu erfassen.

V4.l Untersuchungen zur Vitalitat von AmB-NS-RBC-Leukozyten

Zur Beurteilung des Einflusses der AmB-NS-RBCs auf die Effektorfunktion phagozytierender
Zellen wurde zunichst deren Vitalitdt nach der intrazelluldren Aufnahme der AmB-NS-RBCs

bestimmt.

AmB-NS-RBC beladene Leukozyten wurden direkt nach der Pridparation mit den
fluoreszierenden Vitalititsmarkern AnxV und PI inkubiert und im Durchflusszytometer
analysiert. Bei dieser Methode stellen sich frith-apoptotische Zellen AnxV positiv dar, spét-
apoptotische/tote Zellen werden durch die Interkalierung von PI mit der nukledren DNA rot

dargestellt; vitale Zellen hingegen sind negativ fiir beide Marker.

Die erhobenen Ergebnisse sind in Abbildung 1V-12 zusammengefasst. Dargestellt ist die
prozentuale Verteilung vitaler, frith- und spéat-apoptotischer/toter Leukozyten mit und ohne
Internalisierung von AmB-NS-RBCs. Die Vitalitit (AnxV-/PI-) der MNC und PMN betrug >
96% nach der AmB-NS-RBC-Aufnahme und zeigte damit keine signifikante Abweichung von
der Kontrollpopulation (viable Zellen p > 0.05; friih-apoptotische Zellen p > 0.05, spét-
apoptotische Zellen p > 0.05) (Abb. 1V-12A). Der Apoptoseindex (% apoptotischer Zellen)
schwankte zellabhdngig zwischen 0.25 — 2.85% und wies statistisch keine signifikanten

Unterschiede zwischen AmB-NS-RBC beladenen und nativen Leukozyten auf.
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Um mit der AmB-NS-RBC-Beladung assoziierte Langzeitfolgen auf die leukozytare Vitalitdt zu

erfassen, wurde die Messung nach 24 hr wiederholt. Auch hier konnten keine Unterschiede

zwischen den AmB beladenen und unbehandelten Populationen beobachtet werden (Abb. 1V-

12B).
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Abb. IV-12: Kurz- und Langzeitauswirkungen der AmB-NS-RBCs Internalisierung auf die Vitalitat der

Leukozyten

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung (MW) der Leukozyten in lebende (AnxV-/PI-), friih- (AnxV+/PI-) und

spét-apoptotische (AnxV+/PI+) Zellpopulationen als Balkendiagramm. Die Ergebnisse

unabhéngigen Ansédtzen. MW und SD konnen der beigefligten Tabelle entnommen werden.

stammen aus

5

(A) Die Aufnahme der AmB-NS-RBCs zeigte keine sofortigen Auswirkungen auf die Vitalitdt der Leukozyten im

Vergleich zu den unbeladenen Kontrollpopulationen.

(B) Auch nach 24 Stunden konnte keine Einschrinkung der leukozytéiren Vitalitdt nachgewiesen werden.
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1vV.4.2 Phagozytose von AmB-NS-RBC-Leukozyten von C. albicans

Um die leukozytire Phagozytoseleistung nach der AmB-NS-RBC Internalisierung zu beurteilen,
wurden AmB-NS-RBC beladene Leukozyten mit opsonierten 5(6)-FAM-SE markierten C.
albicans (griin) inkubiert und deren phagozytotische Aktivitit durchflusszytometrisch analysiert.
Mit Hilfe des Farbstoffs TB, der eine Griin-Rot Fluoreszenzverschiebung bei extrazellular,
jedoch nicht intrazelluldr, befindlichen Partikeln verursacht, sollte eine Differenzierung
zwischen phagozytierenden und adhirierenden Immunzellpopulationen erfolgen. Die
Phagozytosekapazitit der AmB-NS-RBC-Leukozyten wurde iiber den prozentualen Anteil
Phagozytose-positiver Zellen sowie iiber die mittlere Fluoreszenzintensitit als Mal} fiir die

Phagozytoseintensitit bestimmt.

Abbildung 1V-13 zeigt eine reprisentative Verlaufsdarstellung der C. albicans Phagozytose von
AmB-NS-RBC-Leukozyten iiber einen Zeitraum von > 4 Stunden. Nach 30 Minuten waren 4
unterschiedliche Leukozytensubpopulationen identifizierbar, die mit dem Grad der Leukozyten-
C. albicans-Interaktion korrelierten. Anhand der Férbecharakteristika konnten folgende
Unterteilungen vorgenommen werden: inaktive Zellen (keine Fluoreszenz) (I), adhéirierende
Zellen (Rotfluoreszenz) (II), ingestierende Zellen (Griinfluoreszenz) (IV) sowie adhérierende

und ingestierende Zellen (Rot- und Griinfluoreszenz) (III).
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Abb. 1V-13: Phagozytose von C. albicans durch AmB-NS-RBC beladene Leukozyten.
Dotplotdarstellung der C. albicans Phagozytose im zeitlichen Verlauf. Die Abzisse zeigt die FITC-Fluoreszenz
(Griinfloureszenz), wahrend die y-Achse die Rotfluoreszenz (PI) reprdsentiert. Nach 30 Minuten ist eine deutliche

Differenzierung der leukozytiren Subpopulationen zu erkennen:

| Keine Interaktion (keine Féarbung; FITC -/ PI -)

1 Adhirierende Leukozyten (rot; FITC -/ PI +)

1l Adhdrierende / Ingestierende Leukozyten ( griin, rot; FITC +/ PI +)
v Ingestierende Leukozyten (griin; FITC +/ PI -)
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Aufgrund dieser Beobachtung wurde die durchflusszytometrische Analyse der leukozytiren

Phagozytosekapazitit in den weiteren Experimenten nach 30 Minuten durchgefiihrt.

In der durchflusszytometrischen Auswertung konnte ein Anstieg von phagozytotisch inaktiven
Zellen innerhalb der AmB-NS-RBC beladenen Leukozytenpopulationen verzeichnet werden.
Der prozentuale Inaktivitidtszuwachs betrug 25.5% fiir AmB-NS-RBC-MNCs (p = 0.4) und
29.5% fiir AmB-NS-RBC-PMNs (p = 0.1), der jedoch im Vergleich zu den Kontrollen statistisch
nicht signifikant war (Abb. 1V-14A). Neben der prozentualen Phagozytosekapazitit wurde die
Phagozytoseintensitit, d. h. die Anzahl adhérierter und ingestierter C. albicans pro Zelle, anhand

der Fluoreszenzintensitdten mit den folgenden Formeln ermittelt:

Ca=Frum/ RFc [GL. 9]

Ci = Frmv/ GFc [Gl. 10]

RFc Mittlere Rotfluoreszenz von C. albicans

GFc Mittlere Griinfluoreszenz von C. albicans (vor dem Quenching)

FL Mittlere Fluoreszenz der Leukozyten aus Quadranten IT und III zur Bestimmung der Adhérenz bzw. IIT und
IV zur Bestimmung der Ingestionsrate

Ca Anzahl adhirierter C. albicans

C; Anzahl ingestierter C. albicans

Basierend auf diesen Berechnungen adhérierten AmB-NS-RBC-MNC durchschnittlich 3.77 +
0.22 C. albicans/Zelle und internalisierten 3.00 + 0.30 C. albicans pro Zelle, gegeniiber 7.23 +
1.62 bzw. 3.59 + 1.60 respektive (Kontrollpopulation). AmB-NS-RBC-PMN adhérierten 6.23 +
1.93 und phagozytierten 3.53 + 0.09 C. albicans/Zelle; unbehandelte PMN banden 8.11 + 2.95
C. albicans/Zelle an sich und nahmen 3.58 + 0.13 C. albicans/Zelle auf. Demnach musste
geschlussfolgert werden, dass obwohl der prozentuale Anteil Phagozytose-inaktiver AmB-NS-
RBC-Leukozytenpopulationen erhéht war, so war der Aktivititsgrad phagozytotisch aktiver
AmB-NS-RBC-Leukozyten anndhernd identisch mit den Kontrollen. Lediglich die Adhérenz
von C. albicans an die AmB-NS-RBC-Leukozyten war etwas erniedrigt, wenn auch nicht

signifikant.

Nach 24 Stunden normalisierte sich die Phagozytoseaktivitit fiir beide AmB-NS-RBC beladene
Leukozytenpopulationen vollstindig und glich sich den Werten der Kontrollpopulationen an
(Abb. 1V-14B).
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A Phagozytosekapazitat nach der Aufnahme der AmB-NS-RBC

Keine  Adhdrenz Ingestion  Adhérenz/
Ingestion

100
| AmB-NS-RBC-PMN 4340 25.88 15.35 15.37
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W ©

B Phagozytosekapazitat 24 Stunden spater
Keine  Adhdrenz Ingeston  Adhérenz/
Ingestion
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\49’960’?

Bl Keine Interaktion (3 Adharenz Hl Ingestion (3 Adharenz und Ingestion

Abb. IV-14: Kurz- und Langzeitauswirkungen der AmB-NS-RBC Aufnahme auf die Phagozytosekapazitat
der Leukozyten.

Dargestellt ist das prozentuale Verteilungsmuster der Leukozyten in Abhédngigkeit von ihrer Aktivitidt wéhrend der
C. albicans Phagozytose als Balkendiagramm. AmB-NS-RBC-PMN bzw. AmB-NS-RBC-MNC wurden mit C.
albicans in einem Verhéltnis von 1:10 fiir 30 Minuten inkubiert und im DurchfluBzytometer analysiert. Die
Ergebnisse stammen aus 4 unabhingigen Ansétzen. MW und SD kénnen der Tabelle entnommen werden.

(A) Die Daten zeigen einen Anstieg der phagozytotisch inaktiven Zellen innerhalb der AmB-NS-RBC beladenen
Leukozytenpopulationen um 25.5% fiir AmB-NS-RBC-MNCs und 29.5% fiir AmB-NS-RBC-PMNs.

(B) Nach 24 Stunden normalisierte sich die phagozytotische Aktivitit beider AmB-NS-RBC-
Leukozytenpopulationen und glich sich den Werten der unbeladenen Kontrollen an. Der % Anteil der Phagozytose-

positiven Zellen war annéhernd identisch.
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V.43 Untersuchungen zum oxidativen Stress

Die Féhigkeit der MNC und PMN auf Stimulation mit der Bildung von Sauerstoffradikalen zu
reagieren, ist fiir die Immunabwehr essentiell. In den folgenden Versuchsreihen wurde
analysiert, inwieweit intrazelluldr befindliches AmB die Féhigkeit der Zellen ROS zu generieren,
beeinflusst. Um den tatsdchlichen Einfluss von AmB herauszustellen, wurden mit leeren RBCs
beladene Leukozyten als zusdtzliche Kontrolle eingefiigt. Die ROS Bildung der AmB-NS-RBC-
Leukozyten wurde durchflusszytometrisch nach Stimulierung mit C. albicans, fMLP und PMA

untersucht; die entstehende Fluoreszenz entspricht dem % Anteil ROS-bildender Zellen.

IV.43.1 Stimulierung mit C. albicans

Unmittelbar nach der Aufnahme der AmB-NS-RBC war die Phagozytose von C. albicans von
einem messbaren, aber im Vergleich zur Kontrollpopulation um 50% geringeren
Fluoreszenzanstieg begleitet, was auf eine signifikant reduzierte Sauerstoffradikal-Produktion
hinwies (p < 0.001) (Abb. IV-15A). Ebenso fiihrte diec Aufnahme leerer RBC zu einer
verminderten Radikalproduktion (p < 0.001) (Abb. IV-15A). Um festzustellen, ob es sich dabei
um permanente oder transiente Effekte handelte, wurden die Messungen nach 24 h wiederholt.
Es zeigte sich eine Normalisierung der Messwerte auf das Kontrollniveau sowohl fiir AmB-NS-

RBC als auch fiir leere RBC beladene Populationen (Abb. 1V-15B).

1IV.43.2 Stimulierung mit Formylmethionin-Leucin-Phenylalanin (fMLP)

fMLP fiihrt iiber rezeptorvermittelte Mechanismen zur Aktivierung der NADPH-Oxidase.
Beladene MNC- und PMN-Populationen zeigten unabhéngig von AmB unter Stimulation von
fMLP eine tendenziell hohere, aber noch im Normbereich (Normalwert 1 - 20%) befindliche
Burstaktivitdt mit Werten um 10 - 13% (Abb. 1V-15A), die jedoch nicht anhaltend war. Bei der
Wiederholung der Messung 24 Stunden spéter konnte kein Unterschied zu den Kontrollen

festgestellt werden (Abb. 1V-15B).

IV.43.3 Stimulierung mit Phorbol 13-Myristat 12-Acetat (PMA)

Die stimulatorische Aktivitit von PMA, welches die Zytokininduktion durch Aktivierung der
Proteinkinase C (PKC) bewirkt, war inital sowohl bei den AmB-NS-RBC- als auch leeren RBC
beladenen Leukozytenpopulationen gleichsam deutlich reduziert auf ca. 30% (p = 0.029) (Abb.
IV-15A). Auch in diesem Fall, war dieses Phenomen nur von transienter Dauer. Nach 24
Stunden konnte eine Normalisierung der Messergebnisse auf Kontrollwerte beobachtet werden

(Abb. 1V-15B).
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A Oxidativer Burst nach der Aufnahme der AmB-NS-RBC
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AmB-NS-RBC Leere RBC Kontrolle
C. albicans PMN 27.52 +3.61 23.50 +1.04 57.67 £2.24%**
MNC 941+ 1.31 11.95+2.99 38.45 +4.16**
fMLP PMN 10.37+ 1.93 11.73 £0.75 3.17+£2.07
MNC 997+ 2.64 12.87 £1.30 4.52+4.31
PMA PMN 58.64+ 1.70 62.30+1.93 84.46 £2.41*
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AmB-NS-RBC Leere RBC Kontrolle
C. albicans PMN 49.03+2.14 53.43 £6.51 50.21+2.50
MNC 23.59+1.81 26.55+0.84 29.80+ 1.68
fMLP PMN 3.25+£0.23 3.60 + 0.86 1.73 £0.50
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Abb. 1V-15: Kurz- und Langzeitauswirkungen der AmB-NS-RBC auf leukozytire ROS-Bildung.
(A) Die ROS-Bildung der PMN und MNC nach der Aufnahme von AmB-NS-RBC und leeren RBC war deutlich
reduziert, wenn die Zellen mit C. albicans (**p<0.01) und PMA (*p<0.05), jedoch nicht mit fMLP, stimuliert

wurden. Diese Beobachtung war unabhingig von AmB, da Zellen ohne AmB dieselben Resultate aufwiesen.

(B) Eine Wiederholung der Messung 24 Stunden spiter ergab eine Normalisierung der Messwerte auf das Niveau

der Kontrollen sowohl fiir AmB als auch mit leeren RBC beladene Populationen.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 4 unabhingigen Messungen.
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Vv Diskussion

Das Spektrum der Pilzkolonisierung von C. albicans, dem haufigsten fungalen Humanpathogen,
reicht von symbiotischer Koexistenz bis hin zu schwerwiegenden, systemischen Infektionen.
Trotz der Tatsache, dass Pilzinfektionen im immunkompetenten Wirt meist selbstlimitierend
sind, ist die Zahl der lebensbedrohlichen Pilzinfektionen in den letzten drei Jahrzehnten vor
allem bei immungeschwéchten Patienten dramatisch angestiegen obwohl potente Therapeutika
wie AmB zur Verfiigung stehen [1]. Ursédchlich hierfiir ist neben der unzureichenden
Friihdiagnostik das fulminante Nebenwirkungsprofii von AmB, das den klinischen
Anwendungsbereich stark einengt [28]. Anstrebungen, das Nebenwirkungsprofil mittels der
Synthese von AmB-Analoga wie AmB-Estern, Liposomen und anderen lipid-basierenden

Formulierungen zu verbessern, fithrten nicht zum erwarteten Erfolg [1, 89].

Die Einfithrung der Nanotechnologie in der letzten Dekade hat innovative Ansidtze fiir
schwerlosliche Wirkstoffe wie z. B. AmB offeriert, und hat daher grofies Interesse im Zell-
basierten Medikamententargeting und ebenso als DDS gewonnen [69, 90, 91]. Daher
schlussfolgerten wir, dass der Einschluss einer AmB-NS in einen biologischen Tridger mit
anschlieBender selektiver Aufnahme durch die Leukozyten einen idealen Ansatz zur
Verbesserung der antimykotischen Therapie darstellt. Wir folgerten weiter, dass ein solches Zell-
basiertes Arzneistofftragersystem die antifungale Therapie intensiviert durch (1) Limitierung der
Toxizitit, (2) Unterstiitzung der intra- und extrazelluldren antifungalen Immunantwort und (3)
Verbesserung der Wirkstoffakkumulation am Krankheitsherd. Dabei war die Rolle der
Leukozyten von besonderer Bedeutung, da sie im Gegensatz zu AmB Zutritt in alle

Korpergewebe einschlie8lich des ZNS besitzen [92].

Basierend auf diesen zugrunde liegenden Erwdgungen, ergaben sich folgende Ergebnisse, die in

den weiteren Abschnitten im Einzelnen diskutiert werden:

(A)  Lysierte RBCs (Ghosts) konnen schnell und effizient via hypotone Hamolyse mit einer
AmB-NS beladen werden. Durchschnittliche AmB-Beladungsmenge war 3.81 + 0.47
pg/RBC.

(B) Der Co-Einschluss von  Magnetit in  AmB-NS-RBCs  erlaubte  eine
kernspintomographische Visualisierung der Zellen und erhohte die eingeschlossene

AmB-Konzentration auf 5.79 + 0.71 pg / RBC.
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(C) AmB-NS-RBCs wurden schnell von den Leukozyten (MNC und PMN) erkannt und
phagozytiert mittels auf der RBC-Zelloberfliche befindlichem PS. Durchschnittlich
wurden 4 - 5 AmB-NS-RBCs pro Leukozyt aufgenommen und eine AmB-
Beladungsendmenge von 14 - 16 pg/Zelle erzielt.

(D) Die leukozytire AmB-Akkumulation fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der intra—
und extrazelluldaren Abtotung von C. albicans. Eine kontinuierliche leukozytire AmB-
Freisetzung konnte iiber einen Zeitraum von maximal 10 Tagen beobachtet werden.

(E) Die leukozytire Funktionstestung nach der Aufnahme der AmB-NS-RBC zeigte weder
kurz- noch langfristige Einschriankungen der Vitalitit. Jedoch wurden kurzfristige
Verminderungen im Aktivitdtsgrad der Phagozytose und oxidativem Burst sowohl bei
den AmB-NS-RBC-MNC:s als auch -PMNs beobachtet, die sich nach 24 Stunden wieder

normalisierten und somit keine langfristigen Einschrankungen nach sich zogen.

V.1 Erythrozyten als Arzneistofftragersysteme fur schwerlgsliche Substanzen
am Beispiel von AmB

V.11 Einsatz der Nanosupension

AmB hat in der Behandlung invasiver Pilzinfektionen nach wie vor einen hohen Stellenwert; die
Abtotung von C. albicans durch AmB bleibt die schnellste und effizienteste Methode trotz neuer
antifungaler Medikamente [27]. Es interagiert mit dem Pilz-spezifischen Ergosterol und fiihrt
iiber die Bildung von Membrankandlen zu einem Verlust der Membranstabilitit, die im
zelluldren Exitus endet. Literatur zufolge spielt die Resistenzentwicklung fiir Pilze, mit
Ausnahme von Aspergillus terreus, nur eine untergeordnete Rolle [33]. Vielmehr scheinen
Probleme mit der Pharmakokinetik, d. h. Diskrepanzien zwischen der Lokalisation der Pilze und
AmB-Verteilung, dem Loslichkeitsprofil sowie der unspezifischen Sterolbindung -einen

wichtigen Anteil beim Versagen der Therapie zu spielen.

Betrachtet man die pharmakokinetischen Eigenschaften von AmB, muss festestellt werden, dass
AmB kein ideales Medikament darstellt. Da freies AmB sehr lipophil und in Wasser praktisch
unloslich ist - mit Einschrdnkung im sehr sauren und alkalischen pH-Bereich (< pH 2 und > pH
11), wo es mit 0.1 mg/ml nur gering 16slich ist - muss AmB mit hohem Aufwand in spezielle
pharmakologische Formulierungen aufbereitet werden [29, 30]. Konventionell wird AmB mit
Desoxycholat, einer Gallsdure, dispergiert. Neue Ansédtze, AmB in Liposomen oder andere

lipiddhnliche Formulierungen aufzubereiten, ermdglichte durch erhebliche Reduktion von



V. Diskussion 61

Nebeneffekten, insbesondere der Nephrotoxizitit, die Verabreichung von héheren Dosen [39].
Gleichzeitig erhdhen sich jedoch die Kosten fiir das Medikament gegeniiber der konventionellen

Formulierung dramatisch [48].

Zur Steigerung der Loslichkeit und Bioverfiigbarkeit von schwerl6slichen Therapeutika wie
AmB bietet die Nanotechnologie neue, innovative Losungsmoglichkeiten [90]. Unter ihnen
stellen Nanosuspensionen besonders attraktive Formulierungen dar, da neben einer Erh6hung der
Sattigungsloslichkeit und  Losungsgeschwindigkeit auch eine  Verbesserung  der
Beladungskapazitit fiir Carrier bis zu 30% erzielt werden kann [69]. Weitere Vorteile beinhalten
(a) ein schnelleres Einsetzen der Wirkung, (b) verbesserte Bioverfiigbarkeit, (C) verbesserte
Voraussage der therapeutischen Wirksamkeit, (d) verbesserte Dosisproportionalitdt und
Gleichformigkeit, (e) gezielte Arzneistoffabgabe, und (f) Formulierungen ohne toxische

Trégersubstanzen [69].

Aus den dargelegten Griinden wurde entschieden, die erythrozytire Beladung mit einer AmB-
Nanosuspension durchzufiihren. Dabei kommt der physikalischen Stabilisierung der
Nanopartikel groe Bedeutung zu, um ein Anwachsen der Kristalle zu unerwiinschten
Mikropartikeln zu vermeiden. Infolgedessen sollten Arzneistoffkonzentrationen zwischen 1-10%

gewihlt werden, wie es in der vorliegenden Arbeit getan wurde [70].

V.12 Schwerlésliche Substanzen - am Beispiel von AmB - kénnen als

Nanosuspension in Erythrozyten geladen werden

Die Wahl der Erythrozyten als Carriersystem basierte auf drei wesentliche Uberlegungen.
Erythrozyten besitzen im Gegensatz zu anderen Zellen kaum Zellorganellen und bieten mit
einem intrazelluldren Speichervolumen von 90 fl eine gute Beladungskapazitit. Weiterhin
schiitzen sie die eingeschlossene Substanz vor einer frithzeitigen enzymatischen Inaktivierung,
Abbau durch endogene Faktoren und gleichzeitig wird der Organismus vor toxischen
Nebenwirkungen bewahrt. Durch die Etablierung verschiedenster Beladungsverfahren konnte
gezeigt werden, dass RBCs mit unterschiedlichsten Stoffen beladen werden konnen. Zusétzlich
sind sie leicht ex vivo zu handhaben und dufleren Einfliissen gegeniiber relativ robust [50, 57,

58].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass RBCs mit therapeutischen Dosen von

AmB beladen werden konnen. Das verwendete Beladungsverfahren stellte sich als effizient,
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schnell und reproduzierbar dar: der AmB-Einschluss gelang innerhalb von 2 Stunden bei einer
reproduzierbaren Einschlusseffizienz von 15 - 18%. Dies entspricht der in Literatur angegebenen
Effektivitdt (~ 15%) fiir das von uns angewendete Beladungsverfahren der hypotonischen
Hémolyse [61, 93]. Die intrazellulédre Aufnahme von AmB erfolgte durch hypotonisch induzierte
Porenbildung in der Erythrozytenmembran, wodurch ein passiver Materialtransport im Sinne
einer Diffusion ermdglicht wird. Entsprechend einer erythrozytiren Porengrofe von 200 - 500 A
[61], war es daher nicht {iberraschend, dass die AmB-NS mit der geringsten Partikelgrofle von @
65 nm die effizienteste Beladung erzielte und fiir die beschriebenen Experimente eingesetzt
wurde, wihrend konventionelles AmB-D (Partikelgréfie 300 - 400 nm) ebenso wie eine weitere
AmB-NS (PartikelgroBe 250 nm) zu keiner signifikanten AmB-Akkumulation im RBC fiihrten.
Die Inkubation von intakten RBCs mit AmB fiihrte zu keiner intrazelluliren AmB-
Akkumulation, was einen aktiven Aufnahmeprozess, wie beispielsweise bei Primaquin,

Vinblastin, Hydrocortisone und Propranolol beschrieben, unwahrscheinlich erscheinen lief [94].

Mit der oben genannten Methodik wurde eine durchschnittliche intrazellulire AmB-Beladung
von 3.81 pg pro RBC erzielt, was 8004 pg AmB pro mg Lipid entspricht — angenommen die
Erythrozytenmembran enthdlt 4.76 pg Lipid pro RBC [95]. Im Vergleich dazu erzielen
Amphotericin B liposomale Formulierungen wie z.B. Ambisome oder &hnliche liposomale
Formulierungen eine durchschnittliche AmB Beladung von 33 - 37 pug/mg Lipid [96], was einer
221 - 248fachen Erhohung der AmB-Beladungsmenge pro mg Lipid im Erythrozyten entspricht.
Diese Berechnung ist jedoch nur von limitierter Aussagefahigkeit, da die liposomale Membran
vollstandig aus Lipiden besteht, wihrend die Erythrozytenmembran neben Lipiden (35%) zu
einem Grofteil aus Proteinen (50%) gebildet wird [54, 95]. Trotzdessen ist der errechnete
Beladungsvorteil nicht allein mit der Membrankomposition zu erkldren, sondern muss ebenso
auf ein vorteilhafteres Oberflichen-Volumen-Verhdltnis zugunsten der groeren RBCs
zuriickgefiihrt werden: bei einer Verdopplung des Durchmessers erhoht sich die theoretische
Volumenbeladung um die 3. Potenz wihrend die Oberfliche um die 2. Potenz zunimmt. Auch
bei der Betrachtung des prozentualen Molekiilanteils von AmB im RBC (Mol%) konnte mit 41%
ein weitaus hoherer Arzneistoffeinschluss als in Ambisome (10%), ABLC (33%) und AmB-
Desoxycholat (34%) erzielt werden [39, 48]. Kalkuliert wurden diese Werte in Bezug auf den
Lipidanteil (durchschnittliches molekulares Gewicht 800 Da) in der Zellmembran und unter

Auslassung von Cholesterol und Proteinen.
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Trotz der erfolgreichen erythrozytiren AmB Beladung muss an dieser Stelle angemerkt werden,
dass AmB aufgrund der unspezifischen Cholesterolbindung zytotoxisch fiir humane Zellen
wirkt. Ahnlich wie bei Pilzmembranen fiihrt es im Erythrozyten in niedrigen Konzentrationen
durch Bildung von transmembranen Kanélen zunéchst zu einer reversiblen Permeabilisierung, in
hoéheren Dosen kommt es dann zu einer Zelllyse aufgrund fortschreitender oxidativer Schiden an
der erythrozytiren Zellmembran, die eine dauerhaften Destabilisierung hervorrufen [97]. Umso
iiberraschender war es, dass nach der erythrozytiren Beladung mit AmB-NS die Integritdt und
Stabilitdt der Zellmembran wiederhergestellt werden konnte. Der AmB-NS Einschluss war fiir
mehrere Tage stabil, was mittels RP-HPLC Messungen der Uberstinde iiberpriift wurde.
Weitergehende Untersuchungen zur Membranintegritit wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht

durchgefiihrt.

Zusammengefasst bietet diese Methodik eine einfache und kostengiinstige Alternative zu den
existierenden liposomalen AmB Formulierungen, da unter anderem hohere Beladungseffizienzen
in kurzer Zeit erzielt werden konnten. Fiir die klinische Anwendung dieses Verfahrens sind
jedoch weitere Experimente inkl. Nebenwirkungsprofil, Effizienz und Pharmakokinetik
notwendig. Neben neuen Moglichkeiten zum Medikamententransport offeriert diese Methodik
auch Chancen zur Wiedereinfithrung von Wirkstoffen in die klinische Praxis, die aufgrund einer

signifikanten Zytotoxizitét bisher vermieden wurden.

V.13 Nachweismethoden der erythrozytaren AmB Beladung

Der Nachweis der erythrozytiren AmB-Beladung erfolgte aufgrund von Limitierungen einzelner
Methoden mit 3 voneinander unabhingigen Verfahren. Beim ersten Verfahren, dem HPLC-
Nachweis, handelt es sich um eine rein quantitative Messtechnik. Mit der entwickelten AmB-
HPLC lieBen sich durch isokratische Elution, bestehend aus Acetonitril und Methanol, AmB-
Konzentrationen (Bestimmungsgrenze < 2.5 ng) aus einer geringen Probenmenge (20 pl) AmB-
NS-RBCs analysieren. Die Parameter fiir analytische Richtigkeit, Prézision und
Reproduzierbarkeit entsprachen den internationalen Standards an eine robuste Methode [98]. Die
ermittelte Bestimmungsgrenze von < 2.5 ng/ml ist vergleichbar mit publizierten Ergebnissen von
Campanero et al. unter Beriicksichtigung und Korrektur des eingesetzten Volumens [99].
Mogliche Fehlerquellen der HPLC Messung konnten in der AmB-Aufbereitung durch
Proteinfdllung liegen, da an die Membransterole gebundenes AmB theoretisch unzureichend

herausgelost werden konnte.
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Uber die exakte zellulire AmB-Lokalisation konnte mit der HPLC keine Aussage getroffen
werden. Neben einer intrazelluliren Lage wére theoretisch auch eine extrazellulire AmB-
Bindung an die Zellmembran denkbar gewesen [100]. Aufgrund dessen wurden
elektronenmikroskopische Aufnahmen der AmB-NS-RBCs angefertigt, in denen die

intrazelluldre Lage der AmB-Kristalle dargestellt werden konnte.

AbschlieBend wurde iiberpriift, ob das in Erythrozyten eingeschlossene AmB biologisch aktiv
ist. Nach mechanischer Zerstorung der AmB-NS-RBCs im Ultraschallbad wurde das freigesetzte
AmB in vitro mit C. albicans inkubiert und die fungale Vitalitdt mit PI untersucht. Es konnte
eine bis zu 100%ige fungale Wachstumshemmung in Abhéngigkeit von der eingesetzten

Erythrozytenzahl nachgewiesen werden.

V.14 Markierung der AmB-NS-RBCs mit Eisenoxidnanopartikeln ermdglichte

eine gesteigerte AmB-Beladung und Visualisierung der Zellen im MRT

Der zweite Schritt nach der Entwicklung einer erfolgreichen erythrozytiren AmB-
Beladungsstrategie bestand in der Schaffung einer zelluldren magnetischen Markierung zur
Visualisierung im MRT. Dabei stellen die in dieser Arbeit verwendeten Eisenoxidnanopartikel
(Magnetite) nicht nur die bisher erfolgreichste Strategie zur Magnetisierung von Zellen dar
sondern gehoren ebenfalls zu einer Gruppe hochwirksamer Kontrastmittel in der
Magnetresonanztomographie [101]. Bereits 1987 veroffentlichte Hahn erste Daten zu
Kontrastmitteln auf Basis superparamagnetischer Eisenoxidpartikel [102]. Zudem beeinflussen
sie nicht die zelluldre Vitalitét, sind biokompatibel, nicht-immunogen und werden relativ schnell

sowohl iiber die Leber als auch Nieren eliminiert [103].

Als Ersatz fiir ein biologisches System wurde fiir die MR-Bildgebung Agarose aufgrund ihrer
gewebedhnlichen biologischen Eigenschaften (dhnlicher Wassergehalt, Viskositdt) ausgewdhlt.
Mit der angewendeten Technik konnte eine signifikante Kontrasterzeugung der Magnetit-AmB-
NS-RBCs im MRT erzeugt werden. Die kontrasterzeugende Wirkung des Magnetits beruht auf
einer Verzerrung des sonst homogenen Magnetfeldes, wobei es aufgrund der beschleunigten
Dephasierung der umgebenden Protonen zu einer Reduktion der Relaxationszeit und somit
Signalausloéschungen in den T2-gewichteten Bildsequenzen hervorruft, die als Hypointensitét

wahrgenommen werden konnen [104]. Dabei kann die Dephasierung rdumlich deutlich iiber die
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benachbarten Wasserprotonen hinausgehen und einen sogenannten signalverstirkenden

,,blooming effect* hervorrufen [105].

Wie viel Erythrozyten fiir eine ausreichende Kontrastierung bendtigt werden und ob die
Methodik auf in vivo Systeme {ibertragen werden kann, wurde in dieser Arbeit nicht adressiert.
Bréhler et al. konnte jedoch in weiterfithrenden Untersuchungen das kernspintomographische
Zelldetektionslimit von Magnetit beladenen Erythrozyten auf unter 1000 Zellen/ml festsetzen
[106].

Uberraschenderweise fiihrte der Co-Einschluss von AmB mit Magnetit zu einer statistisch
signifikanten Erh6éhung der AmB-Beladung um 34% in den RBCs. Betrachtet man die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen, kénnte dies zu der Vermutung hinleiten, dass die
Membraneinlagerung von Magnetiten neben einer Stabilisierung der Zellmembran ebenfalls zu
einer Behinderung der AmB-Interaktion mit den Membrancholesterolen der RBCs fithren und
somit eine erhohte Beladungseffizienz ermdglichen. In der Literatur ist das Phdnomen der
Zellmembraneinlagerung/-penetration von Magnetiten zwar beschrieben [104, 106], jedoch ist
dem bisher keine Bedeutung bei der Beladungseffizienz von Zellen zugeschrieben worden.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um dieses Phdnomen zu charakterisieren.

Das Anwendungsspektrum der zelluldiren Markierung mit Eisenoxidnanopartikeln reicht iiber die
einfache Darstellung im MRT weit hinaus. Anstatt wie bisher die passive Verteilung
konventioneller Kontrastmittel {iber einen kleines Zeitfenster zu verfolgen, konnten nun mittels
magnetisierter zelluldrer Trigersysteme gezielte pathologische Prozesse wie inflammatorische
Geschehen beobachtet werden [107] oder wie in dieser Arbeit angedeutet, ein therapeutisches
Monitoring bzw. eine magnetische Fokussierung der AmB-NS-RBCs am Krankheitsherd
erfolgen. Bisherige Arbeiten zu diesem Gesichtspunkt umfassen u. a. die intratumorale
magnetische Fokussierung von Microspheres mit Doxorubicin, Mitraxone, Mitomycin C,
Etoposid, Paclitaxel und Oxaliplatin [108]. Neben der Einschlusseffizienz ist bei diesen
Anwendungen natiirlich auch die Stabilitdt der Magnetitbeladung von essentieller Bedeutung. Im
Gegensatz zur direkten intrazelluliren Aufnahme von Magnetit durch das RES ist aufgrund der
zusitzlichen Inkorporierung in RBCs von einer verzogerten intrazelluliren Degradation
aufgrund der Membranprotektion auszugehen, so dass prima vista eine ldngere
Visualierungsdauer moéglich scheint. Uber die genauen Prozesse der Biodegradation im RES

nach Internalisierung der Magnetit-AmB-NS-RBC existieren zwar keine weiteren Studien,
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jedoch muss dhnlich wie beim direkten Magnetiteinschluss in Makrophagen von einer
Destabilisierung verursacht durch das saure Milieu in den Endosomen innerhalb von Tagen bis

Wochen ausgegangen werden [109].

V.2 Leukozytare Aufnahme und Freisetzung von AmB

V.21 AmB-NS-RBC werden effizient von Leukozyten aufgenommen und erhéhen

die antifungale Potenz

Sobald C. albicans in die Blutbahn gelangt, spielen phagozytierenden Zellen des angeborenen
Immunsystems eine entscheidende Rolle in der Begrenzung oder Ausbreitung der Pilzinfektion
auf verschiedene Organsysteme wie Niere, Lunge und Gehirn. Daher war die Rekruitierung von
MNC und insbesondere PMN als Haupteftektoren der antifungalen Immunantwort von enormer
Bedeutung, um die Immunitét des Wirtes durch gezieltes Targeting des Steuerzentrums fiir die

antifungalen Immunabwehr zu verstérken [20, 110].

Wiéhrend einer Pilzinfektion dienen Leukozyten neben der primiren PilzabtStung auch als
Reservoir fiir die weitere Pilzvermehrung und -ausbreitung, da maximal 20 - 30% der
internalisierten Pilze pro Leukozyt getotet werden [8]. Sie bilden damit wichtige Vehikel fiir die
fungale Dissemination. Somit hypothesierten wir, dass der Einschluss von AmB in ein
biologisches Tragersystem mit Leukozyten als Endziel, einen idealen Ansatz zur gezielten
Verstiarkung der Haupteffektoren bei der Bekdmpfung von Pilzinfektionen und Erhohung der
Wirkstoffakkumulation an den Orten der aktiven Infektion bildet. Dabei ist besonders
hervorzuheben, dass Leukozyten ein liber den gesamten Organismus verbreitetes System von
Zellen mit uneingeschrinktem Gewebezutritt verfiigen, dass die Medikamentenakkumulation
erheblich erleichtert. Ausgenutzt wird dieser biologische Mechanismus bei Therapie von
Lebertumoren und Infektionen mit primdrem Befall von Zellen und Geweben des makro-
phagozytiren Systems (MPS Tropismus): als Beispiele hierfiir sind Leishmania spp. [111], HIV
[112], Salmonella spp. [64], Mycobacteria spp. [69], Legionella [64] und wie in dieser Arbeit

geschildert Candida spp. zu nennen.

Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit verwendeten Ansatz der indirekten
Medikamentenbeladung von Leukozyten durch den Einsatz von RBCs als priméire
Medikamententransporter, haben einige Autoren die direkte Phagozytenbeladungen mit

Medikamenten beschrieben [64]. Als Beispiel sei an dieser Stelle Indinavir, ein anti-retrovirales
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Therapeutikum, genannt, dass als Nanopartikel via Endozytose in Makrophagen eingeschleust
wurde und zu einer signifikanten Reduzierung der Viruslast fiihrte [112]. Der Grund fiir die
gewihlte Vorgehensweise der indirekten Beladung beruhte auf der Annahme, dass eine direkte
leukozytire AmB-Exposition Schiden induzieren konnte, die ihre Funktionalitit als
Immuneffektorzellen einschrianken [113]. Weitere Vorteile des Einsatzes von RBCs als primére

Vehikel finden sich unter Kapitel V.1.2.

Wie bereits zuvor angedeutet, basiert die Grundidee dieser Arbeit auf die Ausnutzung des
leukozytéren Targetings und ihrer meist unerwiinschten Eliminationsfdhigkeiten, um die
zelluldre antifungale Immunabwehr zu verstidrken und AmB zum Infektionsort zu transportieren.
Dabei ist der Schliissel zum Erfolg eines solchen DDSs im wesentlichen von der AmB-
Akkumulation in den Leukozyten abhingig. Es mussten daher verschiedene Voraussetzungen
erfiillt sein, um es den Erythrozyten als Vehikel zu ermoglichen, AmB in die Leukozyten zu
transportieren. Zu den Voraussetzungen zéhlten, dass die AmB-NS-RBC (i) von den Leukozyten
erkannt, (ii) leicht adhériert und internalisiert werden, (iii) den Wirkstoff stabil einschlieBen und

(iv) die leukozytire Vitalitdt und Funktionalitdt nach deren Aufnahme nicht beeintréchtigen.

Mittels Durchflusszytometrie konnte demonstriert werden, dass AmB-NS-RBCs rasch von den
Leukozyten erkannt und internalisiert wurden. Im Durchschnitt wurden 4 - 5 AmB-NS-RBCs
pro Zelle in > 98% der Leukozyten internalisiert, entsprechend einer soliden AmB-
Beladungmenge von 14 - 16 pg/Leukozyt. Die Phagozytoseeffizienz der AmB-NS-RBC war
dabei vergleichbar mit Beobachtungen von Vaysse et al., wonach durchschnittlich 5 + 0.5
seneszente RBCs pro Zelle internalisiert werden [114]. Die leukozytire Aufnahmekapazitét ist
jedoch nicht unbeschrinkt. Eine 5 - 10 fach gesteigerte Erythrophagozytose, entsprechend einer
Aufnahme von mehr als ca. 6 - 7 RBCs pro Zelle, kann signifikante
Funktionsbeeintrachtigungen des Leukozyten durch Apoptoseinduktion aufgrund von
oxidativem Stress verursachen [115]. Daher wurde in dieser Arbeit auf zusitzliche Methoden zur
Steigerung der Phagozytoseeffizienz verzichtet. Unter ihnen zdhlt das Protein Bande 3
Clustering der RBCs zu den am haufigsten angewendeten Verfahren [56]. Historisch geht diese
Methode auf Beobachtungen von Arese et al. zuriick, der das Proteinclustering als ein
Seneszenzsignal fiir Phagozyten identifizierte und durch die Behandlung von Zellen mit Zn*"

getriggert werden kann [56].
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Die leukozytire Internalisierung der AmB-NS-RBCs war keineswegs ein verallgemeinerbares
Phanomen. Weitere durchgefiihrte Untersuchungen belegten, dass die Eliminationseffizienz vor
allem aber nicht ausschlieBlich von der PS-Exposition auf der Zelloberfliche der AmB-NS-RBC
abhéngig war, dass somit als Signal fiir die rasche Erkennung und leukozytire Aufnahme diente
[116]. Neben PS scheinen jedoch noch weitere Faktoren eine Rolle zu spielen. Bei einem
vergleichenden Experiment zwischen der Phagozytose von leeren RBCs und AmB-NS-RBCs
wurde eine deutlich geringere Internalisierung der leeren RBCs beobachtet trotz gleicher PS
Exposition (Abb. V-1A, B). Eine Erklarung fiir diese Beobachtung liefert Bennett et al., dass die
Bindung von PS als Voraussetzung fiir die Phagozytose von RBCs zwar notwendig ist, aber fiir
den Ablauf allein nicht ausreichend und zusétzliche Faktoren notwendig sind [117]. Da beide
RBC Populationen (AmB-NS-RBC, leere RBC) derselben hypoosmotischen Behandlung
unterzogen wurden, wiren beispielsweise AmB induzierte, nicht detektierte Verdnderungen der
Zellmembran oder Antikdrperbindungen an die AmB-NS-RBC eine denkbare Ursache fiir die
erhohte phagozytiare Aufnahme im Vergleich zu der leeren RBC Population.
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Abb. V-1: Phagozytose von AmB-NS-RBCs und leeren RBCs durch PMN (A) und MNC (B). Im Vergleich zu

den AmB-NS-RBCs konnte ein deutlich geringere Eliminationsrate der leeren RBCs festgestellt werden.

Nach der erfolgreichen Phagozytose von AmB-NS-RBCs erfolgte der intrazelluldre Transport,
der zwei kritische Schritte, ndmlich die Degradation der AmB-NS-RBCs im Phagolysosomen
mit dem Austritt von AmB in das zytoplasmatische Kompartiment und die extrazellulire AmB-
Freisetzung, beinhaltet. Abbildung V-2 gibt eine Ubersicht iiber die vorgesehenen
intrazelluldren Prozessierungsschritte [69]. Danach werden die AmB-NS-RBCs nach der
zelluldren Internalisierung zunédchst dem Milieu des Zytosols (pH ~ 7) ausgesetzt und in die
Phagosomen aufgenommen. Aufgrund des pH Milieus und seines lipophilen Charakters kann

AmB nach Abbau der RBC Membran die Phagosomen nicht verlassen. Sobald Enzymvesikel
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aus dem trans-Golgi Netzwerk mit den Phagosomen verschmelzen, verringert sich der pH-Wert
schrittweise und die Loslichkeit von AmB nimmt zu, was letztendlich bei einem pH von 3 - 4
zum Austritt von AmB in das zytoplasmatische Kompartiment fiihrt (Abb. V-2A). Im
Zytoplasma befindliches AmB kann an dieser Stelle bereits intrazelluldr befindliche C. albicans
inhibieren, den fungal induzierten leukozytiren Zelltod verringern und damit signifikant zur
antifungalen Kompetenz der Leukozyten beitragen (Abb. V-2B). AnschlieBend folgt die
kontinuierliche extrazelluldre Freisetzung von AmB durch Diffusion (siehe Kapitel V.2.2) iiber
einen Zeitraum von Wochen. Dabei war die Menge von AmB, die aus den Leukozyten
(Konzentration 10° Zellen/ml) diffundierte iiber den gesamten Beobachtungszeitraum oberhalb
des therapeutischen Schwellenwertes von 0.5 pg/ml fiir C. albicans ATCC 10231, was zu einer
iiberlegenen extrazelluldren Pilzabtotung fiihrte, jedoch ohne offensichtliche zytotoxische

Auswirkungen fiir die Immunzellen.
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Neben einer verbesserten extrazelluldren Pilzabtotung war der Anstieg der intrazelluldren
fungalen Wachstumsinhibition nach der leukozytiren AmB-NS-RBC Aufnahme ebenso

bemerkenswert. Dass AmB beladene Leukozyten die intrazelluldre Abtdtungsrate erhohen,
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wurde bereits von Perfect et al. und Pallister et al. beschrieben [80, 81]. Fiir diese Arbeit wurde
ein auf Perfect‘s Publikation basierender Test verwendet, jedoch mit dem Unterschied, dass die
Leukozyten nicht direkt AmB ausgesetzt wurden sondern die AmB-Aufnahme {iber RBCs als
Transportvehikel erfolgte. Es konnte gezeigt werden, dass die intrazelldre antifungale Aktivitit
um ca. 84% fiir PMNs und MNCs gesteigert werden konnte, was in Bezug auf MNCs im
Einklang mit den Ergebnissen steht, die von Perfect veroffentlicht wurden [80]. Im Gegensatz zu
dieser Studie konnte Perfect keine erhohte Abtotungspotenz fiir PMNs nachweisen und fiihrte
dies auf ihre Fragilitit und kurze Lebensspanne zuriick. Pallister et al. hingegen demonstrierte
eine erhohte intrazelluldre fungale Abtotung fiir PMNSs, die allerdings mit 10 - 15% geringer als
in dieser Arbeit ausfiel [81].

Der durch die leukozytire AmB-NS-RBC Internalisierung eintretende Depoteffekt ermoglicht
iiber die kontinuierliche phagozytire AmB-Freisetzung eine deutliche Reduzierung der Cj,.x und
eine Verldngerung der AmB Halbwertszeit. Insbesondere Substanzen wie AmB, bei denen die
Toxizitdt durch Peak-Plasma-Werte und die therapeutische Effizienz AUC vermittelt werden,
profitieren von dieser Darreichungsmethode [69]. Speziell bei resistenten Staimmen, die ein
zunehmendes Problem fiir immunsuppressive Patienten darstellen, ermoglicht ein solches DDS
theoretisch den Einsatz hoherer Medikamentendosen. Der beobachtete Depot-Effekt von > 10
Tagen fiir MNCs konnte zusétzlich komplexe Dosierungsschemata drastisch vereinfachen, und
damit durch Senkung der Behandlungskosten bei gleichbleibender Effektivitit die Kosten-

Nutzen Ratio verbessern.

V.2.2 Die leukozytdre AmB Freisetzung folgt dem Diffusionsmodell

AmB-NS-RBC beladene Leukozyten wiesen initial einen stabilen intrazelluldren Einschluss des
Wirkstoffs AmB auf infolge des Vorhandenseins einer intakten Zellmembran, die als
Trennschicht zwischen Innen- vom AuBlenmillieu dient. Zellmembranen bestehen hauptsdchlich
aus Phospholipiden, die als Lipiddoppelschicht die Grundsubstanz der Membran bilden und
Cholesterinen, die eine hydrophobe Wechselwirkung mit den Lipiden eingehen. Dabei bilden die
hydrophoben C-Ketten den Kernbereich der Doppelschicht, die hydrophilen Kopfgruppen

werden nach au3en angeordnet [118].

In der Literatur existieren 2 verschiedene Modelle um die Kinetik von Medikamenten durch eine
Lipiddoppelschicht zu beschreiben: (1) Diffusionsmodell und (2) Flip-Flop Modell [119]. Das

Diffusionsmodell ist abgeleitet vom ersten Fick’schen Gesetz wihrend das Flip-Flop Modell auf
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einem Drei-Stufen-Prinzip basiert: Penetration der ersten Lipidschicht, Translokation (Flip-Flop)
von der ersten in die zweite Lipidschicht und Substanzfreisetzung aus der zweiten Lipidschicht.
Substanzen, die dem Flip-Flop Modell folgen, sind in der Regel amphiphile Verbindungen und
konnen als Lipid-dhnliche Strukturen angesehen werden, wenn sie sich in einer biologischen
Membran bewegen [119]. Da es sich bei AmB jedoch um ein hydrophobes, lipophiles Molekiil
handelt [29, 30], kann das Flip-Flop Modell nicht zur Anwendung kommen, in diesem Fall muss

das Diffusionsmodell eingesetzt werden.

Im Diffusionsmodell wird die Lipiddoppelschicht als homogene, lipophile Losung betrachtet.
Dabei werden Substanzen zuerst in diese Losung aufgenommen, durchwandern die Membran
und werden im Folgenden auf der anderen Seite freigesetzt. Die Diffusion wird dabei als

dynamischer Prozess angesehen und basiert auf Fick’s erstes Gesetz (Gl. 11):

oc
J= -D—
" [GL 11]

Nach dem 1. Fick’schen Gesetz ist die Fluss J (mol m > s ') einer Substanz proportional zum
Konzentrationsgradienten  entgegen der  Diffusionsrichtung  dc/6x  (mol'm™).  Der

Diffusionskoeffizient D (m” s™') einer beliebigen Barriere ist konstant.

Die Diffusion durch ein biologisches Membransystem folgt der folgenden Formel [119]:
~dM D*P
dt*A  0Ox

(C, -C,)=Perm * (C, -C,) [G. 12]

Der Flux J einer Substanz (Permeationsmenge M pro Zeitintervall dt und Membranfldche A)
hingt von dessen Verteilungskoeffizienten (P) zwischen durch eine Membran getrennte
verschiedene Fliissigkompartimente, dem Konzentrationsgradienten [Cqy = Konzentration im
Donor (abgegebenden Kompartment); C, = Konzentration im Recipient (aufnehmendes
Kompartment)], der Membrandicke OXx und dem Diffusionskoeffizienten D ab. Der
Permeationskoeffizent Perm [cm/s] ist dabei ein Mal} fiir die Substanzpermeation durch die
Membran (0X) in einem definierten Zeitraum. Basierend auf dieser Annahme ergibt sich nach
Kramer et al. Gleichung 13, wobei ACd die Differenz zwischen der Konzentration zum

Zeitpunkt t und die Konzentration zum Zeitpunkt des Equilibriums beschreibt (Gl. 13) [119]:

ACd(t) = Cd(t) - Cu(OO) [GI. 13]
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Um zu iiberpriifen, ob die AmB Evasionkinetik in dieser Arbeit dem Diffusionsmodell folgt,
wurden von Gleichung 13 folgende Formeln nach allgemeinen mathematischen Prinzipien

abgeleitet unter Beriicksichtigung des Substanzhinstroms (kgr) und Riickstroms (Krq) pro

Zeiteinheit t:
AC.(t) = AC(0) g i [GL. 14]
ACs(t)
1 = —(kor + ke ) ¥t .
12040 (K + k) [Gl. 15]
In ACs(t) — In ACs(0) = —(Ke + Ke) *1 [Gl. 16]
1g(Cs(t) — Co(o0)) = 1g(Ce(0) — Ca(0)) — g € * (Kur + kus) * [GL. 17]

Anhand der Gleichung 17 sollte bewiesen werden, dass die intrazellulire AmB Konzentration zu
einem beliebigen Zeitpunkt dem Diffusionsmodell folgt. Dazu muss demonstriert werden, dass
zwischen lg ACd(t) und t ein lineares Verhiltnis vorliegt, wobei 1g(C:(0)—Ca(0)) sowie
lg e * (k« + ko) Konstanten sind. Das Equilibrium wurde theoretisch mit 2.87 pg/ml fiir MNC
bzw. 4.16 pg/ml fiir PMN bestimmt.

Abbildung V-3 zeigt eine lineares Verhéltnis zwischen 1g ACd(t)und der Zeit t in Tagen.

Anhand dieser Kalkulation kann davon ausgegangen werden, dass die AmB Effluxkinetik dem

Diffusionsmodell zugrunde liegt.
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Abb. V-3 A und B: Die leukozytare AmB Freisetzung aus MNC (A) und PMN (B) folgt dem Diffusionsmodell.
Die Y-Achse zeigt ACd (t), dargestellt im Logarithmus, zu einem beliebigen Zeitpunkt [d] (X-Achse, linear).

Zwischen 1g ACd (t) und der Zeit (t) besteht ein lineares Verhiltnis.



V. Diskussion 73

V.3 ,,DU bist, was du isst”“ - Auswirkungen der phagozytaren AmB-NS-RBC

Aufnahme auf die Funktionalitat der Leukozyten

Bei der beabsichtigten, PS vermittelten phagozytiren Internalisierung der AmB-NS-RBC
standen neben dem summarischen Effekt zum ersten Mal auch die Evaluierung der Zell-
Wechselwirkungen im Vordergrund, da eine Beeintrdchtigung der Funktionalitit der
Leukozyten, als Haupteffektorzellen des Immunsystems, ernsthafte Nebenwirkungen
hervorrufen konnte. Abgesehen von der bereits erwdhnten Interaktion zwischen AmB und
Zellmembranen, die aufgrund der Zytotoxizitdt die maximale Anwendungsdosis von AmB-D auf
1 mg/kg/d limitiert, inhibiert AmB wesentliche Abwehrmechanismen u. a. durch Verédnderungen
im Phagozytoseverhalten und der Burstproduktion sowie Verminderung der T und B Zell
Proliferation [82, 113]. Weiterhin musste beriicksichtigt werden, dass die Immunantwort der
Leukozyten in Abhéngigkeit von der Art des aufgenommenen Substrats anti- oder pro-
inflammatorischen Einfliissen unterliegt [120]. In dieser Arbeit wurden PS-exponierende
Erythrozyten verwendet, die die Zelloberflicheneigenschaften von apoptotischen Partikeln
aufweisen und daher anti-inflammatorische Verdnderungen herbeifithren konnen. Tabelle V-4
stellt eine kurzen Vergleich zu immunologischen Auswirkungen der Phagozytose von

inflammtorischen und apoptotischen Partikeln dar.

Entziindung Apoptose

Angeborene Aktivierung der TLR-Liganden Aktivierung der Prostaglandine
T Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL-6, IL-18, TNF), L Expression von VCAM 1 und ICAM 1
INOS und ROS Monozytenmigration

Alternative Aktivierung von IL-4 oder IL-3

T Endozytose

T Expression vom Mannose-Rezeptor, Dectin-1 und Arginase
T Zellwachstum

T Geweberegeneration

T Antimikrobielle Aktivitt

Myeloid-Zell-Apoptose

L

L Expression von NO Synthetase

T

1 Aktivierung von nuclear factor-kB

Aktivierung von Lipoxinen, PGJz und PGA1/2
1 Neutrophilen und Eosiniphilen Migration

L Aktivierung der Adhasionsmolekiile und Genexpression
* Monozytenadhdsion und Chemotaxis

L TNFIL-18,IL-8 und IL-23

4 Superoxidproduktion

4 Antimikrobielle Aktivitat

Aktivierung von IL-10 und TGF-81
Ausschiittung anti-inflammatorischer Zytokine
Suppression proinflammatorischer Zytokine
Leukozyt u.a.durch SHPS-1,€D31 und Mer
Antimikrobielle Aktivitat

Klassische Aktivierung von IFN-gamma und LPS
T Produktion proinflammatorischer Cytokine, INOS, ROS
T Expression von MHC Il Molekiilen und CD 86

T Antigenprésentation

T Antimikrobielle Aktivitét

-

Deaktivierung von IL-10, TGF-B,
CD 200 - CD200R, CD47 - CD172a oder Steroide

T Produktion von IL-10,TGF-B, PGE2, PGI2, LTB4 und LTC4
1 Expression von MHC Il Molekilen

—

-

-

Zellregeneration

Abb. V-4: Auswirkungen der Phagozytose von entziindlichen und apoptotischen Substraten auf die Aktivitat
von Leukozyten (modifiziert nach [120])

Daher war es von entscheidender Bedeutung die Funktionalitit der Immunzellen und der

Immunantwort sicherzustellen, um die antifungale Wirtsantwort zu stirken.
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V.3l Die Internalisierung der AmB-NS-RBCs hat keine Auswirkungen auf die

leukozytéare Zellvitalitat

Der erste Aspekt in diesem Zusammenhang untersuchte die Beziehung zwischen der
leukozytéren, intrazelluliren AmB-Akkumulation und Zellvitalitdt. Die Vitalititsbeurteilung
erfolgte durch die zum Goldstandard zéhlende Doppelfirbung aus Annexin V und
Propidiumiodid [121].

Trotz einer signifikanten AmB Beladung der Leukozyten von 14 - 16 pg pro Zelle wurden
anhand der verwendeten Untersuchungsmethodik weder kurz- noch langfristige Erh6hungen der
PS-Prisentation auf der Zelloberfliche als Zeichen einer Reduktion der Zellvitalitit im
Vergleich zur Normalpopulation beobachtet. Im Gegensatz dazu weisen Leukozyten, die
dhnlichen Konzentrationen an freiem AmB-D (5 pg/ml) ausgesetzt werden, signifikante
Einschrankungen der Vitalitdt auf [122]. Das Spektrum der AmB induzierten zytotoxischen
Schéadigung umfasst neben der Zelllyse durch Bindung an Cholesterole der Zellmembran, die
Initiierung einer pro-inflammatorischen Antwort mit IL-1 und TNF-a u. 4. [82, 123] sowie
apoptotische Prozesse [124]. Die Ergebnisse zeigen, dass durch den stabilen Einschluss von
AmB-NS in RBCs und deren direkte Aufnahme in die endosomalen Kompartimente ein
zellprotektiver Effekt fiir Leukozyten erzielt werden kann und zytotoxische Nebenwirkungen
erheblich minimiert werden. Ahnliche zellprotektive Effekte in Bezug auf die Zellvitalitit
wurden bereits mit der Einfilhrung von AmB-Liposomen beobachtet [125]. Damit stellen AmB-
NS-RBCs nicht nur eine Kkostengiinstige und beladungseffizientere Alternative zu den
herkdmmlichen Liposomen dar, sondern werden auch gut von den MNCs und PMNs hinsichtlich

der Vitalitit toleriert.

V.3.2 Die Internalisierung der AmB-NS-RBCs fuhrt zu transienten

Einschrankungen der Phagozytose und Burst Produktion

Nachdem demonstriert werden konnten, dass die Vitalitiat der Immunzellen durch die AmB-NS-
RBC Beladung nicht beeintréchtigt wird, schloss sich als nichster Schritt die Bestimmung der
phagozytiren Funktionskapazitit nach der Beladung an. Im Fokus der Untersuchungen standen

die Phagozytose und die oxidative Burstproduktion.

Die Beurteilung der Phagozytose erfordert Methoden, die zwischen phagozytierten und

Membran-gebundenen Partikeln unterscheiden konnen; unter ihnen zédhlen die (1) Fluoreszenz-
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Mikroskopie [126] und (2) Fluoreszenz-Durchflusszytometrie [127] zu den Standardmethoden.
In dieser Arbeit wurde das Verfahren der Durchflusszytometrie zur Untersuchung der
leukozytiren Phagozytosekapazitit nach erfolgter AmB-NS-RBC Aufnahme verwendet. Als
Substrat fiir die Bestimmung der leukozytiren Phagozytosekapazitit dienten opsonierte, FITC-
markierte C. albicans Zellen, da diese zum einen aus klinischer Sicht relevanter sind als
beispielsweise Zymosanpartikel und zum anderen molekulare Phagozytosmechanismen von der
Vitalitdt des Pathogens abhéngen [128]. Dabei kommt der Zellwand von C. albicans eine grof3e
experimentelle Bedeutung zu, da sie in Bezug auf Virulenz, Morphologie und Diagnostik eine
wichtige Rolle spielt. Durch die Interaktion zwischen den B-Glukanstrukturen in der fungalen
Zellwand mit den Immunzellen wird via Dectin-1 eine mikrobizide Immunantwort inkl.
Phagozytose, assoziierter H,0O;-Produktion und der Ausschiittung proinflammatorischer

Zytokine generiert [22].

Die Phagozytose opsonierter, FITC-markierter C. albicans nach erfolgter AmB-NS-RBC-
Aufnahme wurde an zwei verschiedenen Zeitpunkten analysiert. Die verwendete
Fluoreszenzmethode beruht auf Beobachtungen von Busetto et al., wonach der Vitalfarbstoff
Trypanblau (TB) bei der Bindung an griinfluoreszierende Partikel rot fluoresziert [85]. Diese
Eigenschaft zusammen mit der Unfdhigkeit von TB intakte, humane Zellmembranen zu
durchdringen, wurde unserer Untersuchung zugrunde gelegt, um gleichzeitig Membran-
gebundene und ingestierte C. albicans Partikel wihrend der Phagozytose zu beurteilen. Somit
wurde eine FITC-Fluoreszenzzunahme der Leukozyten als ein Mal fiir die Internalisierung
gewertet, wihrend eine Zunahme der PI-Fluoreszenz als MaB fiir die Adhédrenz von Pilzzellen an

Leukozyten bewertet wurde.

Die Pri-Inkubation der Leukozyten mit AmB-NS-RBCs fiihrte zu einer transienten
Verminderung der Phagozytoseaktivitit von C. albicans um ca. 30% wihrend der
phagozytotische  Aktivititsgrad unbehandelter Immunzellen (Kontrollwert) groBenteils
publizierten Ergebnissen von Busetto et al. Entsprach [85]. Diese initial geminderte
Phagozytoseaktivitit konnte in einer funktionellen Schidigung der Leukozyten durch AmB ihre
Ursache haben, wahrscheinlicher jedoch fiihrte die vorhergegangene Aufnahme der AmB-NS-
RBCs zur Beeintrichtigung der Phagozytose. Zwar ist aus der Literatur bekannt, dass eine
phagozytire Exposition von AmB-D und unterschiedlichen AmB-Formulierungen mit einer
verringerten Phagozytose einhergeht [81], jedoch wiirde man aufgrund der AmB assoziierten

Zytotoxizitdt eher eine permanente Schidigung erwarten. Da bei den durchgefiihrten
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Experimenten jedoch eine transiente Phagozytosereduktion beobachtet wurde, konnte der
zugrunde liegende Mechanismus neben einer Auslastung der leukozytiren Phagozytosekapazitét
ebenso mit der vorausgegangenen PS-abhidngigen Phagozytose der AmB-NS-RBCs assoziiert
sein. Ahnliche Beobachtungen wurden von Hirt und Johann et al. gemacht, die eine signifikante
Reduktion der Phagozytose in Anwesenheit oder Pri-Inkubation mit PS-Liposomen beschrieben
[129, 130]. Nach der Internalisierung PS-préisentierender Zellen, sezernieren Phagozyten anti-
inflammatorische Zytokine, die die weitere Ausschiittung von pro-inflammatorischen Stoffen
unterdriicken und somit zu einer Minderung der aktiven Phagozytose fiihren [131]. Dabei kann
der Effekt - wie in unseren Beobachtungen beschrieben - von transienter Dauer sein [132]. Die
exakten Mechanismen, durch die PS-exponierende Zellen Leukozyten modulieren, sind zu
diesem Zeitpunkt nicht vollstindig verstanden und nicht Fokus dieser Arbeit; exzellente
Zusammenfassungen zum aktuellen Wissensstand finden sich unter Birge et al. [133]. Inwieweit
PS fiir die transiente Phagozytosereduktion verantwortlich ist, konnte anhand der erhobenen
Daten nicht mit Sicherheit festgestellt werden, da es aufgrund der angewendeten Lyseprozedur

technisch unmoglich war, RBCs ohne signifikante PS Externalisierung herzustellen.

Die durchfluBBzytometrische Messung des ,,respiratory burst aktivierter Leukozyten ist eine
sensitive Methode zur Erfassung der Sauerstoffanionenbildung [134]. Die Produktion der
reaktiven  Sauerstoffspezies nach  Stimuli wie Phagozytose oder verschiedenen
inflammatorischen Mediatoren ist assoziiert mit einer proportionalen Zunahme der
Konvertierung von nicht-fluoreszierenden Dihydroxyrhodamin 123 zum fluoreszierenden
Rhodamin 123, wodurch eine Quantifizierung der Burstaktivitit ermoglicht wird [134]. Nach der
leukozytiren Aufnahme der AmB-NS-RBC konnte unter Anregung mit PMA und C. albicans
eine um ca. 50% abgeschwichte Sauerstoffanionenbildung nachgewiesen werden, wohingegen
fMLP im Vergleich zur Normalpopulation tendenziell eher zu einer leicht gesteigerten, jedoch
im Normbereich befindlichen Radikalbildung anregte. Ursédchlich fiir diese gegensitzliche
Beobachtung konnten die unterschiedlichen Ansatzpunkte der Stimulanzien in der Signalkaskade

sein (Abb. V-5).

Am Anfang der Signaltransduktionskette, die mit der Bindung von fMLP an den fMLP-Rezeptor
beginnt, steht die Aktivierung der Phospholipase C (PLC), die an der Zellmembran assoziiert
ist. Die Aktivierung der PLC fiihrt zur Hydrolyse von Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
(PIP2), was zur Entstehung von Myoinositol 1,4,5-triphosphate (IP3) und 1,2-diacylglycerol

(DAG) fiihrt. IP3 16st seinerseits die Freisetzung von intrazelluldr gespeichertem Kalzium aus,
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dass zusammen mit DAG die Proteinkinase C (PKC) aktiviert [135, 136]. PMA dagegen
durchdringt die Zellmembran und fiihrt rezeptorunabhingig zur direkten (maximalen)
Aktivierung der PKC via Mimikry von DAG, das ein direktes Substrat der PKC darstellt [137].
Ahnlich wie PMA, ist die PKC fiir die Phagozytose von C. albicans ebenfalls von zentraler
Bedeutung [138]. Kaposzta et al. demonstrierte, dass die C. albicans Internalisierung vor allem
von der PKC-Aktivitdt abhéngt und durch PKC Inhibitoren wie Staurosporin bereits in geringen
Konzentrationen erheblich gehemmt werden kann [138]. Daher konnte eine verminderte
Aktivitidt und/oder Mangel an PKC durch die vorhergehende Phagozytose der AmB-NS-RBCs
verantwortlich fiir die Abnahme des oxidativen Burst bei PMA und C. albicans sein, wiahrend
ein geringer PKC Mangel bei submaximaler Stimulation, wie hervorgerufen von fMLP, verdeckt

geblieben wire.

C. albi
albicans 2 02 2 o;_ l

Zellmembran | I J
fMLP

/ NADP* + H* 2_..1‘ T AN f  Rezeptor
‘A DAG | PIP,

—@r,

Abb: V-5: Signalkaskade des oxidativen Bursts in Abhéngigkeit der Stimuli PMA, C. albicans und fMLP.

Inwieweit jedoch die Inkorporation von AmB fiir diese Anderungen im Zellstoffwechsel
verantwortlich gemacht werden kann, sollte durch eine Gegeniiberstellung von Leukozyten, die
mit AmB-NS-RBCs und Leukozyten, die mit leeren RBCs beladen wurden, verdeutlicht werden.
Beschriebene Auswirkungen von AmB auf den oxidativen Burst sind variabel und beinhalten
Stimulierung, Inhibition oder keine Interaktion [139]. Uberraschenderweise zeigten Leukozyten,
die mit leeren RBCs beladen wurden, dieselbe Reaktion auf die Stimuli PMA, fMLP und C.
albicans wie AmB-NS-RBC-MNC bzw. -PMN, so dass ein Einfluss von AmB auf die
Sauerstoffanionenproduktion ausgeschlossen werden konnte. Vielmehr stimmen die in dieser
Arbeit beschriebenen Daten mit Beobachtungen von Johann und Hirt et al. iberein, wonach die
vorausgegangene PS-abhidngige Phagozytose, wie im Fall der Internalisierung von AmB-NS-
RBCs und leeren RBCs, zu einer transienten Abschwéchung des oxidativen Bursts fiihren kann
[129, 130, 140]. Ein plausible Erkldrung fiir diese Beobachtung liefert der Fakt, dass PS selbst
ein Aktivator der PKC ist [141]. Demnach konnte durch die PS vermittelte Phagozytose der
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RBCs und der damit verbundenen Aktivierung der PKC ein relativer PKC Mangel auftreten, der
fiir die reduzierte Burstaktivitdt unmittelbar nach der RBC Aufnahme verantwortlich ist. Eine
weitere Ursache konnte im sogenannten ,,Priming* der Leukozyten begriindet liegen, wonach die
Intensitdt der ROS Produktion von der Anwesenheit bestimmter stimulierender Zytokine (z. B.
TNF-a) oder inhibitorischer Faktoren, wie PS, abhangt [135, 140]. Aktueller Forschung zufolge
handelt es sich hierbei um einen transienten, reversiblen Vorgang [132]. Dies wiirde damit auch
die nach 24 Stunden beobachtete Normalisierung der Zellfunktion (Phagozytose und oxidativer

Burst) auf das Kontrollniveau erklédren.

V.4 Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, Erythrozyten als drug carrier fiir schwerlosliche Arzneistoffe am
Beispiel von AmB zu etablieren sowie die Effizienz des phagozytiren Systems als

Arzneistofftransporter und —reservoir bei einer C. albicans Infektion zu evaluieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RBCs schnell und effizient mit einer AmB-NS
beladen werden konnen, dessen molekularer prozentualer AmB-Anteil mit 41% sogar deutlich
hoher liegt als bei lipid-assoziierten Formulierungen wie Ambisome und ABLC. Mehr noch,
AmB-NS-RBCs wurden effektiv von den Leukozyten phagozytiert. Jeder Leukozyt ingestierte
zwischen 4 - 5 AmB-NS-RBCs entsprechend einer intrazelluliren AmB-Akkumulation von ca.
14 - 16 pg AmB/Zelle, das eine signifikante Steigerung der intra- und extrazelluldren
Pilzabtotung herbeifiihrte. Weiterhin konnten mittels der kontinuierlichen AmB-Freisetzung via
Diffusion stabile Wirkstoffkonzentrationen oberhalb der MHKy, liber einen Zeitraum von 10
Tagen erreicht werden. Mit diesem DDS konnten somit in der Zukunft komplexe
Dosierungschemata vereinfacht und Wirkstoff assoziierte Toxizitdten vermindert werden.
Insbesondere erhofft man sich durch die Rekruitierung der Haupteffektoren (Immunzellen) als
drug carrier, die antifungale Immunantwort gezielt zu verstarken — dhnlich einem trojanischen
Pferd. Das ist allerdings nur dann moglich, wenn die Immunzellen nach der Aufnahme der
AmB-NS-RBCs ihre Funktionalitit beibehalten. Tatséchlich konnte gezeigt werden, dass die
AmB-NS-RBC Aufnahme der Immunzellen zu keinen permanenten Einschrankungen in der
Vitalitdt, Phagozytose und oxidativem Burst fiihrt. Daher muss geschlussfolgert werden, dass
das beschriebene DDS eine exzellente Alternative zu den bisher entwickelten AmB-
Formulierungen darstellt und daher durchaus im Menschen klinische Anwendung finden kann

insbesondere bei Infektionen mit primirem Befall des makrophagozytiren Systems.
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VI Zusammenfassung

In den letzten Jahrzehnten hat die Haufigkeit invasiver Pilzinfektionen - vor allem verursacht
durch C. albicans - dramatisch zugenommen und ist insbesondere bei immungeschwichten
Patienten mit einer erheblichen Mortalitét verbunden. Dabei spielen die phagozytierenden Zellen
des Immunsystems, Mononzyten (MNC) und Neutrophile (PMN), eine entscheidende Rolle in
der Infektionsbegrenzung und Dissemination. Das Polyenantibiotikum Amphotericin B (AmB)
gehort zum therapeutischen Goldstandard; der klinische Einsatz ist jedoch durch ein fulminantes
Nebenwirkungsprofil stark eingeschrinkt. Anstrengungen die Toxizitdt mit der Synthese von
AmB Analoga und Lipid-Formulierungen zu mindern, fiihrten nicht zum Erfolg und machen die
Entwicklung neuer Strategien dringend erforderlich. Daher hypothesierten wir, dass die
Rekruitierung von Leukozyten zum AmB Transport einen idealen Ansatz zur gezielten
Verstirkung der Pilzabwehr und Erh6hung der Wirkstoffkonzentration am Infektionsherd bildet.
Um das Risiko einer AmB induzierten Zytotoxizitit auf die Leukozyten zu reduzieren, wurden
Erythrozyten (RBCs) aufgrund ihrer exzellenten Beladungseigenschaften als primére
Medikamententransporter genutzt. Die AmB-Beladung der RBCs erfolgte mit einer AmB-
Nanosuspension (AmB-NS, PartikelgroBe 65 nm) via hypotoner Hémolyse und fiihrte zu
Beladungskonzentrationen von 3.81 pg/RBC, entsprechend einer Einschlusseffizienz von 15 —
19% sowie einem prozentualen molekularen AmB Anteil von 41 mol%, der damit deutlich hoher
lag als bei anderen Lipid-assoziierten Formulierungen. Durch die zusétzliche Inkorporation von
Magnetit konnten AmB-NS-RBCs im MRT visualisiert werden und offerieren somit die
Moglichkeit des therapeutischen Monitorings. Die leukzytire Erkennung und Aufnahme der
AmB-NS-RBCs war PS vermittelt und sehr effzient. Innerhalb von 4 hr internalisierten > 98%
der Leukozyten 4 - 5 AmB-NS-RBCs pro Zelle, das einer AmB-Endkonzentrationen von 14 - 16
pg pro PMN bzw. MNC entsprach. Dies fiihrte bei Inkubation mit C. albicans zu einer
sofortigen und dauerhaften Hemmung der intra-und extrazelluldren Pilz-Aktivitit. Die durch
Diffusion freigesetzte AmB-Menge lag dabei iiber den gesamten Beobachtungszeitraum weit
oberhalb der MHKy, jedoch ohne offensichtliche Zytotoxizitét fiir die Immunzellen. Lediglich
eine transiente, AmB unabhédngige Reduktion der Phagozytosekapazitit um ~30% und der ROS-
Bildung um ~50% konnte identifiziert werden, die sich nach 24 hr wieder normalisierten. Daher
muss geschlussfolgert werden, dass das beschriebene DDS eine exzellente Alternative zu den
bisher entwickelten AmB-Formulierungen darstellt, angesichts der iiberragenden intra- und

extrazelluldren Pilzabtotung unter Erhaltung der leukozytéren Funktionalitét.
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