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I. Einleitung

Krebserkrankungen des Zentralnervensystems (ZNS) sind (berwiegend Hirntumoren, die in
Abhéangigkeit vom Ursprungsgewebe in mehrere Subtypen eingeteilt werden (Abb.1).

Sehr haufig entstehen Hirntumoren aus den Gliazellen des ZNS. Zu diesen Krebsformen gehoéren die
Gliome, die ca. 50 % aller primdren Tumoren im Gehirngewebe ausmachen. Da sich im Gehirn
mehrere Arten von glialen Stiitzzellen befinden, kdnnen Gliome in verschiedene Untergruppen wie
die Glioblastome, die Astrozytome, die Oligodendrogliome oder die Ponsgliome eingeteilt werden.
Ependymome gehen vom Deckgewebe des Nervensystems aus. Die Meningeome sind Tumoren der
sogenannten Meningen, der Hirn- und Riickenmarkshaute. Beim Medulloblastom handelt es sich um
eine der haufigsten Tumorerkrankungen im Kindesalter, wobei es sich um eine Geschwulst des
Kleinhirns handelt, die aus unreifen Zellen des kindlichen Gehirns hervorgeht. Andere Tumorarten
kénnen in den Hirnnerven entstehen, dazu zdhlen z.B. Schwannome. Die Tumoren der Hirndrisen
(Hypophysenadenome) sind meist gutartig. Weitere tumordse Veranderungen des ZNS sind
Hirnmetastasen. Dies sind Sekunddransiedelungen von Krebszellen anderer Organtumoren, die (iber
das Blut- oder Lymphsystem bis ins Gehirn oder Rickenmark vorgedrungen sind. Haufig kbnnen sie
bei Lungen-, Brust- oder Nierenkrebserkrankungen entstehen. Sie haben wesentlich schlechtere
Heilungschancen als der Primadrtumor und werden, auch wenn sie im Gehirn diagnostiziert wurden,

chemotherapeutisch wie der Primartumor behandelt [1].

Metast:'fsen Meningeom

- Medullo-
blastom

Hypophysenadenom Ponsgliom

Abb.1: Lokalisation verschiedener Tumorarten im Gehirn*.

Abhdngig vom Zelltyp (Astrozyten, Nervenzellen, Zellen der Hirnhdute oder Drisengewebe) und der
Lokalisation im Gehirn unterscheidet man zwischen verschiedenen Tumorarten.

*[2]; ©Deutschen Krebshilfe e.V. Bonn, 2009.



Eine weitere Einteilung von Hirntumoren kann nach der weltweit gebrauchlichen und allgemeinen
Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erfolgen [3]. Die WHO-Klassifikation fasst die
histologische Definition der verschiedenen Tumoren in einer Gradierung zusammen (Tab.1). Diese
Gradierung bezieht sich auf die immunhistochemischen und molekulargenetischen Eigenschaften der
Tumoren und ist ein wichtiger Bestandteil der neuropathologischen Diagnostik. Die sich von dieser
Einteilung ableitenden Befunde sind hierdurch weltweit vergleichbar und haben durch ihre
prognostischen Aussagen auch eine klinische Bedeutung bei der Entscheidung zur angewandten

adjuvanten Chemo- oder Strahlentherapie.

Bezeichnung Histologische Definition Beispiele
WHO Grad | gutartige Tumoren Neurinom,

operative Entfernung moglich mit guten Heilungschancen pilozytisches Astrozytom
WHO Grad Il gutartige, infiltrativ wachsende Tumoren mit Rezidivneigung  Astrozytom

schlecht operabel, aber mit guten Heilungschancen

WHO Grad Il bdésartige Tumoren anaplastisches Astrozytom

schlecht operabel und mit Reduktion der Uberlebensrate

WHO Grad IV duperst bosartige Tumoren mit Rezidivneigung Glioblastom
kaum operabel und mit deutlicher Reduktion der

Uberlebensrate

Tab.1: WHO-Klassifikation der Tumoren des ZNS*.
* Modifiziert aus Louis 2007 [3].

Hirntumoren treten im Vergleich zu anderen Tumorerkrankungen (z.B. Brust- oder Lungenkrebs)
relativ selten auf. Beim Erwachsenen liegt der Anteil an Hirntumoren bei 1,7 % bezogen auf die
Gesamtheit aller Krebserkrankungen, was in Deutschland 3290 Neuerkrankungen pro Jahr bei Frauen
und 3880 bei Madnnern entspricht und verursachen 2,6 % aller Krebstodesfdlle. Im Kindesalter
machen ZNS-Tumoren mehr als 1/5 aller Krebserkrankungen aus. Die 5 Jahres-Uberlebensraten fiir
Tumoren des ZNS liegen insgesamt zwischen 34 % und 38 %, wobei die 5 Jahres-Uberlebensraten von

aulerst bosartigen Tumoren (Glioblaston, Grad IV) nur 5 % bis 7 % betragt [4,5].

Die meisten primaren Hirntumoren werden operativ entfernt und anschlieBend mit einer Strahlen-
und Chemotherapie behandelt, die bei vielen, wenn auch nicht allen Hirntumoren einen

therapeutischen Effekt zeigt. Die hierbei verwendeten Zytostatika der ersten Generation



(Alkylanzien, Antimetabolite oder Antitumorantibiotika) sind hinsichtlich ihres Wirkungs- und
Nebenwirkungsspektrum gut erforscht. Die Anwendungsmoglichkeiten der Chemotherapie fir
Hirntumoren konnten durch die Entwicklung neuer Wirkstoffe wie Temodar, Vincristin,
Temozolamid, Platinverbindungen (cis-Platin) oder Topoisomerase-Hemmer (Mitoxantron) sowie
durch Therapieoptimierungsstudien in praklinischer und klinischer Forschung erweitert werden.
Durch diese Pharmaka wurde der therapeutische Effekt bei der Behandlung von Hirntumoren
deutlich verbessert. Dennoch kommt es auch bei diesen Zytostatika bei der systemischen Gabe zu
unspezifischen Anreicherungen im gesunden Gewebe und in Organen wie der Leber, der Milz, den
Nieren oder dem Herzen was zu signifikanten Nebenwirkungen fihrt und sich flr die klinische

Anwendung dieser Substanzen nachteilig auswirkt (geringe Patientenakzeptanz).

Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften (Hydrophilie und hohes Molekulargewicht) kdnnen
viele dieser Zytostatika die Blut-Hirn-Schranke nicht oder nur in geringem MaRe passieren oder
werden von spezifischen Transportern wie z.B. Effluxpumpen wieder ausgeschleust. Um eine
ausreichende Wirkstoffkonzentration im Zielgewebe und damit eine erfolgreiche Chemotherapie zu
erreichen, missen die Dosierungen entsprechend hoch gewadhlt werden. Dadurch kann es zu
erheblichen Nebenwirkungen kommen, u.a. durch die Schadigung schnell proliferierender, gesunder
Zellen, was die einsetzbare Dosis der herkdmmlichen Chemotherapie limitiert.

Bedingt durch einen wachsenden Wissensstand lber physiologische Transportprozesse an der Blut-
Hirn-Schranke (BHS) wie die transportervermittelte Transzytose, die adsorptive Transzytose sowie
die rezeptorvermittelte Transzytose ist die Entwicklung neuartiger Transportsysteme
vorangeschritten. Die Nutzung dieser aktiven Transportprozesse fiir eine Verbesserung des
Arzneistofftransportes Uber die BHS fiihrte zu den ,lokalisierten Therapien”. Die Entwicklung
zielgerichteter Wirkstofftransporter orientiert sich vorwiegend an den ,Targeted Therapies”. Hierbei
werden ,small molecules”, Proteine oder RNAi (RNA-Interferenz) wie Kinaseinhibitoren,
Antihormone, monoklonale Antikdrper oder rekombinante Proteine verwendet, die gezielt gegen
Bindungsstellen auf Tumorzellen eingesetzt werden [6]. Diese Substanzen richten sich gegen
spezielle zellulare Strukturen wie Enzyme oder Oberflaichenmolekiile, die Gberwiegend auf oder in
Tumorzellen zu finden sind. Sie sollen somit gezielt in Wachstums- und Stoffwechselvorgange der
Malignome eingreifen [1].

Eine zielgerichtete lokalisierte Therapie von Hirntumoren ist auch mit herkdmmlichen Zytostatika
durch oberflaichenmodifizierte Tragersysteme wie Matrixmodelle, Nanopartikel oder Liposomen
moglich, indem z.B. ein physiologischer, rezeptorvermittelter Transportprozess fiir die Uberwindung
der BHS genutzt wird. Durch eine Verkapselung der Wirkstoffe in diese Tragersysteme kdnnen sie vor

unspezifischer Anreicherung im gesunden Gewebe und metabolischem Abbau (enzymatisch in der



Leber und Milz) geschiitzt, die unerwiinschten Begleiterscheinungen vermindert und eine hohe
therapeutische Effizienz (Tumorreduktion, Verlangerung der Uberlebensrate, Heilung) erreicht
werden [7]. Liposomen kénnen sich fiir eine ,lokale Therapie” als Tragersystem gut eignen, da sie
sich durch eine relativ einfache Herstellung, eine leichte und effiziente Arzneistoffbeladung,
physiologische Vertraglichkeit und die Maoglichkeit der Modifikation mit Transportmolekilen
auszeichnen.

In publizierten Forschungsarbeiten, die sich mit dem Transport arzneistoffbeladener Tragersysteme
(Liposomen) Uber die BHS befassten, spielte Apolipoprotein E (ApoE) eine bedeutende Rolle [8].
ApoE ist ein Ligand des LDL Rezeptors (LDLR) und induziert eine vesikuldre, endozytotische Aufnahme
von LDL in Endothelzellen. Der LDLR wird u.a. am zerebralen Kapillarendothel exprimiert. Peptide, die
abgeleitet von der LDLR Bindungsdomane des ApoE synthetisiert wurden, zeigten eine gute
Bindungsaktivitat im Gehirn [9]. Ausgehend von diesen Erkenntnissen wurde die Hypothese verfolgt,
dass oberflaichenmodifizierte Liposomen, die als Liganden ein Peptid gebunden haben, das an den
LDLR am Gehirn bindet, die BHS {iberwinden kdnnen und zu einer Verbesserung des therapeutischen

Effektes bei Hirntumoren und Hirnmetastasen fihren sollen.

1.1. Die Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke ist die physiologische Barriere zwischen dem Blutkreislauf und dem Zentral-
nervensystem. Die Aufgabe der BHS ist es, die Milieubedingungen (Homoostase) im Gehirn aufrecht
zu erhalten und sie von denen des Blutes abzugrenzen. Durch spezielle Transportprozesse wird eine
konstante Sauerstoff- und Energieversorgung im Gehirn gewahrleistet und Stoffwechselendprodukte
werden abgefiihrt. Die BHS schiitzt das Gehirn nicht nur vor schwankenden Milieubedingungen,
sondern auch vor im Blut zirkulierenden Krankheitserregern, Toxinen sowie Neurotransmittern und

verhindert gleichzeitig die Passage zahlreicher Xenobiotika [10].

Bereits im Jahr 1885 wurden erste Versuche, die auf die Existenz der BHS hindeuteten, vom
deutschen Chemiker Paul Ehrlich durchgefiihrt. Er stellte bei Versuchen mit wasserlslichen sauren
Vitalfarbstoffen fest, dass nach intravendser Injektion in Ratten alle Organe aufler Gehirn und
Rickenmark angefarbt wurden [11]. Er interpretierte diese Versuchsergebnisse allerdings falsch,
indem er annahm, dass eine geringe Affinitdt des Gehirngewebes zu den injizierten Farbstoffen zu
diesem Resultat fihrte. Erwin Goldmann, ein ehemaliger Mitarbeiter von Paul Ehrlich, formulierte
erstmals 1913 nach weiterfihrenden Experimenten mit dem Di-Azofarbstoff Trypanblau die
Vermutung, dass die BHS eine Schrankenfunktion auslibt [12]. Erst mit der Etablierung der
Elektronenmikroskopie konnte die BHS 1967 nachgewiesen und die Barrierefunktion den

Endothelzellen der zerebralen Kapillargefdlie zugeordnet werden.



I. Einleitung

1.1.1. Aufbau
Endothelzellen, die eng miteinander verknipft sind, bilden die Innenwand der Gehirnkapillaren. Die
Gefdlle sind von einer Basalmembran umgeben, die eine Stitzfunktion auslbt. An der abluminalen

Oberflache sind die Kapillaren mit Astrozytenfortsatzen und Perizyten besetzt (Abb.2).

Basalmembran
Endothelzelle

Tight
junctions

Astrozyten-
fortsétze \

Abb.2: Schematische Darstellung einer Hirnkapillare*.

Die BHS wird von den kapillaren Endothelzellen gebildet, die durch Tight Junctions (vergroRerter Ausschnitt)
abgedichtet werden. Zuséatzlich wird die Funktion der BHS durch Astrozytenfortsdtze und Perizyten, die die
Endothelzellen umgeben, unterstiitzt.

* Modifiziert aus Miller 2002 [13]; © The American Association for the Advancement of Science.

Astrozyten zdhlen zur Familie der Gliazellen und sind fiir die physiologische Schrankenfunktion des
Gehirns von grolRer Bedeutung [14]. Es wird vermutet, dass sie durch verschiedene Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren die spezifischen Eigenschaften der BHS in den Endothelzellen induzieren.
Weitere Bestandteile der BHS sind Perizyten und Neuronen (Innervierung der Kapillaren), die sich auf
der Basalmembran befinden. Die genaue Funktion der Perizyten an der BHS ist bisher noch

unbekannt [15].

Im Gegensatz zu peripheren Kapillaren weisen Hirnkapillaren keine Fenestrierung auf, sondern sind
durch kontinuierliche Zell-Zell-Verbindungen, den Tight Junctions (lat. zonula occludens), verbunden
[16,17]. Tight Junctions sind schmale Bander aus Membranproteinen, wie z.B. Occludin, Claudin-1,

oder E-Cadherin, welche durch die Verbindung dieser Bander benachbarter Zellen einen sehr engen




Kontakt zwischen den Zellmembranen bilden. Dieser liickenlose Verband der Endothelzellen
versiegelt die luminale Seite der Kapillaren und bildet damit eine strikte Trennung zwischen dem

Interstitium des Gehirns und dem Blutkreislauf [18].

1.1.2. Barrierefunktion

Die physiologische Barrierefunktion der BHS wird durch spezielle morphologische und metabolische
Eigenschaften generiert und erlaubt einen selektiven Stoffaustausch zur Versorgung des Gehirns.
Gleichzeitig stellt diese Schranke aber auch den Schutz des Gehirns vor Schadstoffen sicher. Eine
Ubersicht der Transportprozesse an der BHS ist schematisch in Abbildung 3 zu sehen.

Der wichtigste morphologische Bestandteil der BHS ist der kontinuierliche Zellverband der
Endothelzellen der Hirnkapillaren. Die Tight Junctions zwischen den Zellen schrianken den Transport
von niedermolekularen Substanzen stark ein und leisten damit einen wesentlichen Anteil an der

Barrierefunktion der BHS.
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Gehirnzellen: Astrozyten, Perizyten und Neuronen

Abb.3: Transportprozesse am Kapillarendothel der BHS*.

An der BHS laufen verschiedene passive (I, Ill, V) und aktive (ll, IV, VI) Transportprozesse ab, die das Gehirn in
einem selektiven Stoffaustausch mit essentiellen Nahrstoffen versorgen, Metaboliten entsorgen und es
gleichzeitig vor Schadstoffen schiitzen. Zu diesen Prozessen gehoren:

I. Transzelluldre Diffusion, Il. Effluxpumpen (PgP), lll. Parazellulare Diffusion, IV. Transportervermittelte
Transzytose, V. Adsorptive Transzytose, VI. Rezeptorvermittelte Transzytose.

* Modifiziert aus Visser 2004 [19]; © Springer Verlag, Deutschland.

Die transzelluldre Diffusion (I) findet an der luminalen und abluminalen (basalen) Membran des
Kapillarendothels statt und gehoért zu den passiven Transportprozessen der morphologischen

Barriere [20]. Diesen Transportprozess konnen nur unpolare Stoffe und Lipide nutzen.



Aktive Transportsysteme, die von den Effluxpumpen (ll), den Multidrug-Resistance-associated
Proteinen (MRP 1, 2, 5 und 6, ABC-Transporter-Familie) und dem P-Glykoprotein (PgP, ABC-
Transporter-Familie) [21] sowie von den Transportern der SLC-Klasse [22] gebildet werden, sind auf
der luminalen Seite der zerebralen Endothelzellen vorhanden und gehéren ebenfalls zur
morphologischen Barriere der BHS [23]. Diese Pumpen sind fiir den Ricktransport von lipophilen
Stoffen, einschlieRlich kleiner, lipophiler Arzneistoffe in das Lumen verantwortlich [24]. Das breite
Substratspektrum und die hohe Aktivitat der Effluxpumpen an den Endothelzellen erklart, warum nur
ca. 5 % der in der CMC-Datenbank (1999) aufgenommenen Wirkstoffe hirngangig sind [25].
Desweiteren wird eine hohe Expression des Multidrug-Resistenz Transporters, der ein breites
Substratspektrum fiir Zytostatika aufweist, an Hirntumorzellen beschrieben [26]. Die sich daraus
ergebende unzureichende Konzentration zytostatischer Arzneistoffe im Tumorgewebe fihrt zu
einem verringerten therapeutischen Effekt und stellt ein groRes Problem fiir die Behandlung von

Hirntumoren dar.

Die parazellulare Diffusion (lll) von Substanzen durch einen Konzentrationsgradienten ist stark
eingeschrankt und wird ebenfalls durch Tight Junctions gesteuert. Die starke Isolationsfunktion der
Endothelzellmembran wird auch durch einen auRerordentlich hohen transendothelialen Widerstand
(TER) von bis zu 2000 Q*cm? verdeutlicht [27]. Nur lipophile Molekiile (z.B. einige lipophile Vitamine
und Arzneistoffe) und andere Substanzen mit einem niedrigen Molekulargewicht (< 500 Da) sind in
der Lage, die BHS auf diese Weise zu Gberwinden [13]. Kleine polare Substanzen wie lonen, Ethanol,
Glycerin und Harnstoff kdnnen mit Hilfe von Aquaporinen durch die BHS diffundieren. In der Regel
spielt dieser Transportmechanismus fiir die Uberwindung der BHS von Arzneistoffen aber nur eine

untergeordnete Rolle.

Zur Versorgung des Gehirns mit essentiellen Nahrstoffen verfligt die BHS Uber spezifische passive
und aktive Transportproteine (IV), die einen selektiven Stoffaustausch an den Kapillarendothelien
ermoglichen. Der Transport von Glukose, dem Hauptenergielieferanten fiir das Gehirn, erfolgt passiv
Uber einen Konzentrationsgradienten durch den Glut-1-Transporter (Glucose-Uniporter) [15]. Fiir die
Aufnahme von Aminosauren stehen verschiedene Transportsysteme zur Verfligung. Das
charakteristische Substratspektrum fiir diese aktiven Transportproteine richtet sich nach den
physikochemischen Eigenschaften der Aminosauren. Grol3e, neutrale und aromatische Aminosauren
sind Liganden fir das L-System, wahrend die kleinen, neutralen Aminosauren durch das A-System
transportiert werden. Ein weiterer Transporter, das ASC-System, nimmt spezifisch schwefelhaltige
Aminosduren auf [28]. Saure und kationische Aminosduren werden von lonenkandlen und

Transportern (Kanalproteine) wie der Na* / K*-ATPase oder dem Na* / CI"-Cotransporter beférdert.



Ein weiterer wichtiger Transportprozess ist die adsorptive Endozytose (V), bei der positiv geladene
Substanzen wie kationisiertes Albumin [29] oder Histone [30] mit anionischen Strukturen der
Endothelzellmembran reagieren und internalisiert werden. GroRe und komplexere Molekiile wie das
low density lipoprotein (LDL; LRP 1,2-Rezeptor) [31], das Eisen transportierende Transferrin
(Transferrin 1,2-Rezeptor, Mellanotransferrin-Rezeptor) [32], das Insulin (Insulin-Rezeptor) [33], das
Leptin [34] sowie der Insulin-like growth factor (IGF-1 und IGF-2) [35] werden durch rezeptor-
vermittelte Endozytose (VI) von den Endothelzellen aufgenommen, in vesikuldrer Form (Endosomen,
Lysosomen) durch das Zytosol transportiert und an der abluminalen Membran wieder ausgeschleust.
Endozytotische Prozesse nehmen die zu internalisierende Substanz durch Einschluss in die
Plasmamembran auf (Abb.3, V und VI) [36]. Dieser Aufnahmemechanismus ist durch spezifische

Inhibitoren [37] sowie durch niedrige Temperaturen (4 °C) hemmbar [38].

Weiterhin verfligen die zerebralen Endothelzellen lber eine sehr hohe Stoffwechsel- und Enzym-
aktivitat, die die metabolische Barriere der BHS ausmachen [39,40]. So kdnnen durch eine Reihe von
Cytochrom P450 Monooxygenasen, Decarboxylasen, Monoaminooxidasen (MAQ) oder y-Glutamyl-

transpeptidasen aufgenommene Stoffe schnell metabolisiert und damit inaktiviert werden [41].

1.2. Arzneistofftransport iiber die BHS

Die Therapie von ZNS-Tumoren konnte durch neu entwickelte Wirkstoffe in den letzten Jahren
deutlich verbessert werden. Dennoch scheitern 98 % aller therapeutisch wirksamen Substanzen an
der Uberwindung der BHS [42,43]. Ob eine Substanz die BHS passieren kann, hingt vorwiegend von
ihrer Polaritat, Grole und Plasmakonzentration ab. Kleinen, bis zu 500 Da schweren lipophilen
Molekdlen ist es moglich, die zerebrale Endothelzellmembran durch passive Diffusion zu Gberwinden
[20,44,45]. Eine Veranderung der physikochemischen Eigenschaften von Wirkstoffen dahingehend,
dass ein direkter Membrantransport (ber die Lipiddoppelschicht durch passive Diffusion moglich
ware, ist eine elegante Methode zur Verbesserung der zelluldaren Aufnahme. Hierzu kénnen polare
funktionelle Gruppen eines Arzneistoffmolekiils durch Kopplung mit Acyl- oder Alkylgruppen
umgesetzt werden, um die Lipophilie zu erhéhen. Beispielhaft sei hier, aus der Gruppe der
Analgetika, das Heroin (Diacetylmorphin) genannt, dass im Vergleich zur Ausgangssubstanz Morphin
eine verbesserte Hirngangigkeit aufweist [46].

Die Hirngangigkeit bzw. die Anreicherung von Substanzen im Gehirn ist jedoch nicht nur von deren
Polaritat oder GroRRe abhangig. Auch Arzneistoffe, die aufgrund ihrer Eigenschaften theoretisch gut
aufgenommen werden, sind, wenn sie Substrate der Effluxpumpe P Glykoprotein (PGP) sind und
dadurch aktiv aus der Zelle ausgeschleust werden, nicht oder nur in geringem MaRe in der Lage in
das Lumen der Endothelzellen einzudringen. Durch eine Kombination dieser Arzneistoffe mit

Inhibitoren der PGP Pumpen wie dem Kalziumantagonisten (R)-Verapamil konnte experimentell



gezeigt werden, dass es zu einer deutlichen Steigerung der Aufnahme im Gehirn kommt [47]. Eine
weitere Moglichkeit, die Ausschleusung durch Effluxpumpen zu verhindern, ist das Chemical Delivery
System. Hierbei sind die aktiven Substanzen ionische Verbindungen, die selbst keine Substrate der
PGP und nicht BHS gangig sind. Sie werden in Form von lipophilen Prodrugs appliziert, die nach der
Passage der BHS enzymatisch in ihre aktive Form gespalten werden. Diese Methode fand bis jetzt
jedoch nur experimentelle Anwendung [48].

Eine Moglichkeit, die BHS zeitweise zu 6ffnen, ist die invasive Methode der intrazerebroventrikularen
Injektion von hyperosmotischen Zuckerlésungen oder biologisch aktiven Substanzen. Hierbei wird
eine hyperosmolare Mannitol- oder Arabinoselosung in die Halsschlagader injiziert, wodurch es
intrazerebral zu einem Wasserausstritt aus dem Kapillarendothel kommt. Das wiederum fihrt zu
einem Schrumpfen der Endothelzellen und zur osmotischen Offnung der Tight Junctions. Eine
parazelluldare Passage von Substanzen ist fir ca. 30 Minuten moglich [49]. Auch eine Injektion des
Bradykinin-Rezeptoragonisten RMP-7 (Cereport) fiihrt durch eine Rezeptoraktivierung an der
Endothelzellmembran zum Offnen der Tight Junctions [50]. Weitere biologisch aktive Substanzen die
zu einer vorriibergehenden Erhoéhung der Durchldssigkeit an der BHS fihren kénnen sind
Leukotriene, Histamin sowie 5-Hydroxytryptamin [51]. Eine invasive Offnung der BHS birgt jedoch
immer ein hohes Risiko, da durch die unspezifische Permeabilitaitserhéhung alle im Blut
zirkulierenden Substanzen, einschlieRlich Krankheitserregern, ins Hirn gelangen kdnnen und es somit
zu einer dauerhaften Neuronenschadigung kommen kann [13,52]. Eine dritte invasive
Behandlungsmethode fir ZNS-Erkrankungen ist die direkte, intraventrikuldre Injektion in das
Putamen des Gehirns wie sie bereits bei Morbus Parkinson Patienten angewendet wurde [53]. Diese
Methode ist jedoch sehr umstritten, da sie Infektionen und dauerhafte Schaden im Gehirn
verursachen kann. Weiterhin kann eine invasive Anwendung von Arzneistoffen im Gehirn immer nur
fir die lokale Verabreichung von Pharmaka in einem sehr begrenzten rdumlichen Areal eingesetzt
werden. Deshalb konnen diese Applikationen nicht fiir die Therapie von ZNS-Erkrankungen
eingesetzt werden, die groRere Hirnareale wie bei diffusen Tumoren und Metastasen, Alzheimer,
Multiple Sklerose, lysosomalen Speicherkrankheiten oder Epilepsie umfassen.

Alternativ zu den risikobehafteten und nur beschréankt einsetzbaren invasiven Methoden besteht die
Moglichkeit, physiologische Transportmechanismen der BHS zu nutzen. Die Verwendung dieser
Transportwege stellt jedoch gewisse Anforderungen an die Wirkstoffe. So miissen diese ein hohes
MaR an Ahnlichkeit in ihrer physikochemischen Struktur zu den endogenen Substraten
(Aminosauren, Hexosen, Vitamine, Neuropeptide) aufweisen [54]. Die Verwendung des neutralen
Aminosauretransporters LAT-1 wie im Beispiel des Prodrugs L-Dopa (L-Dihydroxy-phenylalanin) fiihrt
zu einer erfolgreichen Behandlung von Morbus Parkinson, was mit dem eigentlichen Wirkstoff

Dopamin, ein polares Katecholamin, aufgrund der Schrankenundurchlassigkeit, nicht moglich ist.



Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die Anwendung von Konjugaten. Diese Arzneiformen
bestehen aus einer pharmakologisch aktiven Substanz, die kovalent an einem spezifischen
Transportvektor, meistens modifizierte Proteine oder monoklonale Antikérper, gebunden ist. Diese
»trojanischen Pferde” nutzen, unabhéngig von den physikochemischen Eigenschaften des Wirkstoffs,
eine rezeptorvermittelte oder adsorptive Endozytose bzw. Transzytose zur Uberwindung der BHS
und flihren somit zu einem Drug Targeting im Gehirn [55]. Dadurch werden die Bioverfiigbarkeit des
Arzneistoffes und seine therapeutische Effizienz erhdht und gleichzeitig das Nebenwirkungsspektrum
reduziert. Modellvektoren wie die murinen, monoklonalen Antikérper Anti-Insulin-Rezeptor-
Antikorper 83-14MADb [56,57] und Anti-Transferrin-Rezeptor-Antikérper OX-26 [57-59], 8D-3 und R-
17217 [60,61] erkennen ein externes Epitop des Zielrezeptors, das auf zerebralen Endothelzellen
stark exprimiert wird, binden daran und leiten damit einen selektiven rezeptorvermittelten
Transportprozess ein. Eine aktive, rezeptorvermittelte Aufnahme ins Kapillarendothel der BHS kann
auch durch modifizierte Peptide, die ein rezeptorspezifisches Substrat wie z.B. LDL imitieren, erreicht
werden (LRP1 und LRP2) [62]. Des Weiteren kann die an Hirntumorzellen zu findende Uberexpression
von Membranrezeptoren wie fir Interleukin-13, Fibroblasten-Wachstumsfaktor (anti-VEGF:
Avastin®), HER2/ErbB2/neu (Anti-ErbB2: Herceptin®; small molecule: Tyverb®), Tumor spezifische
Antigene (MAGE) oder extrazelluldre Matrixproteine (Chondroitinsulfatproteoglycan) fiir ein Drug
Targeting [63] oder zur Interaktion mit bestimmten Signalrezeptoren genutzt werden [64].

Die adsorptive Endozytose wird durch elektrostatische Interaktionen positiver Proteine mit negativ
geladenen Sialinsdure-Resten auf der Iluminalen Seite oder Heparinsulfat-Gruppen auf der
abluminalen Seite der Endothelzellmembran ausgelost [65]. Dieser Prozess beruht nur auf
elektrochemischer Adsorption und bezieht keine spezifischen Plasmamembran-Rezeptoren ein [66].
Fir diesen Ansatz konnen stark kationische Transportvektoren wie kationisiertes Albumin und
Peptide der ,zellpenetrierenden Klasse” (Arginin-reiche Tat-Peptide, Penetratin, Pegelin, Syn B1-
Peptid) verwendet werden [67-69]. Verschiedenste Molekile wie Peptide [70], Proteine [71],
Oligonukleotide [72], Peptidnukleinsduren [73] und Tragerstrukturen wie Liposomen [74] und
polymere Nanopartikel [75,76] sind mit diesem passiven Target-System bereits effizient in
Hirnendothelzellen eingeschleust worden. Eine geringe Selektivitdt fir die BHS und die damit
verbundene Toxizitat limitieren jedoch die klinische Anwendbarkeit dieser Systeme [77]. Ein weiterer
groRer Nachteil entsteht durch die notwendige Modifikation der Wirkstoffe mit den als Vektoren
verwendeten Proteinen. Somit kénnen chemische und strukturelle Verdanderungen von Pharmaka
deren Wirkung stark beeintrachtigen und zu unerwiinschten Begleiterscheinungen fiihren. Auch die
Modifikation der Targeting-Proteine fliihrt haufig zu einer erhéhten immunologischen Reaktion [54].
Um eine selektive therapeutische Wirkung mit ausreichender Arzneistoffkonzentration am

Zielgewebe (Gehirn oder Gehirntumor) zu erreichen, werden verstarkt alternative Wirkstofftrager



und Kombinationen aus vesikuldaren Tragersystemen mit den oben beschrieben Transportvektoren
untersucht. Solche Tragersysteme wie Liposomen [78,79] oder Nanopartikel [80,81] kénnen aufgrund
ihrer hohen Transportkapazitit und ihrer Ahnlichkeit zu biologischen Membranen die BHS

Uberwinden und den therapeutischen Effekt erhéhen.

1.3. Vesikulare Tréagersysteme

Die Voraussetzung fir einen effektiven therapeutischen Einsatz von Wirkstoffen ist deren
Verfligbarkeit am Zielorgan oder -gewebe. Vesikuldre Tragersysteme wie Liposomen, Nanopartikel
oder mizellare Strukturen ermaglichen es, integrierte Wirkstoffe (z.B. Zytostatika) unabhangig von
ihren Eigenschaften Gber Zellbarrieren zu transportieren [82]. Um die Selektivitdt dieser Transporter
zu erhdhen, kénnen sie durch eine Konjugation mit funktionellen Gruppen, Proteine oder Molekilen,
die ein Targeting zu und eine Aufnahme in die Zielzellen ermaoglichen (siehe 1.2.), modifiziert werden.
Ein ideales Tragersystem sollte folgende Charakteristika aufweisen: Ausreichende Beladungskapazitat
mit Wirkstoff, hohe Resistenz gegeniiber metabolischem Abbau, niedrige Immunogenitat, hohe
Selektivitat fur die Zielzellen, geringe Toxizitdit und damit ein moglichst geringes
Nebenwirkungsspektrum. Zur Entwicklung solcher Trdgersysteme stehen unterschiedliche
Materialien zur Verfligung. Neben Strukturen, die aus anorganischen Materialien wie aus Kohlenstoff
(Fullerene), Silizium (Kieselgel) oder Metallen (Eisen- oder Goldpartikel) aufgebaut sind, werden
immer haufiger biologische Materialien wie Lipide, Poly-Laktat oder polymere Kohlenhydrate
verwendet, die physiologisch abbaubar sind und somit die Vertraglichkeit dieser Transporter erhéhen

[83].

1.3.1. Polymere Tragersysteme

Die Fahigkeit von Nanopartikeln wie Nanopellets oder Nanokapseln mit biologischen Systemen
(zellen, Gewebe) auf molekularer Ebene iber Rezeptorinteraktionen zu interagieren, ermoglicht ein
breites Anwendungsspektrum dieser Tragersysteme. Wie bei Bhaskar [84] beschrieben, finden sie
unter anderem Anwendung als Transporter fiir biologische Fluoreszenzlabel [85,86], Arzneistoffe und
Gen-Therapeutika [87] in speziellen Geweben wie z.B. in das Gehirn [88], als Vektor von DNA-Sonden
[89], beim Tissue Engineering (Transfektion) [90], bei der thermischen Tumorzerstérung
(Hyperthermie) [91] sowie in der Kernspintomographie (MRT) fir die Kontrastverstdarkung [92].
Nanopartikeln bieten eine ideale Plattform fir den Transport von Arzneistoffen iber die BHS. Die am
haufigsten verwendeten Nanopartikel sind multifunktionelle, polymere feste Matrices (Nanopellets)
oder Hillen (Nanokapseln, Nanospharulen) aus synthetischen Kunststoffen vom Typ Polyalkylacrylat,
-cyanoacrylat, -vinylpyrrolidon oder Acrylpolymere. Diese Tragersysteme weisen eine geringe GrolRe

(<100 nm) auf, sind im Allgemeinen untoxisch, biologisch abbaubar und biokompatibel, haben eine



ausreichende Stabilitdt im Blutkreislauf und ihre Oberflache ist fiir kleine Arzneistoffmolekiile,
Peptide, Proteine oder Nukleinsduren passierbar. Durch eine gezielte Modifikation der
Trageroberfliche mit Hilfe von Liganden besteht sogar die Maoglichkeit, einen gezielten
Arzneistofftransport (rezeptorvermittelte Endozytose) zu beglinstigen [93-95]. Wirkstoffmolekile
konnen in der festen Matrix bzw. in der Hille gel6st oder im hochdispersen Zustand eingeschlossen
werden. Sie konnen die Nanopartikel aber auch umhillen oder an deren Oberflache absorbiert
werden. Durch die kovalente oder adsorptive Bindung eines Wirkstoffes an ein Polymer kann eine
kontinuierliche Freisetzung des Arzneistoffes erfolgen womit eine Depotwirkung erreicht werden
kann. Die daraus resultierende langere Blutzirkulation und die langsamere Verstoffwechselung des
Wirkstoffes flihrt zu einer erhdhten Effizienz mit verminderten Nebenwirkungen, was am Beispiel
von Paclitaxel-Poly-(D,L-laktat-co-glukonsdure)-Nanopartikeln gezeigt werden konnte [96].
Tragersysteme aus Polyethylenvinylacetat wurden bereits als Hirn-Implantate fir die lokale
Verabreichung von Medikamenten (z.B. Temodar) ins Gehirn eingesetzt. Diese Arzneiform fiihrt dann
zu einer begrenzten lokalen Freisetzung des Wirkstoffes am Implantationsort und nicht zu einer

globalen Wirkstoffverteilung [97].

1.3.2. Oberflachenmodifizierte Nanopartikel

Einen grolRen Einfluss auf den Transport von Arzneistoffen durch Nanocarrier ins Gehirn hat die
Oberflachenmodifizierung dieser polymeren Systeme. Um eine Oberflichenveranderung zur
Kopplung eines Liganden  (Drug  Targeting) vorzunehmen, stehen  verschiedene
Beschichtungsmaterialien wie Polysorbat 80 (Tween® 80) oder anderen Polysorbate mit 20, 40 oder
60 Polyethylen-Einheiten und Polyethylenglykol (PEG) zur Verfigung [98]. Diese biokompatible
Beschichtung von Nanopartikeln ermoglicht eine Bindung von biologischen Molekiilen wie
zellpenetrierende Peptide, Tumormarker, Antikérper oder siRNA wie unter 1.2. beschrieben. Des
Weiteren dient die Beschichtung von vesikuldren Tragersystemen mit Polysorbaten (Tween®) oder
PEG dem Schutz vor zu schneller Elimination aus dem Blutkreislauf und flihrt zu einer Erhéhung der
Plasmahalbwertszeit. Die z.B. mit PEG modifizierte Oberflache des Tragers bildet eine hydratisierte
Hille, wodurch eine Abschirmung vor den Komponenten des monozytdren, phagozytierenden
Systems (MPS) erfolgt. Weiterhin kann PEG nicht nur zu Modifizierung von Oberflachen dienen,
sondern auch selbst Tragersysteme bilden. Amphiphathische PEG-Blockkopolymere bilden in
wassrigen Phasen spontan Mizellen aus. Diese Mizellen weisen eine sehr gute Stabilitat mit einer
hohen Halbwertszeit auf, was durch eine sehr niedrige kritische mizellbildende Konzentration
(10°-107 M) charakterisiert ist. Durch ihren Aufbau (hydrophober Kern, hydrophile Hille) sind diese
Systeme besonders zur Verkapselung von lipophilen Substanzen geeignet [99]. Eine Reihe von

Wirkstoffen, die in Polysorbat beschichteten Nanopartikeln eingeschlossen wurden, konnten bereits



erfolgreich Uber die BHS transportiert werden [100,101]. Hierzu zahlen das Zytostatikum Doxorubicin
[102], der Opioid p-Rezeptoragonist Loperamid [8], der NMDA-Rezeptorantagonist MRZ 2/576 [103],
der Nikotinrezeptorantagonist Tubocurarin [104] sowie die Alzheimer-Medikamente Tacrin und
Rivastigmin [105]. Weiterhin kann Gber die Zusammensetzung (Art des Polymers) des Tragersystems
eine kontrollierte Freisetzung von Wirkstoffen bei Hirntumoren erreicht werden was mit Paclitaxel
beladenen, pH-sensitiven (PolyN, N-Dimethylaminoethylmethacrylat)/2-Hydroxyethylmethacrylat)-

Nanopartikeln gezeigt werden konnte [106].

1.3.3. Tragersysteme auf Lipidbasis

Lipidbasierte Nanopartikel stellen alternative Tragersysteme zu den konventionellen, kolloidalen
Tragern wie Emulsionen, Liposomen oder Polymer-Partikel dar. In einer umfangreichen Arbeit von
Blasi [107] wurden die verschiedenen Formulierungen (SLN, NLC, LDC: siehe folgender Abschnitt)
ausfiihrlich beschrieben und unterschiedliche Anwendungsgebiete dieser Nanopartikel, unter
anderem fir die Behandlung von ZNS Erkrankungen, vorgestellt.

Tragersysteme, die vorrangig aus den Lipiden Phosphatidylcholin und Cholesterol bestehen, zeigen
eine geringe Toxizitdat und Immunogenitat, da diese Komponenten gleichzeitig Hauptbestandteil von
biologischen Membranen sind. Vorteile von Nanopartikeln, die aus festen Lipiden aufgebaut sind wie
feste Lipid-Nanopartikel (SLN, englisch: solid lipid nanoparticles), nanostrukturierte Lipidtrager (NLC,
englisch: nanostructured lipid carriers) und Lipid-Wirkstoff-Konjugate (LDC, englisch: lipid drug
conjugate) [108,109], gegeniliber anderen Nanopartikel-Systemen sind die einfache Herstellung in
groRen Mengen [110] mit einer hohen Beladungskapazitat [111] und eine geringe Toxizitat [112].
Beispiele fiir SLN sind Polymer-Lipid-Hybrid-Nanopartikel, nanostrukturierte Lipidtrager und lange im
Blutkreislauf zirkulierende SLN [113]. Diese Systeme werden bei der Behandlung verschiedenster
Erkrankungen und in unterschiedlichen Applikationen, vorrangig aber bei Krebserkrankungen wie
Ovarialkarzinom, Brustkrebs oder Leukdmie [108] und zur Behandlung von AIDS [114] eingesetzt. Ein
groller Nachteil von SLN ist deren geringe physikalische Stabilitdat, welche ohne die Verwendung von
Beschichtungen zu Aggregationen und Gelbildung fihrt. Liposomale Tragersysteme werden in
diesem Kapitel nicht erwahnt, da diese Formulierungen der Hauptbestandteil dieser Arbeit sind und

unter 1.3.5. ausfuhrlich beschrieben werden.

1.3.4. Dendrimere

Dendrimere (griechisch: Dendron — der Baum) gehoéren ebenfalls zu den polymeren Tragern. Diese
Polymere sind chemische Verbindungen, deren Struktur ausgehend von einem Verzweigungskern
stark verastelt ist, wobei man von Dendrimeren erst dann spricht, wenn diese Verastelungen aus

repetitiven Einheiten bestehen, die eine radiale Symmetrie ergeben. Dendrimere sind aufgrund ihrer



klar definierten Struktur monodispers und zdhlen zu den Kaskadenpolymeren, wodurch sie sich von
klassischen Polymeren unterscheiden. Somit ist es moglich, Nanopartikel mit vielen reaktiven
Gruppen, einfach zu modifizierenden Oberflichen und einer definierten GroRe herzustellen. Der
Einschluss von Substanzen in diese Trdgersysteme basiert zum einen auf der vielfachen
Funktionalisierung der Oberflache, an der Wirkstoffe kovalent und adsorptiv gebunden werden
kénnen. Zum anderen besteht die Moglichkeit, die unterschiedliche chemische Umgebung des
Innenraums auszunutzen, was quasi zu molekularen Kapseln fihrt, in denen Arzneistoffmolekile
eingelagert werden kénnen [115,116]. Allerdings sind diese Systeme bisher nur experimentell

untersucht worden und es ist noch keine Formulierung zugelassen worden.

1.3.5. Liposomen

Liposomen gehoren ebenfalls zur Klasse der lipidbasierten Tragersysteme. Diese, analog zu
biologischen Membranen aufgebauten Systeme, wurden erstmals 1965 von A.D. Bangham
beschrieben [117]. Sie bestehen im Allgemeinen aus amphiphilen Lipidmolekilen, oftmals
Phospholipide wie Phosphatidylcholin (PC). Aufgrund ihrer dualen Polaritdt (polare Phosphat-
Kopfgruppe, unpolare Fettsdurereste) bilden diese amphiphilen Molekiile in wassrigen Systemen
spontan geordnete, supramolekulare Strukturen wie Mizellen, hexagonale Hj-Phasen,
Doppelmembranen oder kolloidale Vesikel. Planare Doppelmembranen sind thermodynamisch
instabil, so dass es spontan oder unter Energiezufuhr zur Ausbildung von raumlichen
supramolekularen Strukturen (Vesikeln) kommt [118]. Die liposomalen Vesikel bestehen aus einer
oder mehreren abgeschlossenen und konisch angeordneten Lipid-Doppelmembranen (Bilayer,
Schichtdicke ca. 5 nm), die einen mit wassriger Losung gefiillten Innenraum umschliefen (Abb.4)
[119]. Dieser wasserige Kern ermoglicht einen einfachen Einschluss von hydrophilen Wirkstoffen wie
Doxorubicin in die Liposomen. Hydrophobe Substanzen wie Paclitaxel wiederum kdnnen sehr leicht
in die Lipidmembran inkorporiert werden. Somit konnen Liposomen als biologische Losungsmittel fur
hydrophobe Arzneistoffe genutzt werden. Des Weiteren kdnnen Substanzen an der Oberflache der
Lipidmembran (innen oder auBen) assoziiert werden [120,121]. Diese Beladungsmoglichkeiten
machen Liposomen zu einem vielseitig einsetzbaren Arzneistofftrager. In Abhangigkeit von den
physikalisch-chemischen Loslichkeitseigenschaften des zu verkapselnden Wirkstoffes und der
Lipidmembran kénnen Liposomen nicht nur als reines Tragersystem sondern auch als ,slow release”
System (Permeationsbarriere) fungieren, wenn sie den Wirkstoff wahrend der Zirkulation im Blut
langsam und gleichmaRig freisetzen und damit als Depot wirken.

Eine generelle Anwendung liposomaler Tragersysteme wird jedoch durch eine teilweise zu geringe
Aufnahmekapazitdt von Wirkstoff in die Vesikel eingeschrankt. Dieser Nachteil resultiert aus dem

geringen Innenvolumen, vor allem bei kleinen unilamellaren Vesikeln, das die Einschlusseffizienz fir



hydrophile Wirkstoffe begrenzt [122]. Ein weiterer Faktor, der sich ebenfalls nachteilig auf die
Beladungskapazitat auswirken kann, ist die oftmals geringe Loslichkeit von Wirkstoffen. Durch die
Optimierung verschiedener Beladungsmethoden wie dem ,remote loading-Verfahren“ konnte dieser

Nachteil von Liposomen bereits verbessert werden [123].

Abb.4: Aufbau von Liposomen mit modifizierter Oberfldache*.

A) Multilamellares Vesikel: bestehend aus mehreren Lipiddoppelschichten, die von PC (hellblau) und CH
(dunkelblau) gebildeten werden. Einige Lipidmolekiile sind mit Liganden modifiziert worden (rot).

B) Unilamellares Vesikel: bestehend aus einer Lipiddoppelschicht. Es kdnnen sowohl hydrophile Substanzen
(gelb) im wasserhaltigen Kern von Liposomen als auch lipophile Substanzen (violett) in der Membran verkapselt
werden. Eine Modifikation der Oberflache ist z.B. durch PEG (hellblau) moglich, an das Vektoren gebunden
werden kdnnen (rot).

* [124]; © Merck, Deutschland.

Unterschieden werden Liposomen durch ihre GréRe und die Anzahl der Lipid-Doppelschichten in
multilamellare Vesikel (MLV, Abb.4 A)), groRe oligolamellare Vesikel (OLV), groRe unilamellare
Vesikel (LUV) und kleine unilamellare Vesikeln (SUV, Abb.4 B); Tab.2).

Bezeichnung GroRe Bilayerschichten
multilamellare Vesikel (MLV) 100 - 1000 nm mehrere
groBe oligolamellare Vesikel (OLV) >50 nm mehrere
groBe unilamellare Vesikel (LUV) >50 nm eine
kleine unilamellare Vesikel (SUV) 20 -50 nm eine

Tab.2: Liposomencharakterisierung.



Liposomale Arzneistoffformulierungen mit einer GrolRe von bis zu 200 nm sind fiir parenterale
Anwendungen sehr gut geeignet, da der enthaltene Wirkstoff durch die Verkapselung in den Vesikeln
langsamer von der Leber verstoffwechselt wird und damit eine ldangere Plasmahalbwertszeit
aufweist. Diese verldangerte Zirkulationszeit ermdoglicht eine verstarkte Anreicherung der Liposomen
am Zielorgan (z.B. im Gehirn), wodurch der therapeutische Effekt des Wirkstoffes verbessert wird.
Die physikochemischen Eigenschaften von Liposomen wie GroRe, Ladung, Permeabilitdt und
Membranfluiditdt hangen von ihrer Zusammensetzung und der Herstellungsart ab. MLV entstehen
bei der Herstellung mittels Lipidfilm-Hydratation. Durch eine anschlieBende Ultraschallbehandlung
konnen sich aus groflen MLV durch die mechanische Reduktion der GroRe und der Lamellenzahl
kleine MLV oder bei gréBeren Ultraschallenergien SUV bilden. Eine alternative Methode zur
Herstellung von LUV ist die Extrusion, bei der aber immer ein Dispersionsgemisch aus LUV und OLV
entsteht [125].

Die Membranfluiditdat und damit die Stabilitdat der Vesikel wird durch die GroBe der hergestellten
Liposomen sowie durch die Struktur der Phospholipidmolekiile in der Lipiddoppelschicht bestimmt.
SUV haben starke Kurvaturen in der Lipiddoppelschicht, die Membranspannungen und
Deformationen hervorrufen. Aus diesem Grund sind SUV relativ instabil, neigen durch ihren
metastabilen Membranzustand zu Fusionen und Wechselwirkungen mit gréReren Molekiilen und
zeigen eine erhdohte Permeabilitat fir eingeschlossene, hydrophile Substanzen. Im Gegensatz dazu
sind LUV aufgrund ihrer GréRe in ihrem Membranzustand anndhernd spannungsfrei und zeigen eine
gute Lagerstabilitat [122]. Bei der Membranfluiditat spielen sowohl die hydrophile Kopfgruppe als
auch die Léange und der Sattigungsgrad der hydrophoben Fettsdurekette (Schwanzgruppe) eine Rolle.
Der Ordnungszustand (Membranfluiditat) der Lipidschicht ist temperaturabhdngig (thermotropher
Polymorphismus). Unterhalb der kritischen Phaseniibergangstemperatur (T.) befinden sich die
Phospholipide der Membran in einem geordneten Zustand (Gelphase). Mit steigender Temperatur
(Temperatur > T,,) nimmt dieser Zustand an Fluiditdt und somit an Flexibilitdt und Eigendynamik zu
(flassigkristalliner Zustand). Eine Herabsetzung der T,, kann durch die Verwendung von Lipiden wie
PC, Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (Pl), Phosphatidylserin (PS) oder
Sphingomyelin (SM), die ungesattigte Fettsauren (Olsdure, Linolsdure oder Linolensiure) enthalten,
erreicht werden [126]. Der Einbau von Cholesterol (CH) in die Lipidmembran erhoht dagegen die T,,
aufgrund seiner sterischen Struktur durch die Einschrankung der Beweglichkeit der Fettsdureketten.
Eine Modifikation der Membranoberflache der Liposomen, z.B. durch Polyethylenglykol (PEG), flihrt
nicht nur zu einer Erhéhung der Lagerstabilitdt, sondern spielt auch bei der klinischen Anwendung
eine wichtige Rolle, da die Plasmahalbwertszeit flir diese Vesikel deutlich erhéht werden kann [127].
Die so sterisch stabilisierten Vesikel (Stealth-Liposomen) sind durch die PEG-Molekiile abgeschirmt

und es kommt zu einer verringerten Interaktion mit Blutbestandteilen wie z.B. Opsoninen, Albumin,



Immunglobulinen, Komplementfaktoren oder Fibronectin. Somit werden diese Vesikel nicht so

schnell von den Zellen des Immunsystems/MPS erkannt und zirkulieren langer im Blutkreislauf.

Liposomale Formulierungen eignen sich aufgrund ihrer Eigenschaften wie: kleiner Durchmesser,
einheitliche GréRenverteilung der Vesikel, gute Lagerstabilitdt (ausgenommen SUV), geringe Toxizitat
(Immunogenitat), gute Biokompatibilitdt und biologische Abbaubarkeit (Metabolisierung) sehr gut als
Tragersysteme fir Arzneistoffe. Ein weiterer Vorteil ist die mogliche, auch simultane Beladung mit

hydrophilen und hydrophoben Wirkstoffen.

Liposomale Tragersysteme konnen durch verschiedene Aufnahmemechanismen in Zellen
aufgenommen werden [128,129]. Eine passive Anreicherung von unveranderten, liposomalen
Vesikeln ist oftmals durch den EPR-Effekt (englisch: enhanced permeability and retention = ,erhdhte
Permeabilitat und Retention”) in Tumorgeweben zu finden, da sie bei ausreichender Zirkulation im
Blutkreislauf das ungeordnete Kapillarsystem im Tumor passieren und ins Gewebe penetrieren
konnen [130]. Bei unspezifischen Wechselwirkungen mit biologischen Membranen kann es zur
adsorptiven Endozytose, zum Lipidaustausch mit der Zellmembran oder zur Membranfusion
kommen. Welcher dieser Aufnahmemechanismen vorherrscht, hiangt vorwiegend von der Ladung,
der GréRe und der Zusammensetzung der Liposomen ab [131,132]. Die Freisetzung des Wirkstoffes
in den Zielzellen erfolgt durch enzymatischen Abbau, pH-Anderungen (in Lysosomen) oder
Temperaturanderungen.

Obwohl die groRtechnische Herstellung von Liposomen immer noch einen relativ groRen technischen
Aufwand voraussetzt, gibt es eine Reihe von Liposomenformulierungen zur parenteralen Behandlung
von Tumorerkrankungen, die bereits sehr erfolgreich auf dem Markt sind. Dazu zdhlen Caelyx®
(Doxorubicin), Myocet® (Doxorubicin), Doxil® (Doxorubicin) und DaunoXome® (Daunomycin).
AmBisome® (Amphotericin B) und Abelcet® (Amphotericin B) werden zur Behandlung von invasiven
Mykosen (Candidiasis) verwendet. Eine weitere liposomale Formulierung die parenteral angewendet
wird ist der Impfstoff Epaxal-Berna (Hepatitis A).

Weitere Anwendungsgebiete von liposomalen Formulierungen finden sich in der topischen
Anwendung (Pevaryl®-Lipogel, Hepaplus®30 Emgel, Herarin PUR/-forte, Hametum® Creme), der
medizinischen Diagnostik, der analytischen Biochemie, in der Genforschung, der Lebensmittel-

industrie und in der Kosmetik [118].

1.4. Zielgerichtete Anwendung von Liposomen
Viele Tragersysteme, u.a. Liposomen, reichern sich relativ unspezifisch im Organismus an [132]. Um

einen Vorteil auszuweisen sollten sich wirkstoffhaltige Liposomen spezifisch im Zielgewebe



anreichern und somit zu einer erhdhten therapeutischen Effizienz und einer Verringerung der
Nebenwirkungen fiihren. Liposomen, die ein passives Targeting [133], eine sterische Stabilisierung
[134,135] oder eine spezielle Lipidzusammensetzungen [136] haben, konnen bei der Behandlung von
Tumoren und Infektionsherden eingesetzt werden, da diese eine erhdohte Kapillarpermeabilitdt und
einen verringerten Abtransport der Vesikel Uber das Lymphsystem (EPR-Effekt) aufweisen. Um ein
gewebespezifisches aktives Targeting zu erhalten ist eine Oberflaichenmodifikation der Liposomen
mit meist kovalent gebundenen und zielortspezifischen Vektoren erforderlich [137]. Als Vektoren
werden hauptsachlich Proteine (Antikdrper) und Peptide verwendet, die von spezifischen
Zelloberflachenstrukturen, z.B. Rezeptoren, erkannt werden.

Damit ein aktives Targeting erfolgreich ist, missen Oberflachendeterminanten (z.B. Rezeptoren) auf
den Zielzellen der betroffenen Gewebe spezifisch exprimiert werden bzw. starker exprimiert werden
als in anderen Geweben oder Organen. Die erhéhte Expression des low density lipoprotein Rezeptors
(LDLR) am Kapillarendothel der BHS [43], unter pathologischen Bedingungen exprimierte
Adhasionsmolekile in Entziindungsarealen [138] oder tumorspezifische Antigene [139,140] sind

Beispiele dafr.

Antikérpermodifizierte Liposomen (Immunoliposomen) wie der liposomale Nanocarrier MM-398 mit
einem CTP-11 Targeting (klinische Phase II, Merrimack® Pharmaceuticals) werden bereits in
klinischen Studien zur Tumortherapie eingesetzt [141-143]. Ein Drug Trageting mit kleinen Peptiden
als Vektor wurde ebenfalls erforscht. Hierfir wurde das RGD-Peptid zur Angiogeneseinhibition [144],
das Fibrosarkom-spezifische YIGSR-Peptid [145], das den in Brustkrebszellen Gberexprimierten VIP-
Rezeptor erkennende VIP-Peptid [146], der Wachstumsfaktor-Antagonist G [147] beim kleinzelligen
Lungenkarzinom und das als Substrat fiir den LRP2 Rezeptor in zerebralen Endothelzellen

fungierende Angio-Pepl-Peptid [148], verwendet.

Da noch nicht viele detaillierte Erkenntnisse (iber die Transportsysteme an der BHS bekannt sind,
stehen nur sehr eingeschrankt vektorvermittelte Transportliposomen zur Verfiigung [149]. In Tabelle
3 sind liposomale Systeme mit zumeist kovalent gebundenen Vektoren zusammengefasst, die einen
Transport tUber die BHS ermdglichen sollen.

Die fur den vesikularen Transport am besten charakterisierten spezifischen Rezeptoren sind der
Insulin- und der Transferrin-Rezeptor. Beide Systeme fiihren zu einer rezeptorvermittelten Aufnahme
von Tragersystemen in Hirnkapillaren. Es wurden, basierend auf diesen Aufnahmemechanismen,
bereits einige Vektorformulierungen zur Therapie von ZNS Erkrankungen gefunden [149,150] (Tab.3).
Dennoch sollten weitere, spezifisch an der BHS exprimierte Rezeptoren hinsichtlich ihrer

Transportfahigkeit fir Nanocarrier erforscht werden. Ein vielversprechendes Beispiel fiir einen



vektorvermittelten Transport Uber die BHS ist der LDL Rezeptor und dessen Rezeptor-Familie, da
Uber diesen rezeptorvermittelten Transportweg bereits Arzneistoffkonjugate (ANG1005, ANG1007,
ANG1009 von Angiochem) die BHS tGberwinden konnten und somit zur Therapie von Glioblastomen
in klinischen Studien eingesetzt wurden [151]. Gerade fir liposomale Formulierungen ist dieser
Transportmechanismus geeignet, da Liposomen aufgrund ihres chemischen Aufbaus und ihrer

Struktur eine Homologie zum natiirlichen Liganden des LDLR, dem LDL, aufweisen.

Zielstruktur Vektor Transportmechanismus Literatur
Insulin-Rezeptor anti-Insulin-Rezeptor-AK rezeptorvermittelte [149,152]
Transzytose
Transferrin-Rezeptor anti-Transferrin-Rezeptor-AK rezeptorvermittelte [153-155]
(OX26) Transzytose
Transferrin [150,156-158]
Horseradish Peroxidase (HRP) [159]
anti-Transferrin-Rezeptor-AK [160]
(8D-3)
Lactoferrin-Rezeptor Lactoferrin rezeptorvermittelte [161]
Transzytose
Folat-Rezeptor Folat rezeptorvermittelte [162,163]
Transzytose
anionische Membran kationisches Albumin adsorptive Transzytose [164,165]
EGFR-Rezeptor anti-EGFR-AK rezeptorvermittelte [166]
Transzytose
Interleukin 13-Rezeptor Interleukin 13 rezeptorvermittelte [167]
Transzytose
Leptin-Rezeptor Leptin-Derivat-Peptid rezeptorvermittelte [168]
(Lep(70-89)) Transzytose
Bradykinin-Rezeptor RMP7-Peptid Offnung der Tight Junctions  [169]
Efflux Pumpen Tamoxifen Blockierung von PGP oder [158,170,171]
MDR- Protein
GLUT Glycosyl derivatisiertes CH Transport tiber lonenkanal [172]

(Glukose-Transporter)

Endothelzellen Weizenkeim Agglutinin Endozytose [170]

Tab.3: Vektorbasierte Liposomen fiir einen Arzneistofftransport iiber die BHS.



1.5. LDL Rezeptoren

Zur low density lipoprotein Rezeptor (LDLR) Gen Familie geh6ren mehrere Transmembranproteine
wie der LDL Rezeptor (LDLR) [173], das LDLR related protein (LRP1) [174], das GP 330/Megalin (LRP2)
[175], der very low density lipoprotein Rezeptor (VLDL R) [176], der Apolipoprotein E Rezeptor I
(ApoE R II) [177], das multiple EGF (epidermal growth factor)-repeat-containing Protein 7 (MEGF 7),
sowie LRP 5 und LRP 6 [178].

Strukturell bestehen die Proteine dieser Rezeptorfamilie aus vier Grunddomanen: Der extra-
zellularen, cysteinreichen Ligandenbindungsdomane (Complement Type Repeat), der epidermalen
Wachstumsfaktor-Vorlaufereinheit (Growth Faktor Repeats), die fiir die pH-abhéngige Dissoziation
von Liganden in Endosomen essentiell ist, der Transmembrandomane und der intrazellular liegenden

Domane mit NPXY-Motiv, die die Internalisation von Liganden Uber Clathrin- coated Pits reguliert.

Der LDLR wird ubiquitar auf fast allen Zellen exprimiert. Seine Hauptfunktion besteht in der Bindung
und Aufnahme von CH reichen Lipoproteinen mittels clathrinvermittelter Endozytose. Andere
Mitglieder dieser Rezeptorfamilie sind jedoch auch fir weitere zelluldre Prozesse wichtig wie z.B. die
Signallbertragung bei der Migration von Neuronen [179] oder die Kontrolle der Vitamin D3- und

Vitamin A-Homeostase [180] und nur auf ausgewdhlten Zell- oder Gewebetypen prasent.

1.5.1. LDL Rezeptor related Protein (LRP1 / LRP2)

Ein rezeptorvermittelter Arzneistofftransport liber die BHS kann durch die Rezeptoren LRP1 und LRP2
(Megalin oder Glykoprotein 330) in gleicher Weise wie beim Insulin- und Transferrin-Rezeptor
induziert werden. Diese multifunktionalen Rezeptoren (LRP1 / LRP2) sind strukturell eng miteinander

verwandt und gehoéren zu den gréRten Proteinen der LDL Rezeptorfamilie (Abbildung 5) [31].

Exprimiert wird der 600 kDa schwere LRP1 vorwiegend auf Parenchymzellen der Leber, am Herz, an
der Lunge und auf mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten und Makrophagen aber auch im Gehirn
auf Endothelzellen, Astrozyten und Neuronen des Cerebellum sowie auf Hirntumorzellen [181]. Der
LRP2 (ca. 600 kDa) ist unter anderem auf Ependymzellen und dem Plexus choroideus der
Hirnventrikel, am proximalen Tubulus und auf Nervenzellen zu finden. Die Hauptfunktion dieser
Clearance-Rezeptoren ist die Beseitigung von Chylomikronresten [182] und a2-Makroglobulin-

Proteinase-Komplexen aus dem Blut [183].

Das gemeinsame Ligandenspektrum fir beide multifunktionellen Rezeptoren umfasst eine sehr
groBe Anzahl von Liganden wie Lipoprotein-Lipase (LPL), a2-Makroglobulin (a2M) [185], Lactoferrin,

Gewebe- und Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (tPA / uPA), Plasminogenaktivator-Inhibitor (PAI-



1) und tPA / uPA : PAI-1-Komplexe [186]. Ein weiterer Ligand, das sogenannte ,Receptor Associated
Protein® (RAP), ist in der Lage, die Bindung aller anderen Liganden an LRP zu inhibieren und scheint

somit ein regulatorisches Protein der Ligandenbindung zu sein [187].
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Abb.5: Schematische Darstellung der Domanenanordnung des LRP1 und des LRP2 Rezeptors*.
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Alle Rezeptoren der LDL Gen Familie zeigen eine Homologie in der Struktur und Anordnung der Domaénen.
Diese strukturellen Ahnlichkeiten sind besonders hoch bei den Rezeptoren LRP1 (A) und LRP2 (B) ausgeprigt,
wodurch auch ein dhnliches Substratspektrum erklart werden kann.

* Modifiziert aus Nykajaer 2002 [184]. © Elsevier Ltd.

Liganden, die an LRP1 binden sind vorwiegend Proteine, die eine Kunitz-Typ-Domane enthalten wie
Aprotinin, Amyloid-B-Vorlduferprotein (APP) oder Faktor Vlla / Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor (TFPI)
und somit eine rezeptorvermittelte Endozytose auslosen. Weitere bedeutende Liganden des LRP1
sind beispielsweise Melanotransferrin (P97) [9] oder Apolipoprotein-E (ApoE). Zu den Substraten, die
LRP2 aktivieren, gehoren Apolipoprotein-J (Apol), ApoE, ApoB100, Aprotinin und very-low density-
lipoprotein (VLDL) [188].

Aufgrund der zahlreichen Liganden, die einen endozytotischen Aufnahmemechanismus an LRP1 und
LRP2 auslésen konnen und der Expression dieser beiden Rezeptoren im Gehirn, bietet sich die
Entwicklung neuer Therapeutika unter Verwendung von Substrathomologa dieser Liganden als

Vektoren fiir die Uberwindung der BHS besonders an.



1.5.2. Targeting-Strategien fiir die Uberwindung der BHS mittels LRP1 / LRP2
Im nachfolgenden Abschnitt werden beispielhaft zwei Mdglichkeiten fiir ein Trageting des LRP1 oder

des LRP2, die zu einem gezielten Wirkstofftransport tiber die BHS fiihren, vorgestellt.

Die Verwendung von Melanotransferrin als Vektor fir Wirkstoffe (melanotransferrinvermittelte
Drug-Targeting-Technologie = NeuroTrans™) fiihrt zu einer rezeptorvermittelten Transzytose Uber
den LRP1. Konjugate mit Melanotransferrin und dem Zytostatikum Adriamycin fihrten zu einer
Reduktion des Hirntumors in der Maus [189]. Des Weiteren ist Melanotransferrin ein Tumor-Marker-
Protein und wird auch in Hirnldsionen bei Morbus Alzheimer exprimiert, wodurch es auch als
potentieller Marker fir diese Erkrankung eingesetzt werden kann [190,191].

Eine weitere Targeting Strategie bilden funktionelle Kunitz-Doméadnen enthaltende Peptide, wie
Angiopeps (z.B. Angiopep-1- und Angiopep-2-Peptide), die Sequenzen spezifischer Liganden des LRP1
Rezeptors imitieren. Diese Peptide konnten als Vektoren einen aktiven und endozytotischen
Transport von Substanzen Gber die BHS vermitteln (Abbildung 6), wobei die priméare Sequenz und die

Ladung der Angiopep-Derivate eine entscheidende Rolle spielten [148].

Angiopep-Derivat @"

Abb.6: LRP1 rezeptorvermittelte Aufnahme von Angiopep-Derivaten am Kapillarendothel*.
Angiopep-Derivate werden in einem mehrstufigen, rezeptorvermittelten Prozess von der luminalen Seite der
Endothelzellen zur abluminalen Seite transportiert.

I. Interaktion mit der Zellmembran Il. LRP1 rezeptorvermittelte Endozytose lll. Internalisation und Transzytose

IV. Freisetzung

* Modifiziert aus Bertrand 2010 [192]; © John Wiley Sons, UK.



In experimentellen Untersuchungen zur Bindungsoptimierung dieser Vektor-Familie wurde ein sehr
vielversprechendes Peptid (Angiopep-2) identifiziert, das aus einer 19-Aminosaure-Sequenz besteht,
die von der Kunitz-Domane des LRP-1-Liganden Aprotinin abgeleitet wurde [193]. Durch die direkte
Konjugation der Zytostatika Paclitaxel (ANG1005) [194], Doxorubicin (ANG1007) und Etoposid
(ANG1009) [195] an Angiopep-2 konnte eine groRere Aufnahme des Wirkstoffes im Vergleich zum
unkonjugiertem Wirkstoff im Hirnparenchym und damit ein verbesserter therapeutischer Effekt bei
der Behandlung von Hirntumoren (Erhohung der Lebensdauer um 15 % bei Glioblastom) und
Hirnmetastasen (Erhdhung der Lebensdauer um 18-27 % bei Lungenkarzinom-Metastasen) in vivo

(Ratte) erzielt werden [196].



1.6. Zielsetzung

Liposomale Formulierungen sind seit der Markteinfiihrung von DaunoXome® im Jahr 1995 fir die
Therapie von Krebserkrankungen in der Klinik zugelassen, da diese lipophilen Wirkstoffsysteme
aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften einen verbesserten therapeutischen Effekt (,slow
release” Effekt) gegenliber den freien Wirkstoffen bewirken konnen. Gelingt es durch die
Verwendung von oberflichenmodifizierten liposomalen Tradgersystemen internalisierende
Rezeptoren auf Organen oder an Zielgeweben zu aktivieren, konnte der, durch eine liposomale
Depotwirkung entstandene, therapeutische Effekt noch durch einen aktiven Aufnahmemechanismus

(Endozytose) verstarkt werden.

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war die Entwicklung und Herstellung eines effektiven liposomalen
Transportsystems flr Zytostatika zur Behandlung von Hirnmetastasen durch eine verbesserte
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (Abb.7). Neben der Optimierung der Membran-eigenschaften
der Vesikel (,slow release” Effekt) sollte fiir die Verbesserung des Transportes Uber diese Barriere
auch ein aktives Targeting zur BHS genutzt werden, wodurch eine Anreicherung der Liposomen in

ausreichender Konzentration am Zielort erreicht werden sollte.
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Abb.7: Graphische Darstellung der Zielsetzung dieser Arbeit.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden oberflichenmodifizierte Liposomen entwickelt, die an einen
Vertreter der LDL Rezeptorfamilie, den LRP1, im Gehirn binden sollen, um einen endozytotischen
Transport lber die Zellbarriere zu vermitteln. Hierflr scheint der Einsatz von Peptiden wie die der
Angiopep-Familie als Ligand fiir liposomale Vesikel erfolgversprechend. Angiopeptide wurden vom
LRP spezifischen Aprotinin abgeleitet und kénnen ein rezeptorvermitteltes Targeting an der BHS

bewirken. Weiterhin kann eine erhohte Expression von LDL-Rezeptoren an den Endothelzellen der



Gehirnkapillaren, welche den Hauptbestandteil der BHS ausmachen, zu einer Endozytose der
Liposomen und damit zu einem verbesserten Transport (iber diese Schranke beitragen. Ein solches
Wirkstoffsystem konnte die Grundlage fur eine Plattformtechnologie bilden, mit der es moglich sein

sollte, eine Vielzahl von Arzneistoffen aktiv ins Gehirn zu transportieren.

Zum Erreichen des Forschungsziels der vorliegenden Arbeit wurden Liposomen hergestellt,
charakterisiert und anschlieend in in vitro und in vivo Experimenten getestet.

Einfihrend wurden die Membraneigenschaften liposomaler Tragersysteme ausfiihrlich untersucht,
die eine passive Uberwindung von zelluldren Barrieren, unter anderem der BHS, ermdglichen. Damit
sollte eine Verbesserung des Wirkstofftransports bei therapeutischen Anwendungen erreicht
werden. Zu diesem Zweck wurden tber 25 verschiedene liposomale Formulierungen hergestellt und
charakterisiert. AnschlieBend wurden mit diesen Vesikeln qualitative und quantitative

Internalisierungsuntersuchungen an einem in vitro Schrankenmodell durchgefiihrt.

Folgende Schwerpunkte wurden hierbei behandelt:
e Optimierung der Herstellung und Charakterisierung liposomaler Formulierungen hinsichtlich
ihrer physikochemischen Eigenschaften (GroRRe, Beladungskapazitdt, Langzeitstabilitdt und

Stabilitat im biologischen Milieu),

e Untersuchung und Charakterisierung der Internalisierung der unterschiedlichen, mit einem
Fluoreszenzmarker beladenen Liposomenformulierungen ohne Oberflachenmodifizierung an
einem Zellschrankenmodell hinsichtlich der Effizienz ihrer zellularen Aufnahme und ihres

transzelluldren Transportes.

In den darauf aufbauenden Studien wurden neue ligandenbesetzte Liposomen hergestellt und mit
Hinblick auf eine mogliche Anwendung zur Uberwindung der BHS charakterisiert. Hierzu wurden
oberflichenmodifizierte Liposomen (Trojan Horse Liposomen, THL) entwickelt, die Uber ein aktives
Targeting-System den Wirkstofftransport durch die BHS erhéhen und damit zu einer Verbesserung
der Therapiemdglichkeiten von Hirntumoren/-metastasen fiihren sollen. Hierflir wurden ebenfalls
qualitative und quantitative Internalisierungsuntersuchungen an einem in vitro Schrankenmodell
durchgefiihrt. Der therapeutische Effekt, die Vertraglichkeit und die pharmakologische Eignung

dieser liposomalen Wirkstoffsysteme wurde in vivo im Mausmodell fiir Hirnmetastasen untersucht.

Schwerpunkte dieser Studien waren:
e Auswahl und Optimierung einer technologischen Herstellungsmethode fiir die Bindung eines

Peptid-Liganden an ausgewahlte Liposomen fir ein aktives Targeting,



e Testung der THL in vitro zum Nachweis ihrer Bindungsfiahigkeit, der intrazelluldren
Anreicherung, der Effizienz des transzelluldaren Transportes und ihrer zytotoxischen

Wirksamkeit an verschiedenen Zelllinien (MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3),

e Therapeutische Studien der ligandenbasierten und arzneistoffbeladenen Liposomen in einem

Hirnmetastasenmodell (humanes Mammakarzinom) in der Nude-Maus,

e Pharmakokinetische Studie zur Charakterisierung der Arzneistoffverteilung im Organismus.

Mit diesen Schwerpunkten sollte ein Bogen von der technologischen Entwicklung, tber die in vitro
hin zur in vivo Testung dieses liposomalen Tragersystems gespannt werden und eine mogliche

Eignung flr die humanmedizinische Anwendung geprift werden.



Il. Material

Im folgenden Abschnitt sind alle verwendeten Materialien und deren Bezugsquellen angegeben:

Lipide

Cholesterol (CH)

Dicetylphosphat (DCP)
Dimethyldioctadecylammoniumbromid (DDAB)
1,2-Dioleyl-s,n-glycero-3-phosphoethanolamin
(DOPE)
N-Methyl-(polyethylenglycyl),p00-1,2-distearyl-
s,n-glycero-3-phosphatidylethanolamin (PEG-PE)

4-((Hydroxy(octadecyloxy)phoshinyl)oxy)-1,1-dimethyl-

piperidin-1-ium-4-yl-phosphat
(OPP oder Perfosine)
Phosphatidylcholin (PC)

Spin-Sonden
5-Doxylpalmithoylmethylester (MeFASL (10,3))

12-Doxylpalmithoylmethylester (MeFASL (2,11))

Reagenzien und Lésungsmittel
Acetonitril (Reinheit fiir HPLC)
Ameisensadure (50%)
Ammoniumcitrat
Ammoniumformiat

Ascorbinsdure

Calcein

Calcein-AM Solution
Dichlormethan (Reinheit fiir HPLC)
Dimethylsulfoxid
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT)
Essigsdure (konzentriert)

Hexan (Reinheit fiir HPLC)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

ASTA Medica (Frankfurt)
Lipoid (Heidelberg)

S. Pecar (Universitat Ljubljana,

Slovenien)

S. Pecar (Universitat Ljubljana,

Slovenien)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck (Darmstadt)



Hexansulfonsdure

Methanol (99,9%, Reinheit fir HPLC)
Mitoxantron (2mg/ml, Injektionslésung)
Natronlauge (1M)

Paraformaldehyd (4%)
Rattenschwanzkollagen R (10%)
Salzsdure (1M)

Verbrauchsmaterialien
HPLC Vials (2ml)
Mikrotiterplatten (schwarz)

Mikrotiterplatten (transparent)

Nucleopore® Polykarbonat-Filter (0.1, 0.2 und 0.4 um)

Zellkultur-Transwelleinsatze

Histochemische Fiirbereagenzien
Bisbenzimid 33258 (Hoechst 33258)
Trypanblau

MitoTracker® Orange

B-Actin

goat anti-mouse (115-165-146)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

Hexal (Holzkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Agilent (Boblingen)

Nunc GmbH (Wiesbaden)

Becton Dickinson (Meylan Cedex,
Frankreich)

Whatman (Maidstone, UK)
Millipore (Schwalbach)

Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Jackson ImmunoResearch

(West Grove, USA)

Alle fir die Dunnschichtchromatographie (HPTLC) verwendeten Losungsmittel sowie die
verwendeten Silica-Gel 60 Platten (Abmessungen: 20*10 cm; 0,25 mm Gelschichtdicke) wurden von

Merck (Darmstadt) erworben.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien und Zusatze fir Zellkulturen wurden von
Invitrogen GmbH (Darmstadt), Gibco (Darmstadt) und Biochrom (Berlin) bezogen. Das verwendete
Verbrauchsmaterial fur Zellkulturarbeiten wie Pipetten, Pipettenspitzen, Zellkulturflaschen (25 cm?,
75 cm?, 150 cm?) bzw. -platten (6 Wells, 12 Wells, 24 Wells, 96 Wells mit Fachboden oder
Rundboden) und Zentrifugenréhrchen (2ml, 10ml, 50ml) wurden von Sarstedt (Niirnberg), Eppendorf

(Hamburg), Biochrom (Berlin) und Becton Dickinson (Meylan Cedex, Frankreich) erworben.



Die Herstellung von destilliertem bzw. bidestilliertem Wasser erfolgte mit einer Millipore®-Anlage

(Millipore, Schwalbach).

Liganden und Modellkomponenten

Der Ankerligand Chol-19-mer-Peptid (1), der Fluoreszenz-markierte Ligand 5-Fluo-19-mer-Peptid (2)
und das Fluoreszenz-markierte Ankermolekil Chol-5-Fluo-Derivat (3) wurden von der Biosyntan
GmbH (Berlin) synthetisiert. Hierbei ist nach der Fmoc/But-Strategie [197] vorgegangen worden,
woflr ein Peptid-Syntheseautomat von SYRO (MultiSynTec GmbH, Witten) und eine PSSM-8 Anlage
(Shimadzu, Duisburg) verwendet wurden. Die Aufreinigung der synthetisierten Peptide erfolgte mit
einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) Anlage LC-9A (Shimadzu, Duisburg),
ausgestattet mit einer Ultrasep ES RP-18 S&ule und einen Photodiodendetektor SPD-M6A (Detektion
bei 220 nm). Die Reinheit der einzelnen Peptide lag zwischen 60 und 70 % fiir 1, zwischen 90 und 95
% fir 2 und bei 90 % fir 3. Die gereinigten Produkte wurden anschliefend lyophilisiert und bei -20 °C
gelagert. Aufgrund des geringen Reinheitsgrades von Peptid 1 ist davon auszugehen, dass sich noch
Nebenprodukte der Synthese im Lyophilisat befinden, die die Herstellung oberflaichenmodifizierten
Liposomen eventuell beeinflussen kénnten. Die chemische Zusammensetzung, die Eigenschaften und

die Verwendung der oben genannten Liganden, Ankermolekiile und Ankerliganden sind in Tabelle 4

zusammengefasst.
Nr. Bezeichnung Struktur Molekulargewicht  Reinheit Verwendung
theoretisch/real
[g/mol] [%]
1  Chol-19-mer- CHSU- 2769.3 / 2770.2 60-70 Ankerligand fur
Peptid TFFYGGSRGKRNNF in vitro und in vivo
KTEEY-Amid x TFA Versuche
2 5-Fluo-19-mer-  5-Fluo-Ahx- 2772.0/2772.7 90-95 fluoreszenzmarkierter
Peptid TFFYGGSRGKRNNF Ligand fir
KTEEY-Amid x TFA FACS-Analyse
3 Chol-5-Fluo- CHSU- 1262.6 / 1263.9 - 90 fluoreszenzmarkiertes
Derivat PEG2-PEG2-Lys (5Fluo)- 1266.1 Ankermolekdl fir PIT-
Amid x TFA Optimierung
Abkirzungen:  CHSU: Cholesterolhemisuccinat PEG: Polyethylenglycol Lys: Lysin
5-Fluo: 5-Carboxyfluorescein TFA: Trifluoroacetylsdure

Ahx: 6-Aminohexancabonsaure

Tab.4: Liganden und Modellkomponenten zur Herstellung oberflaichenmodifizierter Liposomen.
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I1l. Methoden

3.1. Liposomenprdparation

Liposomale Vesikel wurden in einem mehrstufigen Verfahren hergestellt. Die Zusammensetzung der
einzelnen Formulierungen ist in Tabelle A im Anhang zusammengefasst. Tabelle 5 zeigt die molare
Zusammensetzung von funf ausgewdhlten liposomalen Formulierungen (L1-L5), die in dieser Arbeit

genauer untersucht wurden.

Bezeichnung PC CH DCP/DDAB oPP DOPE PEG-PE
L1 70 30 10/- - - -
L2 70 30 -/10 - - -
L3 40 30 10/- - 30 ;
L4 50 30 10/- 20 20 -
L5 70 30 10/- - - 5

Abkiirzungen: PC: Phosphatidylcholin
CH: Cholesterol
DCP: Dicetylphosphat
DDAB: Dimethyldioctadecylammoniumbromid
OPP: Octadecyl-(1,1-dimethyl-4-piperdin-1-ium-4-yl)-phosphat
DOPE: 1,2-Dioleyl-s,n-glycero-3-phosphoethanolamin
PEG-PE: N-Methyl-(polyethylenglycyl),q00-1,2-distearyl-s,n-glycero-3-
phosphatidyletanolamin

DCP: negative Ladung; DDAB: positive Ladung

Tab.5: Molare Zusammensetzung der verwendeten Liposomenformulierungen [mol%].

3.1.1. Lipidfilm-Hydratation und Extrusion

Die Herstellung von multilamellaren Vesikeln (MLV) erfolgte mittels Lipidfilm-Hydratationsmethode
[131]. Hierzu wurden volumetrisch Aliquote der Stammldsungen der einzelnen Lipide (geldst in
Dichlormethan) wie in Tabelle 5 beschrieben gemischt. Durch Vakuumrotation bei 45 °C konnte das
Losungsmittel entfernt werden. AnschlieBRend erfolgte eine einstiindige Nachtrockung der so
entstandenen Lipidfilme im Hochvakuum. Zur Hydratation der homogenen Lipidfilme wurde bei 45 °C
(oberhalb der Phasenlibergangstemperatur) a) phosphatgepufferte Salzlésung (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline: PBS, ohne ca*/ Mg2+, pH 7,5), b) Calceinlésung (50 mM oder 0,05 mM,
pH 7,5) oder c) Ammoniumcitrat-Puffer (300 mM, pH 7,4) verwendet. Eine anschlieRende Extrusion
der entstandenen MLV durch zwei Polykarbonat-Filter mit 200nm und 100 nm Porendurchmessern

erzeugte unilamellare Vesikel (LUV) mit einer einheitlichen GréRenverteilung. Nicht eingeschlossene



Substanz (Fluoreszenzmarker Calcein oder Ammoniumcitrat-Puffer) wurde von den beladenen

Vesikeln durch GréRenausschlusschromatographie an einer Sephadex G50 Saule abgetrennt.

3.1.2. Mitoxantron-Beladung

Die Beladung der, wie unter 3.1.1. c) beschrieben hergestellten Liposomen mit dem zytotoxischen
Arzneistoff Mitoxantron (MTO) erfolgte mittels lonengradienten-Technik [199]. Bei diesem
Herstellungsverfahren wurden die LUV kurzzeitig im Wasserbad bei 60 °C erhitzt. Nach der Zugabe
von 1 ml Mitoxantron-Stamml&sung (2 mg/ml) zu 1 ml Liposomensuspension wurde der Ansatz kurz
gemischt und weitere 10-30 min. bei 60 °C im Wasserbad inkubiert. Um eine moglichst groRe
Verkapselungsrate zu erreichen, erfolgte anschlieBend eine 12-stiindige Inkubation bei
Raumtemperatur unter Schitteln. Nicht eingeschlossenes MTO wurde innerhalb von 8 Stunden
durch Dialyse gegen PBS von den Liposomen abgetrennt (2 ml Liposomenansatz gegen 100 ml PBS).
Hierzu ist eine Spectra/Por® Dialysemembran (Trennleistung: MWCO 6000-8000 kDa) verwendet

worden. Das Wechseln der PBS-L6sung erfolgte einmal pro Stunde.

3.1.3. Post Insertions Technologie

Alle fur dieses Verfahren benétigten Ankermolekiile sind in Tabelle 3 zusammengefasst und
charakterisiert. Mit der Post Insertions Technologie (PIT) wurde der Ligand 19-mer-Peptid 1 an der
Oberflaiche der mit Calcein oder MTO beladenen LUV verankert [200]. Um Liganden tragende
Liposomen (Lx,-LG) herzustellen, mussten die experimentellen Bedingungen der PIT optimiert
werden. Hierflir wurde der fluoreszenzmarkierte Cholesterol-Anker 3 in einer Konzentration von
2 mg/ml in destilliertem Wasser gelost. 1-5 mol% dieser Losung (bezogen auf das Gesamtlipid (TL)
der Liposomen) wurden mit in PBS hergestellten LUV gemischt und bei verschiedenen Temperaturen
(25 °C, 30 °C, 50 °C und 70 °C) und unter Schiitteln bei 700 rpm fir 15, 30, 60 und 12 h inkubiert.
Die Abtrennung von nicht gebundenen Ankermolekiilen erfolgte mittels GroRBenausschluss-
chromatographie unter Verwendung von Centri-Spin-10® Saulen. Abschlieend wurden der
Lipidgehalt dieser oberflaichenmodifizierten Vesikel mittels HPTLC und die Fluoreszenzmarker-
Konzentration (Fe, 485 nm und F.,, 517 nm) bestimmt. Die Liganden tragenden Liposomen, die in den
in vitro und in vivo Experimenten zur Anwendung kamen, wurden analog zum oben beschriebenen
Verfahren unter folgenden Bedingungen hergestellt: 2 mol% des 19-mer-Peptid 1 wurde mit
Liposomen (7-13 pumol TL) bei 28 °C Gber Nacht (ca. 12 h) inkubiert. MTO beladene LUV, die in den in
vivo Versuchen Anwendung fanden, wurden vor der Anwendung am Tier zusatzlich noch durch
Polykarbonat-Filter mit 400 nm PorengréRe gegeben, um entstandene Aggregate zu beseitigen. Die
oberflaichenmodifizierten Liposomen wurden analysiert und innerhalb von 48h im Experiment

verwendet.



3.2. Liposomencharakterisierung

Alle hergestellten Liposomenchargen wurden vor der experimentellen Verwendung in vitro bzw. in
vivo auf ihre Stabilitdt geprift. Hierflir wurden die GroRe und GréRenverteilung, die Konzentration
des Gesamtlipidgehaltes, die Beladungskonzentration und die Stabilitdt in PBS bestimmt. Die GrolRe
und GroRenverteilung sowie die Stabilitat in PBS wurden bei allen Chargen Uber einen ldangeren
Zeitraum geprift. Fir die Erstellung der Langzeitstabilitdtsprifung und der Serumfreisetzung wurden

Beispielchargen verwendet.

3.2.1. GroBBe und GréBenverteilung

Die Messung der GroRe und GroRenverteilung der hergestellten Vesikel erfolgte durch
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) mit einem N5 Submicron Particle Size Analyzer (Beckman
Coulter Electronic, Lichtenstein) bei einem Winkel von 90° durch Dreifachbestimmungen. Zur
Charakterisierung der Liposomen wurden der unimodale Durchmesser [nm] und der

Polydispersitatsindex (PI) bestimmt.

3.2.2. Konzentration des Gesamtlipidgehaltes

Die Gesamtlipidkonzentration der Liposomen ist Uber Hochleistungsdiinnschichtchromatographie
(HPTLC) wie bei Arndt beschrieben gemessen worden [134]. Die Validierung des Messbereiches der
verwendeten HPTLC-Methode [202] erfolgte mit der Software WinCATS Planar Chromatography
Manager (Version 3.15). Hierflir wurde bei jeder Messung eine Kalibriergerade von PC oder CH mit
unten stehender Gleichung erstellt, mit der die Konzentrationen der Proben ermittelt wurden.
Beispiele fiir die ermittelten Kenndaten fiir eine PC-Bestimmung sowie fiir eine CH-Bestimmung sind
in Tabelle 6 zu sehen. Die dazugehoérigen polynominalen Kalibriergeraden sind in Abbildung 8

dargestellt.

f(x) = ax?+ bx +c

Die zu untersuchenden Liposomen wurden mit Losungsmittel verdiinnt und mit dem Standardlipid
Phosphatidylcholin (PC) oder Cholesterol (CH) auf eine HPTLC Silica-Gel 60 Platte aufgetragen
(Standardmessbereich: 500-1500 pmol PC bzw. CH). Die Auftrennung des Lipidgemisches erfolgte in
einer Horizontalentwicklungskammer mit dem Laufmittelgemisch Dichlormethan : Methanol :
Wasser : Essigsaure (50:30:4:4, v/v/v/v) fir PC bzw. Dichlormethan : Hexan : Methanol (49:49:2,
v/v/v) fir CH. Die mit einem Farbereagenz (Manganchlorid : Wasser : Methanol : Schwefelsdure)
unter Hitze entwickelten Substanzspots (dunkelrote Spots) auf der Platte wurden mit einem TLC

Scanner |l (Camag, Schweiz) bei 540 nm detektiert. Die Berechnung der Lipidkonzentration [umol/ml]
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der Basislipide PC oder CH erfolgte Gber die Software WinCATS IIl (Version 3.15) mit Hilfe der
Standardkurve. Die abschlieBende Kalkulation des Gesamtlipidgehaltes [umol/ml] setzt die
berechnete Lipidkonzentration der Basislipide PC oder CH ins Verhaltnis zu den eingesetzten Lipid-
konzentrationen der Einzellipide. Diese Hochrechnung beruht auf der Annahme wie bei Zeisig
beschrieben [203], dass das molare Verhéltnis der Einzellipide wahrend der Herstellung konstant

geblieben ist. Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung angefertigt.

Kenndaten quadratisches Glied lineares Glied Absolutglied Korrelationskoeffizient

(ax’) (bx) (c) (r)

PC -0,4762*10° 2,667 -76,33 0,99974

CH -0,6499*10° 3,078 -384,5 0,99793

Tab.6: Kenndaten zur den beispielhaften polynominalen Kalibriergeraden von PC und CH.

A) PC B) CH

500.00 1000.00 1500.00 o0 om0 1000.00 180500

Abb.8: Polynominale Kalibriergeraden einer PC- und einer CH-Bestimmung.

Die Software WinCATS Planar Chromatography Manager (Version 3.15) berechnete bei jeder PC- sowie CH-
Bestimmung eine polynominale Kalibriergerade aus dem mitgefiihrten Standard (PC bzw. CH, lila Kreuze) im
Messbereich von 500-1500 pmol, aus der die Konzentrationen fiir die zu bestimmenden Proben (hellblaue
Kreuze) ermittelt wurden. In den Graphen sind beispielhaft Kalibriergeraden fiir PC (A) und fir CH (B)
dargestellt.

3.2.3. Zeta-Potential

Die Messung des Zeta-Potentials der einzelnen liposomalen Formulierungen erfolgte mit einem
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Limited, GroRbritannien). Die Vesikel wurden in Millipore-
Wasser auf eine Konzentration von 500 nmol TL/ml verdiinnt. Das Zeta Potential (mV) jeder Probe
wurde jeweils dreimal bei 21 und 37 °C gemessen. Alle Bestimmungen erfolgten in mind. 6

unabhangigen Einzelmessungen.



3.2.4. Beladung

Die Beladungskonzentration der Liposomen mit Calcein wurde durch Fluoreszenzmessung
(Fex 485 nm und Fen 538 nm) in schwarzen Mikrotiterplatten (FluoroNunc™ MaxiSorp Surface)
ermittelt. Die Bestimmung der enthaltenen Mitoxantron Konzentration in den Vesikeln erfolgte in
transparenten 96 Well-Platten (Microtest’™ 96 Plate) durch Absorptionsmessung (610 nm). Die
Validierung des Messbereiches der verwendeten photometrischen Methode erfolgte mit der
Software DINTEST (Version 2005, Universitatsklinikkum Heidelberg). Hierfir wurden die
Kalibriergeraden von Calcein und MTO nach DIN 32645 ausgewertet, mit der die Konzentrationen der
Proben oberhalb der berechneten Bestimmungsgrenze ermittelt wurden. Beispiele fir die
ermittelten Kenndaten von Calcein und MTO sind in den Tabellen 7 und 8 zusammengestellt. Die

dazugehorigen linearen Kalibriergeraden sind in Abbildung 9 dargestellt.

Die Messung beider Substanzen erfolgte im Tecan infinite M200 (TECAN GmbH, Deutschland). Die
entsprechenden Konzentrationen wurden Uber eine Standardkurve von Calcein (Standardmess-
bereich: 0,21 - 2,5 nmol/ml) bzw. MTO (Standardmessbereich: 0,78 - 100 pg/ml) berechnet. Alle

Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

Kenndaten Steigung Achsenabschnitt  Korrelationskoeffizient Anzahl der unabhangigen
(a) (b) (r) Messreihen
Calcein 22908,07904 -135,57534 0,99687 4
MTO 0,00671 0,481*10'3 0,99888 4

Tab.7: Kenndaten zu den linearen Kalibriergeraden von Calcein und MTO.

Analytische Grenzwerte Nachweisgrenze  Erfassungsgrenze  Bestimmungsgrenze

nach DIN 32645 [nmol/ml] [nmol/ml] [nmol/ml]
[ng/mi] [ng/mi] [ng/mi]
Calcein 0,180 0,359 0,535
MTO 3,723 7,447 7,342

Tab.8: Analytische Grenzwerte fiir den Messbereich der verwendeten photometrischen

Methoden zur Bestimmung von Calcein und MTO nach DIN 32645.
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Abb.9: Kalibriergeraden der Calcein- und der MTO-Bestimmung.

Die mit der Software DINTEST (Version 2005) berechneten linearen Kalibriergeraden aus dem jeweiligen
Standard ftir Calcein (A) im Messbereich von 0,21 - 2,5 nmol/ml bzw. MTO (B) im Messbereich von 0,78 - 100
pug/ml, aus denen die Konzentrationen fir die zu bestimmenden Proben ermittelt wurden, sind in den
Diagrammen dargestellt.

3.2.5. Lagerstabilitat

Die Liposomenpraparationen wurden lber verschiedene Zeitraume (120 d bzw. 194 d) bei 4 °C in PBS
gelagert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben der LUV (Beladung: Calcein und MTO)
entnommen. Die Bestimmung der Lagerstabilitat erfolgte, wie unter 3.2.1. und 3.2.4. beschrieben,
mittels PCS Messung der PartikelgroBe, durch Fluoreszenzmessung des Calceins sowie durch

Absorptionsmessung des MTO.

3.2.6. Serumstabilitat

Die Verkapselungsstabilitat von liposomalen Formulierungen in Serum wurde, wie unter 3.2.4.
beschrieben durch die Fluoreszenzmessung des freigesetzten Calceins in Doppelbestimmungen
ermittelt. Die Liposomen wurden, wie unter 3.1.1. b) beschrieben mit 50 mM Calcein hergestellt und
auf ein Gesamtlipidgehalt von 5 umol/ml eingestellt. Die Inkubation der Vesikel in PBS enthaltenem
Serum (1:1 v/v) erfolgte bei 25 °C fiir 48 h unter Rihren. In regelmaBigen Abstidnden wurden je zwei
Proben mit 100 pl aus dem System entnommen und fluorimetrisch (Fex 485 nm und Fe,, 538 nm)

vermessen. Die Berechnung der Calceinfreisetzung aus den Liposomen erfolgte nach folgender

Formel:
. Mca)cein
Freisetzung [%] = ————— = 100
MTotalcalcein
Mcaicein Anteil von freigesetztem Calcein in der Probe

Mrotalcalcein Gesamtgehalt von Calcein in den Liposomen der Probe.



Zur Bestimmung des Gesamtgehaltes an Calcein in der Probe (100 pl) wurden die Vesikel mit 10 pl

Triton zerstort und ebenfalls photometrisch vermessen.

3.3. Elektronenparamagnetische Resonanzmessung

Zur Durchfiihrung der Elektronenspinresonanzmessung (EPR-Messung) wurden die Liposomen, wie
unter 3.1.1. a) beschrieben hergestellt und mit zwei lipophilen Spin-Sonden MeFASL (10,3) und
MeFASL (2,11) in einem Verhéltnis 1:200 (Spin-Sonde zu Gesamtlipidkonzentration) markiert. Dazu
wurden die lipophilen Spin-Sonden als ethanolische Losung in ein Reagenzglas gegeben und das
Losemittel durch Verdampfung entfernt. Der entstandene Film wurden mit 100 ul
Liposomensuspension versetzt und die Mischung bei Raumtemperatur fir 15° geschittelt.
AnschlieRend erfolgte eine Uberfiihrung der Probe in eine Glaskapillare und die Messung mit einem
X-Band ERP Spektrometer Bruker EPS 300 in einem Temperaturspektrum von 25 °C bis 45 °C. Das
Spektrometer arbeitete bei einer Mikrowellenleistung von 10 mW, einer Reglungsamplitude von
0,1 mT und einer Frequenz von 100 kHz, wobei jedes Spektrum siebenmal gescannt wurde. Die
Kalkulation der empirischen Korrelationszeit T.n, [ns] erfolgte liber die oben genannten Spektren

[204]. Alle Bestimmungen wurden in drei unabhangigen Messungen durchgefihrt.

3.4. Kryogenische Transmissionselektronenmikroskopie

Zum Anfertigen einer Einzelprobenprédparation wurden Karbonfilme mit Lichtgittern benutzt. Ein
Tropfen der zu untersuchenden Liposomen wurde auf das aus Kupfer bestehende Lichtgitter gegeben
und mit einem Karbonfilm abgedeckt. Die Uberschiissige Flussigkeit der Probe ist mit Loschpapier
abgesaugt worden, so dass nur noch ein diinner Film {ber den Lochern gespannt war. Die
Einzelproben wurden umgehend mittels Einfriergerdt (Zeiss, Deutschland) in einer
stickstoffgeklihlten Ethanolphase (-183 °C) schockgefroren. Der (berschiissige Alkohol wurde, wie
oben beschrieben abgesaugt [205]. Die Aufnahmen der Proben erfolgten anschlieBend mit einem

Elektronenmikroskop LEO 912 (Zeiss, Deutschland) mit integrierter Digitalkamera.

3.5. Zellkultur

Madin-Darby Canine Kidney Zellen (MDCK, Hundenierenepithelzellen, Nr. 00062107, ECACC,
GrolRbritannien) wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit den Zusatzen L-Glutamin
(1 %), NaHCO; (7 g/L), Glucose (1 g/L) und hitzeinaktiviertes fotales Kalberserum (FBS, 10 %)
kultiviert. Maushirnendothelzellen (bEnd.3, Nr. CRL-2299, ATCC, USA) wurden ebenfalls in DMEM mit
den gleichen Zusatzen (abweichend: Glukose 4,5 g/L) kultiviert. Fiir die humanen Glioblastomzellen
(U373 MG, Nr. HTB-17, ATCC, USA) und die humanen Mamakarzinomzellen (MT-3, WONZ, Russland)

wurde Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI 1640) mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem



Kalberserum verwendet. Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in handelsiblichen

Zellkulturflaschen (25 cm?150 cm?, BD, Frankreich) im Brutschrank (37 °C und 5 % CO,).

3.6. Durchflusszytometrie

Die Expression des ,low density lipoprotein Rezeptor - related Protein“ (LRP) an der
Zellmembranoberflache der Zelllinien MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3 wurde durch
Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence activated cell sorting) quantifiziert. Die Inkubation der
Zellen erfolgte mit 50 pug/ml des fluoreszenzmarkierten Peptids 2 bei 37 °C und 4 °C. Nach jeweils
15’, 30, 45, 60’ und 24 h wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit 0,025 % Trypsin /EDTA abgelost
und 10.000 Zellen mit dem Durchflusszytometer Duallaser BD FACSCalibur (Becton Dickinson, USA)
vermessen. Die Auswertung der Messwerte erfolgte tiber die Software BD CellQuest™ (Version 5.2).
Um gemessene Zelltrimmer nicht in die Auswertung mit einzubeziehen, wurden diese Werte
(Threshold) von den Messdaten abgezogen. AnschlieBend wurden die Zellpopulationen gegliedert
und der Prozentsatz positiver Zellen fir den LRP kalkuliert. Desweiteren wurden alle Ergebnisse
normiert indem das Grundrauschen, hervorgerufen durch die Eigenfluoreszenz der Zellen und die
vereinzelten Messsignale der 4 °C Messungen abgezogen wurden. Die Darstellung der Messungen
zeigt die positiven Zellpopulationen in einem Fluoreszenzintensitats-Histogramm Plot. Alle

Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

3.7. Quantifizierung der zelluldren Aufnahme

Mit 50 mM Calcein beladene Liposomen wurden, wie unter 3.1.1. b) beschrieben hergestellt und an
den Zelllinien MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3 getestet. 3*10° Zellen wurden in einer 24 Well-
Mikrotiter Platte in 600 ul Medium ausplattiert (Abb.10).

O Liposomen

@) OOO

O
Ze”en 3% freies Calcein
= *o]®)

Abb.10: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus fiir die Quantifizierung der zelluldren

Aufnahme von liposomalen Formulierungen.



Nach einer Anheftzeit von 24 h befanden sich die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase
(70-80 % Konfluenz). Sie wurden mit PBS gewaschen und mit 600 pl Liposomensuspension
(75 nmol TL/ml in Serum freien Medium, SfM) fir 15’, 30°, 1 h, 2 h und 24 h bei 37 °C inkubiert. Die
Bestimmung der unspezifischen Bindung erfolgte durch Inkubation mit den Liposomen fiir 15’ bei 4
°C. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieRend
durch eine Inkubation mit 500 pul RIPA-Puffer fiir 20’ lysiert. Die Vermessung von jeweils 100 pl des
Lysates erfolgte, wie unter 3.2.4. beschrieben fluorimetrisch. Die zelluldre Aufnahmerate an Calcein
(nmol Calcein pro Well oder 10° Zellen) wurde tber eine Standardkurve von freiem Calcein in PBS
berechnet. Die Messergebnisse wurden um die unspezifische Calceinaufnahme korrigiert. Die
Messungen erfolgten jeweils als Doppelbestimmung, alle vier Zelllinien in vier unabhidngig

voneinander durchgefiihrten Experimenten.

3.8. Konfokale Laserscanning Mikroskopie

24 h vor Beginn des Experimentes wurden 3*10° MDCK Zellen auf mit Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglaschen in 6 Well-Platten ausplattiert. Nach dem Anheften der Zellen erfolgte eine Inkubation
mit 3 ml Liposomensuspension (75 nmol TL/ml in SfM; PBS und 0,05 mM Calcein) fiir 3 h bei 37 °C,
die wie unter 3.1.1. a) und b) beschrieben hergestellt wurden. Nach der Entnahme der Deckgldaschen
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in einen stereotaktischen Rahmen eingespannt und mit 450 pl
PBS oder Bisbenzimid 33258 (Hoechst 33258) (1/100 verdinnt in PBS) beschichtet. Zur
Vitalitatskontrolle der Zellen und zur besseren Fokussierung der Zellmembranen wurde wahrend der
Aufnahmen ein Tropfen (ca. 50 ul) Trypanblaulésung (0,5 %, w/v) direkt auf die Zellen pipettiert. Die
konfokalen Laserscanning Mikroskopie (KLSM) Untersuchungen wurden mit einem LSM 510 META
konfokalen Laserscanning Mikroskop (Zeiss, Deutschland) und einem Plan-Neofluar 100x/1.3 Ol-
Objektiv durchgefiihrt. Calcein markierte Zellen wurden mit einem 200 mW Argon-Laser (488 nm) bei
10 % Intensitat angeregt und die Fluoreszenz wurde unter Verwendung eines BP505-530
Emissionsfilter mit einem Photomultiplier Tube (PMT) detektiert. Die Anregung der DAPI markierten
Zellkerne erfolgte mit einem 15 mW Helium-Neon-Laser (543 nm) bei 10 % Intensitdt und die
Detektion der Fluoreszenz unter Verwendung eines LP560 Emissionsfilter. Die Trypanblau-Farbung
wurde mit einem 15 mW Helium-Neon-Laser (633 nm) angeregt mit einer Intensitdt von 30 %. Das
davon ausgehende Fluoreszenzlicht wurde mit einem LP650 Emissionsfilter selektiert und Gber einem
PMT detektiert. Dadurch wurden mikroskopische Aufnahmen in mehreren Lichtkanalen (Durchlicht,
GFP: griin, DAPI: blau und Cy3: rot) erhalten. Die Lochblende (Pinhole) war fiir alle Aufnahmen auf
300 um eingestellt und die Anregung der verschiedenen Fluorophore erfolgte sequenziell, um eine

mogliche Fluoreszenziiberlagerung zu unterbinden.



3.9. Fluoreszenzmikroskopie

24 h vor Beginn des Experimentes wurden 5*10° MDCK Zellen auf unbeschichteten Deckgldschen in
6 Well-Platten ausplattiert. Nach dem Anheften der Zellen erfolgte eine Inkubation mit 3 ml
Liposomensuspension (75 nmol TL/ml in SfM; PBS und 0,05mM Calcein) fiir 2 h bei 37 °C, die wie
unter 3.1.1. a) und b) beschrieben hergestellt wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Deckglaschen entnommen, mit PBS gewaschen, mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und mit
MitoTracker® Orange (Cy3 markiert die Mitochondrienfarbung) sowie Bisbenzimid 33258 (Hoechst
33258) (1/100 verdiinnt in PBS; DAPI markiert die Kernfarbung) und B-Actin (1/500 verdinnt in PBS;
Sekundarantikorper: goat anti-mouse, 1/800 in PBS; GFP markiert die Fiarbung des Zytoskeletts)
angefarbt. Die Anfertigung der mikroskopischen Aufnahmen der Zellen erfolgte in mehreren

Lichtkanalen (siehe 3.8) mit einem Fluoreszenzmikroskop Axioskop 40 (Zeiss, Deutschland).

3.10. Transzytose-Experimente

1*10° MDCK oder bEnd.3 Zellen wurden auf einen Zellkultureinsatz (Transwell) in 24 Well-
Mikrotiterplatten ausplattiert (Abb.11). Dieser enthielt eine mit Kollagen beschichtete,
semipermeable Membran (Millipore, Deutschland; 0,2 um Porendurchmesser; 0,6 cm? Filterfliche;
0,2 % Kollagenbeschichtung). Vor Beginn dieser experimentalen Reihe musste sichergestellt werden,
dass das verwendete zelluldre Schrankenmodell, bestehend aus einem dichten MDCK bzw. bEnd.3
Zell-Monolayer, den geforderten Standards entspricht [206].

Die Funktionsfahigkeit dieser zellularen Barriere wurde durch drei experimentelle Methoden

nachgewiesen.
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Abb.11: Schematische Darstellung eines dualen Filtersystems (Transwell) fiir die Durchfiihrung von

Transzytose-Experimenten.



3.10.1. Optische Priifung
Die optische Prifung der Konfluenz des Zell-Monolayers wurde mittels Lichtmikroskop (Zeiss,
Deutschland) durchgefiihrt. Nur bei vollstdndiger Konfluenz der Zellen wurden weitere Prifungen

vorgenommen.

3.10.2. Transzelluldre elektrische Widerstandsmessung

Die Widerstandsmessung (transcellular electrical resistance = TER) der Zellbarriere erfolgte jeweils
vor und nach jedem Experiment mit einem Millicell® ERS Volt-Ohm-Meter (Millipore, Deutschland)
durch die Bestimmung des vertikalen lonenstroms zwischen zwei flissigkeitsgefllten
Kompartimenten direkt im Medium (Abb.12). Alle in dieser Arbeit angegebenen TER-Werte [Q*cm?]
sind auf 1 cm? normalisiert worden, nachdem der Grundwiderstand der leeren, beschichteten
Filtermembran (-170 Q*cm?) abgezogen wurde. Ein Zell-Monolayer wurde nur dann fiir ein

Experiment verwendet, wenn einen Widerstand von mindestens 220 Q*cm? erreicht wurde.
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Abb.12: Schematische Darstellung der TER Messung in einem Transwell-Filtersystem.

Eine Epithel- oder Endothelzellschicht kultiviert auf einer semipermeablen Membran bildet einen Widerstand
zwischen zwei mit Medium gefillten Kompartimenten aus, wahrend eine Wechselspannung (V,)) an den
Elektroden angelegt wird.

3.10.3. Mannitolbehandlung

Die Behandlung eines dichten Zellmonolayers mit einer hyperosmolaren Zuckerlésung erfolgte durch
die Inkubation mit einer 1 M Mannitol Lésung in SfM fir 15’ bei 37 °C. Nach Ablauf der Zeit wurde
das Mannitol wieder von den Zellen entfernt und diese mit frischem Medium bedeckt. Eine TER-
Messung im Versuchsansatz erfolgte vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung
(Regenerationszeit). Mit einer zusatzlichen FITC-Dextran Messung, wie im ndchsten Abschnitt
(3.10.4.) beschrieben, wurde die Durchlassigkeit des Zellmodells mit und ohne Mannitoleinfluss

getestet.



3.10.4. Durchldssigkeitsmessung mit FITC-Dextran

Fir die Durchlassigkeitsmessung einer FITC-Dextran Losung (10 kDa) wurden die Zellen sowie ein
Transwell-Filter ohne Zellen mit 20 pg/ml FITC-Dextran in SfM fir 3 h bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurden jeweils 100 ul Aliquote aus dem apikalen und basalen Medium
entnommen und als Doppelbestimmung fluorimetrisch (F., 490 nm und F.,, 520 nm), wie unter 3.2.4.
beschrieben vermessen. Die Berechnung der gemessenen FITC-Dextran Konzentration (ug/ml)

erfolgte Uber eine Standardkurve der Stammldsung von freiem FITC-Dextran in PBS.

3.10.5. Quantifizierung der Transzytose-Rate

Die Quantifizierung der Transzytose-Rate von liposomal verkapseltem Calcein erfolgte in Anlehnung
an Garberg [207]. Die Zellen wurden, wie oben beschrieben (3.10.) kultiviert und die konfluenten
Zellmonolayer wurden nur dann fiir die Transzytose-Experimente verwendet, wenn die optischen
und elektrochemischen Parameter erfillt waren (nach 3-5 Tagen). Die Zellen auf der apikalen Seite
des Transwell-Systems wurden mit 400 pl Liposomen enthaltendem Medium (75 nmol TL/ml in SfM)
flir 24 h bei 37 °C inkubiert (Abb.11). Die Liposomen wurden, wie unter 3.1.1. b) beschrieben mit 50
mM Calcein hergestellt. Nach der Inkubationszeit wurden aus dem basalen Kompartiment je 100 ul
Aliquote zur fluorimetrischen Vermessung der Calceinkonzentration, wie unter 3.2.4. beschrieben
entnommen. Des Weiteren wurden die Zellen auf der apikalen Seite des Kammersystems mit PBS
gewaschen, mit RIPA-Puffer lysiert und ebenfalls im Photometer vermessen. Die Durchfiihrung aller
drei Experimente erfolgte unabhdngig voneinander und wurde jeweils als Doppelbestimmung

gemessen.

3.11. Zytotoxizitatstest

Verschiedene Zelllinien (MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3) wurden in einer Zahl von 3*10° Zellen
pro Well in 96 Well-Mikrotiterplatten ausgesat. Nach einer Anheftzeit von 24 h wurden die Zellen,
die sich in der exponentiellen Wachstumsphase befanden, mit einer seriellen Verdiinnungsreihe (10
bis 0,001 pg/ml, in SfM) der zu testenden, Mitoxantron enthaltenden Liposomen (L1yro, L4wmro, L1vro-
LG und L4yro-LG) sowie des freien Wirkstoffs und PBS enthaltenden Liposomen (L4pgs =
Negativkontrolle) fiir 4 Tage bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von jeweils 20 ul 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT-Reagenz, 5 g/ml in SfM) pro Well fiir
weitere 4 h bei 37 °C. AbschlieBend wurde der Zelliberstand abgesaugt und das entstandene, blau-
violette und wasserunlosliche Formazansalz in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost. Die Quantifizierung
des farbigen DMSO-Komplexes erfolgte photometrisch im Tecan infinite M200 Plattenreader (TECAN
GmbH, Deutschland) bei 530 nm. Zur Kalkulation der Mitoxantron Konzentration (ug/ml), die zu einer

50 %igen Wachstumsinhibition (ICsp) flihrte, wurde die Wachstumshemmung der behandelten Zellen



zum Wachstum der, unter gleichen experimentellen Bedingungen unbehandelten Kontrolle in

Korrelation gesetzt. Alle vier Experimente wurden in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

3.12. Metastasenmodelle in vivo

Alle in dieser Arbeit beschrieben Tierversuche wurden gemalR dem deutschen Tierschutzgesetz und
nach Zustimmung der Behorden von zertifiziertem Personal durchgefiihrt.

Die ausgewachsenen weiblichen NMRI:nu/nu Mé&use wurden bei Taconic Europe (Danemark)
gekauft. Die Haltung der Tiere erfolgte unter pathogenfreien Bedingungen in einzeln ventilierten
Kafigen und im standardisierten Raumklima (22 °C, 50 + 10 % relative Luftfeuchtigkeit, 12 h Hell-
Dunkel-Rhythmus). Sie erhielten autoklavierte Einstreu und Standardfutter (Ssniff, Deutschland)
sowie angesauertes Trinkwasser (pH 4,0) ad libitum.

Fir die Therapieversuche wurden humane Brustkrebszellen (MT-3) transplantiert. Jedem Tier
wurden 5*%10° Zellen intrazerebral (i.c.) sowie 5*10° Zellen subkutan (s.c.) in die linke Flanke
appliziert. Drei Tage nach Zellgabe wurden die Tiere randomisiert und zu je 10 Mausen pro Gruppe
(Kontrollgruppe 16 Tiere) zusammengefasst. Die intravenose (i.v.) Behandlung der Tiere mit einer
Dosis von 4 mg MTO/kg mit Mitoxantron enthaltenen Liposomen (L1yro, L4wmro, L1vro-LG und Ldyro-
LG), mit dem freien Wirkstoff Mitoxantron und mit isotonischer Kochsalzlésung (NaCl-Lésung)
begann am gleichen Tag (d3). Weitere Behandlungen erfolgten am Tag 7 und 10. Es wurde aus
ethnischen Griinden auf die Testung von Leerliposomen als weitere Kontrolle verzichtet, da die
Formulierungen L1pgs und L4pgs im Zytotoxizitatstest keine Toxizitdat gegenliber endothelialen Zellen
(bEnd.3), epithelialen Zellen (MDCK) sowie Tumorzellen (MT-3, U373 MG) zeigten. Wahrend des
gesamten Experimentes wurde taglich der Gesundheitsstatus der Tiere kontrolliert. Ein wichtiger
Kontrollparameter fiir die korperliche Verfassung der Mause war das Korpergewicht, das zweimal
wochentlich bestimmt wurde. Des Weiteren wurde von jedem Tier ein Blutbild am Tag 5 und 22
aufgenommen.

Die GroRenmessung des s.c. implantierten Tumors erfolgte zweimal wochentlich. Das
Tumorvolumen, das anndhernd einer ellipsoiden Form entsprechen soll, wurde nach folgender

Formel (vereinfachte Volumenberechnung fiir Ellipsoide) berechnet:

_ (Tumorlénge * (Tumorbreite)?)
B 2

Zur Berechnung des relativen Tumorvolumens (RTV) wurden die Einzelmessungen auf die erste
Messung bezogen. Am Tag 22 wurden die Tiere schmerzfrei getotet. Die Gehirne der Tiere wurden
prapariert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Von den gefrorenen Prdparaten wurden

Gefrierschnitte angefertigt, welche anschliefend in einem histochemischen Prozess mit Cresylviolett



angefarbt wurden (Farbung der Zellkerne: Blaufarbung der Tumorflache). Zur Bestimmung der
Tumorflaiche wurde von jedem Gehirn das Schnittprdparat mit dem groRten Tumordurchmesser
ausgewahlt und mikroskopisch (Zeiss Axioskop mit einer 3CCD Sony Power HAD Videokamera)
eingescannt. Mit der Software IQ Easy Measure® (Version 1.4.1) konnte die jeweilige individuelle

Hirntumorflache kalkuliert werden.

3.13. Pharmakokinetische Studien

Zur Durchfiihrung der pharmakokinetischen Studien wurde das gleiche Xenograft-Modell mit
humanen MT-3 Zellen, wie unter 3.12 beschrieben verwendet. Die Applikation von 1*10’ Zellen
erfolgte hierbei bei jedem Tier s.c. in die linke Flanke. Das Kérpergewicht und das Volumen des s.c.
Tumors der Tiere wurden zweimal wochentlich gemessen. Zwei Wochen nach der Zellapplikation
wurden die Tiere zu Gruppen mit je 3 Mausen randomisiert. Die i.v. Behandlung der Tiere mit
Mitoxantron enthaltenen Liposomen (L4yro und L4yro-LG) oder mit dem freien Wirkstoff
Mitoxantron, jeweils in einer Dosis von 5 mg MTO/kg, erfolge einmalig am gleichen Tag. Zu
definierten Zeitpunkten (5, 15, 30°, 1 h, 2 h, 4 h, und 48 h) wurde den Tieren Blut zur Plasma-
gewinnung entnommen. AnschlieBend wurden die Tiere schmerzfrei getotet. Es erfolgte die
Praparation von Tumor, Gehirn, Leber, Milz, Lunge, Herz und Nieren, die gewogen und in flissigem
Stickstoff schockgefroren wurden. Das Plasma und die Organe wurden, wie bei Johnson [208]
beschrieben aufgearbeitet (Plasma innerhalb von 24 h) und das in den Lysaten enthaltenen MTO
mittels HPLC (LC Serie 1200; Agilent, USA) mit einer NUCLEOSIL® C,g Siule (250 mm, @ 4 mm,
PartikelgroBe 5 pum; Macherey Nagel GmbH & Co.KG, Deutschland) und einem Diodenarraydetektor
(Serie 1200, Detektion bei 610 nm) gemessen. Als isokratische mobile Phase wurde ein Gemisch aus
Acetonitril : Ammoniumformiat (160 mM) und Hexansulfonsdure (25 mM) (33:67, v:v) verwendet,
das mit Ameisensdure auf einen pH-Wert von 2,7 eingestellt wurde. Die Berechnung der in den
Organen enthaltenen Mitoxantron Konzentration [mg/kg Organ] erfolgte Uber eine Standardkurve

des freien Wirkstoffes.

Die Validierung des Messbereiches der verwendeten HPLC Methode erfolgte mit der Software
DINTEST (Version 2005, Universitatsklinikum Heidelberg). Hierfir wurde die Kalibriergerade von MTO
nach DIN 32645 ausgewertet, mit der die Konzentrationen der Proben oberhalb der berechneten
Bestimmungsgrenze ermittelt wurden. Die ermittelten Kenndaten von MTO-Kalibrierung sind in den
Tabellen 9 und 10 zusammengestellt. Die dazugehdrige lineare Kalibriergerade ist in Abbildung 13
dargestellt. Zur weiteren Validierung der HPLC Methode wurde die Wiederfindungsrate
(Reproduzierbarkeit der Methode) von MTO nach der Aufarbeitung aus biologischen Proben

bestimmt.
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Tab.9: Kenndaten zur Kalibriergeraden von MTO.

Tab.10: Analytische Grenzwerte fiir den Messbereich der verwendeten HPLC Methode

zur Bestimmung von MTO nach DIN 32645.
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Abb.13: Kalibriergerade der MTO-Bestimmung nach DIN 32645.

Dargestellt ist die mit der Software DINTEST (Version 2005) berechnete lineare Kalibriergerade aus dem MTO-
Standard fir den Messbereich von 0 - 0,05 mg/ml, aus der die Konzentrationen fir die zu bestimmenden
Proben ermittelt wurden.

Die pharmakokinetische Auswertungen der Fldache unter der Konzentrations-Zeit-Kurve AUC
[mg*h*I'"], die Halbwertszeit ti» [h], das Verteilungsvolumen Vd [l], die Clearance Cl [I/h] und die
mittlere Verweildauer im Korper MRT [h] wurden mit dem Program WinNonLin (Version 1.1)
kalkuliert, wobei WinNonLin-Modelle fir i.v. Bolus-Applikationen verwendet wurden. Zur Auswahl
des passenden Kompartiment-Modells wurde ein statistisches Gltekriterium, das Akaike
Informationskriterium (AIC) herangezogen, welches fiir alle vorhandenen Datensatze nach folgender

Formel berechnet wurde:

45



N
AIC =N *1In ZWi*(éi—Ci)z +2%P

i=1

Anzahl der Messpunkte

Anzahl der Modellparameter
gemessene Konzentration
Konzentration mit Modell berechnet
Gewichtsfaktor.

So0 vz

Aufgrund der berechneten AIC Werte wurden die Daten dieser pharmakokinetischen Studie nach
einem i.v. Bolus 2-Kompartiment-Modell ausgewertet (Abb.14), das nach folgender Formel

berechnet wurde:

c(t) = C; * e 4 ¢, % (=D

C(t) Plasmaspiegel zum Zeitpunkt t
Cy Ordinatenabschnitt 1
C, Ordinatenabschnitt 2
)\1 Geschwindigkeitskonstante (vorwiegend fir Verteilungsvorgange)
Az Geschwindigkeitskonstante (vorwiegend fiir Eliminationsvorgange).
Bolus i.v. km
- 1 e

12 21

Abb.14: Darstellung eines 2-Kompartiment-Modells mit einer i.v. Bolus-Applikation zur Auswertung
pharmakokinetischer Studien.

Bei einer i.v.-Applikation gibt es keine lag-Phase, da der Arzneistoff direkt in das Blutsystem gegeben wird;
Diffusionskonstante (K, & K,4), Eliminationskonstante (K;o).



3.14. Statistik

Alle Messwerte in dieser Arbeit sind, im Fall von Mehrfachbestimmungen, als Mittelwerte mit
Standardabweichungen (S.D.) aus wenigstens 3 unabhédngig voneinander durchgefiihrten
Einzelversuchen angegeben. Die Signifikanzprifung der in vitro Versuche erfolgte Giber den Student’s
t-Test fur gepaarte Daten. Alle in vivo Daten wurden unter Verwendung des Whitney-Mann-U-Testes
auf statistische Signifikanz getestet. Als signifikant wurde ein Unterschied bezeichnet, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5 % (p < 0,05) war. Ist bei einem Datensatz eine Signifikanz
erreicht worden, gab dies den Hinweis auf einen Unterschied an. Alle Daten wurden mit der Software

STATISTICA 6 ausgewertet.
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IV. Ergebnisse und Diskussion

Zum Schutz vor schwankenden Milieubedingungen und im Blut zirkulierenden Krankheitserregern
und Toxinen sind verschiedene Bereiche des Korpers vom Kapillarsystem durch physiologische
Barrieren wie z.B. die BHS, die Blut-Liquor-Schranke oder die Plazentaschranke abgetrennt. Diese
Barrieren verhindern gleichzeitig einen effektiven und gezielten Transport von Arzneistoffen in diese
Bereiche. Daher ist die Suche nach effektiven Maoglichkeiten, erwiinschte Pharmaka in diese

»geschitzten” Bereiche zu bringen von grofRer Bedeutung.

Aufgrund der verschiedenen Moglichkeiten Substanzen oder Molekiile an Liposomen zu binden
ergeben sich fir diese Transportmittel vielseitige pharmazeutische Anwendungsmoglichkeiten.
Liposomen werden als Tragersystem flr Arzneistoffe schon seit mehr als 20 Jahren genutzt (Pevaryl®-
Lipogel, 1988), um einen verbesserten und gezielten Wirkstofftransport in bestimmte Organe oder
Gewebe zu erreichen [207] wobei sich die parenteralen Arzneiformen erst vor 16 Jahren in der
klinischen Anwendung etablierten (AmBisome®, 1991) [208]. Besonders im Bereich der
Tumortherapie fanden einzelne liposomale Formulierungen Anwendung (Caelyx®, Myocet®, Doxil®
und DaunoXome®), da diese Vesikel nicht nur passiv im Tumorgewebe akkumulieren, sondern auch
einen verbesserten Arzneistofftransport Uber zelluldre Barrieren ermdglichen kdnnen. Das Ziel ist
eine verbesserte Wirksamkeit der Arzneistoffe mit einem erhohten therapeutischen Effekt. Der
Einsatz solcher liposomaler Systeme kdnnte auch bei der Behandlung von primdren Tumoren oder
Metastasen im Gehirn zum Einsatz kommen, da die Therapie dieser zerebralen Krebsformen mit
konventionellen Therapeutika durch die sehr effektive BHS stark eingeschrankt ist [11]. Experimentell
wurden bereits einige vielversprechende liposomale Vektorformulierungen zur zielgerichteten
Therapie von ZNS Erkrankungen gefunden [149,150] (Tab.3), die auch als Tragersystem fir
Zytostatika verwendet werden konnten. Aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften und ihrer
vesikuldaren Form ist es liposomalen Tragersystemen moglich, zelluldre Barrieren durch intrazellulare
Diffusion (passiv) oder durch ein aktives Targeting, das einen endozytotischen Aufnahmeprozess
auslost (aktiv) zu Gberwinden [17], was eine starke Bindung an die Zellmembran voraussetzt. Durch
die Interaktion der Liposomen mit der luminalen Zellmembran kann es zu einer Fusion der beiden
Lipiddoppelschichten oder zu einer Bindung mit vesikuldrer Aufnahme in Endosomen kommen. Beide
Aufnahmemechanismen transportieren die Liposomen oder deren Inhalt ins Zytosol. Der
transzellulare Transport der Vesikel in Endosomen kann zur Transzytose mit anschlieBender
Freisetzung der Liposomen oder deren Inhalt an der abluminalen Zellmembran fihren.

Ausgehend von den beschriebenen Maglichkeiten fir liposomale Tragersysteme, zelluldre Barrieren
zu Uberwinden, sind die vesikuldren Eigenschaften und im Besonderen die Zusammensetzung der

Lipiddoppelschicht der entscheidende Faktor fiir die Aufnahme und Transzytose von Liposomen



durch Zellen. Um eine optimale Zusammensetzung fiir Liposomen zu entwickeln, sind umfassende
Untersuchungen von Formulierungen mit unterschiedlichen Membraneigenschaften wie veranderte
Fluiditat bzw. Rigiditat, Ladung und sterischer Stabilisierung durchgefiihrt worden [131]. Auch die
Kopplung von Liganden an die Membranoberflache von Liposomen, die eine aktive Aufnahme von
Vesikeln in Zellen fordern [43; 209], wurde ausfihrlich untersucht, um einen verbesserten

Arzneistofftransport lber zelluldre Barrieren zu erreichen.

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit bildete die Charakterisierung der liposomalen
Membraneigenschaften der verschieden aufgebauten Tragersysteme und deren Einfluss auf die
passive Uberwindung (Aufnahme und Transzytose) eines in vitro Schrankenmodells. Darauf
aufbauend wurden oberflaichenmodifizierte Liposomen (Trojan Horse Liposomen, THL) hergestellt,
die mit einem Liganden fir ein aktives Targeting ausgestattet waren. Der Einfluss dieser
Tragersysteme wurde ebenfalls in vitro (Schrankenmodell) charakterisiert. AbschlieBend wurden das
therapeutische Potential, die Vertraglichkeit und die pharmakologische Eignung dieser liposomalen

Wirkstoffsysteme in vivo an einem Hirnmetastasen-Modell untersucht.

4.1. Herstellungsverfahren liposomaler Nanocarrier

Insgesamt wurden mehr als 25 verschiedene Liposomen unterschiedlicher Zusammensetzung
hergestellt (Tabelle A, Anhang), in denen die grundlegenden Komponenten wie Basislipide, Ladung,
Helferlipide und sterische Stabilisatoren systematisch variiert wurden, um die Polaritat, die Fluiditat
bzw. Rigiditdt sowie die Hydrophilie der Doppelschichtmembranen zu modifizieren. Nachfolgend
werden funf ausgewahlte, reprdsentative Formulierungen beschrieben (Tab.5). Hierzu gehéren eine
positiv geladene Formulierung (L2), eine negativ geladene Formulierung, die das Helferlipid DOPE
enthalt (L3) und negativ geladene Liposomen, die eine Kombination der Helferlipide DOPE und OPP
enthalten (L4). Zusatzlich wurden noch eine Kontrollformulierung (L1) mit der
Standartzusammensetzung PC/CH/DCP im molaren Verhaltnis 70:30:10 und eine mit PEG-PE sterisch
stabilisierte Formulierung (L5) zur Prifung der Auswirkungen der Stabilisierung auf die Aufnahme

und Transzytose in Zellen untersucht.

4.1.1. Etablierung und Standardisierung von Herstellungs- und Beladungsverfahren fiir Liposomen

Die liposomalen Tragersysteme wurden in einem mehrstufigen Verfahren hergestellt. Die Beladung
der Vesikel hing von den physikochemischen Eigenschaften des zu verkapselnden Stoffes ab. Somit
wurden hydrophile Substanzen im wassrigen Innenraum eingeschlossen und amphiphile oder
geladene Molekiile an der Membran adsorbiert oder im Kern inkorporiert (je nach

Herstellungsmethode). Je nachdem welche Lipide zur Herstellung der Liposomen benutz wurden und



welche GroRe und Lamellenzahl die endgiltigen Vesikel aufwiesen, konnte der Grad der Beladung

variieren.

Die Gesamtlipidkonzentration, die fir PBS oder Calcein enthaltenden Formulierungen eingesetzt
wurde, lag zwischen 11 und 12 mM. Fir die Liposomen, die in den in vivo Experimenten eingesetzt
werden sollten, war es von groflter Bedeutung, dass eine ausreichende Menge an Wirkstoff
eingeschlossen werden konnte. Um eine entsprechende Verkapselungsrate mit MTO zu
gewahrleisten, musste eine Gesamtlipidkonzentration von mindestens 5 mM erreicht werden. Da die
MTO enthaltenden Formulierungen wahrend des Herstellungsprozesses vielen Verdiinnungsschritten
unterlagen waren, wurde bei den Vesikeln, die mittels PIT eine MTO Beladung erhielten, eine
Ausgangskonzentration von 22-24 mM TL eingesetzt. Die Herstellung multilamellarer Vesikel (MLV)
erfolgte durch die Lipidfiim-Hydratationsmethode, die durch anschlieBende Extrusion in LUV mit

einheitlicher GroRenverteilung Gberfihrt wurden.

Die Beladung der Vesikel mit MTO, die in vivo eingesetzt werden sollten, erfolgte mittels
lonengradienten-Technik [198]. Diese Beladungstechnologie ist ein sehr effizientes Verfahren zur
Verkapselung von schwach amphiphilen Basen [210] wie Doxorubicin [198], MTO [211], Irinotecan
[211] oder Vincristin [212]. Das Prinzip dieser Beladungsmethode beruht auf einem lonen- bzw. pH-
Gradienten, der durch einen in der wassrigen Phase enthaltenden Puffer (Ammoniumcitrat-,
Ammoniumsulfat- oder Natriumhydrogenphosphatpuffer) erzeugt wird, weil die lonenkonzentration
innerhalb der Liposomen deutlich héher ist, als die im umgebenden Medium. Beim Mischen der
pufferbeladenen Liposomen mit dem Wirkstoff kommt es zur Einschleusung in den Kern. Durch die
Protonierung des Wirkstoffes im Inneren der Liposomen &dndert sich dessen Lipophilie und ein
Austreten aus dem Kern wird somit verhindert. Aufgrund dieses Beladungsprinzips ist davon aus zu
gehen, dass sich der Wirkstoff vorwiegend im wassrigen Kern der Liposomen befindet. Diese
Begebenheit ist flir Doxorubicin ausfiihrlich von Bolotin beschrieben worden [213], der belegen
konnte, dass der Wirkstoff im Kern der Liposomen eingeschlossen wird. Da sich die lipophilen
Eigenschaften von Doxorubicin (LogP3-Wert: 1,3) und MTO (LogP3-Wert: 1,0) sehr dhneln wird
angenommen, das sich MTO bei einem ,,remote loading” Verfahren ebenso verhalt wie Doxorubicin.
Die technologischen Bedingungen fiir diese Beladungstechnik wurden mit einigen Veranderungen
von Fritze [198] Ubernommen (siehe 3.1.2.). Die so verdnderte Methode ermoglichte

Verkapselungsraten mittlerer MTO Konzentrationen von bis zu 74 %.



4.1.2. Etablierung und Optimierung der Post Insertions Technologie

Im letzten Herstellungsschritt wurde die Oberflache der Formulierungen L1 und L4 mit dem Liganden
19-mer-Peptid 1 modifiziert (Lx,-LG, Tab.4). Der Gruppe von Béliveau [62; 193; 196] ist es gelungen,
eine Reihe von Peptid-Liganden (Angiopep-Derivate) zu etablieren, die sich vom physiologischen
Aprotinin ableiten und Substrate flir den Rezeptor LRP-1 sind. Durch die Konjugation von Angiopep-2
an das Zytostatikum Paclitaxel (ANG1005) [194] konnte experimentell eine groRere Aufnahme des
Wirkstoffes im Vergleich zum freien Zytostatikum im Gehirn und damit ein verbesserter
therapeutischer Effekt erzielt werden. Ausgehend von diesen Forschungsergebnissen wurde in dieser
Arbeit eine Peptidsequenz (19-mer-Peptid 1) als Ligand flr die liposomalen Tragersysteme benutzt,
die sich speziell von Angiopep-2 dieser Peptid-Liganden Reihe ableitet. Durch die Bindung des
Liganden an LRP-1 wird eine rezeptorvermittelte Endozytose mit einem anschlieRenden vesikuldren
Transport in die Zelle induziert. LRP-1 ist ein membranstandiger Oberflaichenrezeptor und wird u.a.

an kapillaren Endothelzellen im Gehirn exprimiert [216].

Die Kopplung des Liganden an die Oberflache der Lipiddoppelschicht erfolgte Uber einen
Cholesterolanker. Dieser lipophile Anker wurde durch eine Modifizierung der Aminosduresequenz
mit dem Peptid-Liganden verknlpft. Das Ankermolekil wurde durch die Post Insertion Technologie
(PIT), wie von Gantert [199] beschrieben, in die Liposomenmembran eingebettet. Die sehr
schonende Methode der PIT wurde verwendet, um Schaden an den Liposomen oder dem Liganden
zu vermeiden. Um die besten experimentellen Bedingungen fir die Herstellung
oberflachenmodifizierter Liposomen (Lx,-LG) mit den Liganden 19-mer-Peptid 1 zu erhalten, wurden
Optimierungsexperimente mit der speziell daflir synthetisierten und fluoreszenzmarkierten
Modellsubstanz 3 (Chol-5-Fluo-Derivat) durchgefiihrt (Tab.4). Der Anteil an gebundenem Ligand an
der Oberflaiche der Liposomen wurde nach einer chromatographischen Saulenaufreinigung
photometrisch (iber Fluoreszenzmessung bestimmt. Da der Modell-Ligand 3 mit vergleichbarer
Polaritat und MolekulargroBe wie das 19-mer-Peptid 1 synthetisiert wurde, ist davon auszugehen,
dass sich das Ankermolekil 3 beim Einbau in die Membran genauso verhalt wie das Peptid 1. Es
wurden verschieden Molmassenverhaltnisse des Cholesterol-Ankers zum TL der Liposomen
(1-5 mol%), Inkubationstemperaturen (25 °C, 30 °C, 50 °C, 70 °C) und Inkubationszeiten (15‘, 30, 60°,
12 h) getestet. Eine optimale Beladung der Oberflache wird durch die Verwendung von 2 mol% des
Peptids erreicht, da eine héhere Konzentration des Liganden (3 oder 5 mol%) zu keiner héheren
Bindung der Membran fihrte (Abb.15). Die Auswahl der idealen Inkubationstemperatur war sehr
aufwandig, da sich die Bindungsmenge des Liganden an die Membran mit ansteigender Temperatur
zwar erhohte (Abb.15), die Liposomen bei diesen Bedingungen aber stark beschadigt wurden. Daher

wurde die Temperatur von 70 °C, bei der die héchste Ligandenbindung gemessen wurde, fir die PIT



des Liganden 1 nicht ausgewahlt, sondern eine Inkubationstemperatur von 28 °C mit einer langen
Inkubationszeit von 12 h zum Ausgleich des Temperaturverlustes verwendet. Mit dieser Inkubations-
temperatur und Inkubationszeit konnte eine gute Ligandenbindung mit 17 mmol Ankerligand 3 / mol
Gesamtlipidgehalt an die Liposomenoberflache erreicht werden. Das entspricht einer Kopplungsrate
von 84 % der Konzentration des Ausgangsliganden (2 mol%). Die optimalen Bedingungen, die diese

Experimente ergaben, wurden auf die PIT mit dem 19-mer-Peptid 1 Gbertragen.
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Abb.15: Einfluss der eingesetzten Ligandenkonzentration und der Inkubationstemperatur auf die Bindungs-
effizienz an der Oberflache von Liposomen.

Liposomale Formulierungen wurden mit 1-5 mol% des fluoreszenzmarkierten Ankerliganden 3 bei 25 °C, 30 °C,
50 °C und 70 °C fir 30 inkubiert. Die Fluoreszenz der Liposomen wurde bei Fe, 485 nm und Fe,, 517 nm
gemessen. Im Diagramm sind die MW + S.D. der Fluoreszenzeinheiten (FU) von zwei unabhangigen

Experimenten, die jeweils in einer Dreifachbestimmung angefertigt wurden, dargestellt.

4.2. Liposomencharakterisierung

Die Liposomen wurden hinsichtlich ihrer physikochemischen Eigenschaften wie Grofde,
GroRenverteilung, Gesamtlipidgehalt, Verkapselungskapazitdt des Fluoreszenzmarkers Calcein bzw.
des Zytostatikums MTO sowie der Stabilitdt in PBS und in Serum charakterisiert. Alle hergestellten
Liposomenchargen wurden vor der experimentellen Verwendung in vitro bzw. in vivo auf ihre
Stabilitat geprift. Es wurden nur Chargen verwendet, die eine stabile GrofRe und GréRenverteilung
sowie Stabilitat in PBS aufwiesen. Der komplette Datensatz mit der Lipidzusammensetzung (Tab.A)
und den physikochemischen Eigenschaften (Tab.B) aller liposomalen Praparationen (25) ist im
Anhang zu finden. Die nachfolgend beschriebenen Ergebnisse beziehen sich auf die finf ausgewahlte

Formulierungen L1-L5 (Tab.5).



4.2.1. Priifung der GroBe, der GroBenverteilung, des Gesamtlipidgehaltes, des Zeta-Potentials und
der Beladung

Die GroRe von liposomalen Tragersystemen spielt bei der in vivo Anwendung eine bedeutende Rolle,
da eine moglichst lange Zirkulationszeit des Wirkstofftrégers erreicht werden soll. Eine verminderte
Elimination der Liposomen durch das monozytdre, phagozytierende System kann nur erreicht
werden, wenn die Formulierungen eine GréRe von 200 nm nicht Gberschreiten oder mit PEG-Ketten
abgeschirmt sind [128]. Eine einheitliche GroRenverteilung der Vesikel ist fiir die Reproduzierbarkeit
der Formulierungen und somit zur Kontrolle der angewandten Herstellungstechniken sowie zur
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit der Experimente entscheidend.

Bei der Herstellung der unterschiedlichen Formulierungen mittels Lipidfilm-Hydratations Technik
entstanden erwartungsgemaB MLV mit einer sehr heterogenen GrofRenverteilung. AnschlieRend
konnten mittels Extrusion durch Polycarbonatfilter definierter PorengrofRe unilamellare Vesikel mit
monodisperser GroRenverteilung erzeugt werden. LUV, die durch anschlielende PIT mit einem
Liganden modifiziert wurden, neigten zu einer Aggregatbildung, die sich in einer sehr heterogenen
GroRenverteilung wiederspiegelte. Aus diesem Grund wurden diese Formulierungen (LX-LG)
zusatzlich noch durch einen Polykarbonat-Filter mit 400 nm PorengréRe gegeben, wodurch sich die
Zahl der Aggregate deutlich verringern lieR und die Liposomen wieder eine homogene
GroRenverteilung zeigten. Durch Photonenkorrelationsspektoskopie wurden der unimodale
Durchmesser und der Polydispersitdtsindex (Pl), welcher ein MaR fiir die GréRenverteilung einer
Population ist bestimmt. Die Durchmesser der Liposomen lagen zwischen 100 nm und 180 nm
(Tab.11). Bei allen Formulierungen konnte ein Pl zwischen 0,13 und 0,27 bestimmt werden, was

erfahrungsgemal eine unimodale, monodisperse GrofRenverteilung der Vesikel beschreibt.

Die Gesamtlipidkonzentration der einzelnen Liposomen wurde jeweils Gber die Basislipide PC oder
CH mit einer validierten HPTLC Methode mit externer Kalibrierung und anschlieRender Kalkulation
des Gehaltes aller enthaltenen Lipide, auf der Basis der initialen molaren Zusammensetzung und
unter der Annahme, dass diese Zusammensetzung konstant bleibt, bestimmt [201]. Der Anteil an TL

lag in den untersuchten Formulierungen zwischen 5,0 und 13,0 pumol/ml (Tab.11).

Das Zeta-Potential (elektrokinetische Potential) ist die flr die elektrostatische Stabilisierung disperser
Systeme (z.B. Liposomensuspensionen) entscheidende GroRe [217]. Es ist das Volta-Potential, das an
der Grenzfliche zwischen der mit dem Vesikel wandernden und der ruhenden duferen Phase
herrscht. Je hoher das Zeta Potential ist, desto stabiler ist eine Dispersion in wassriger Lésung. Des
Weiteren gibt es Auskunft Gber die Ladung der einzelnen Formulierungen, die durch die Helferlipide

DCP (negative Ladung) und DDAB (positive Ladung) bestimmt wird (Tab.5). Wie Tabelle 11 zeigt, hat



die Formulierung Llcyein Mit -60,4 V ein sehr hohes elektrokinetisches Potential, was darauf

schlieBen lasst, dass diese Liposomen eine spannungsfreie Membran haben und daher lagerstabil

sind. Die Formulierungen L3caicein UNd Ldcacein, die beide das Helferlipid DOPE enthalten, zeigen mit

rund -45 V fast gleichgroRe Zeta-Potentiale und weisen damit eine geringere Lagerstabilitdt als

L1cacein auf. Die Liposomen L2¢,ein Sind durch das Helferlipid DDAB positiv geladen und zeigen mit

einem Zeta-Potential von +21,2 V nur eine malige elektrostatische Stabilitdt. Da Liposomen mit

positiver Ladung sehr schnell mit negativen Plasmaproteinen (z.B. Albumin) oder mit negativ

geladenen Zellwdnden aggregieren, was zu einer Verringerung der Plasmahalbwertszeit und

eventuell zu einer unspezifischen Anreicherung in Geweben oder Organen (Leben, Milz) flhrt,

werden vorwiegend negativ oder neutral geladene Liposomen verwendet. Um diese Aussagen

vergleichend zu untersuchen, wurde eine positiv geladene Formulierung (L2¢,icein) Mitgefiihrt.

Nr. Gesamtlipid GroRRe PI Zeta-Potential Beladungskonzentration
MW = S.D. MW +S.D. MW =+ S.D. MW + S.D. Calcein Mitoxantron
[umol/ml] [nm] V] [mmol/mol TL] [ug/ml]
L1caicein 10,5+ 1,0 128+ 6 0,17 +0,11 -60,4 £ 1,2 98,4 +5,1 =
L1caicein-LG 13,0+ 0,5 139+ 2 0,27 + 0,03 = 66,4 +1,8 =
L1yvro 7,6 +1,3 109 + 2 0,21 + 0,03 = = 712,1 +42,7
L1yro-LG 50+0,5 111 +1 0,16 + 0,07 = = 551,4 + 18,1
L2 atcein 7,0+0,2 181+1 0,25 + 0,06 +21,2+ 1,3 63,4 + 0,9 —
L3caicein 8,6+0,3 142 +1 0,16 + 0,02 -46,9+ 1,9 56,2+0,1 =
L4caicein 12,4+ 0,6 125+ 2 0,22 + 0,09 -43,6 +1,9 82,6 +2,3 =
L4caicein-LG 11,2 +0,0 122 +4 0,22 £ 0,02 = 73,7 £ 2,6 =
L4yro 8,4+1,2 103 +1 0,13 £ 0,05 = = 739,1 + 56,9
L4yro-LG 56+0,1 103 +0 0,14 + 0,03 = = 602,9 + 65,1
L5caicein 9,2+0,3 101+1 0,18 + 0,05 -16,0 £ 0,3 42,3+1,0 =

Abkiirzungen:

Tab.11:

Zusammenfassung der

Formulierungen.

MW: Mittelwert

S.D.: Standardabweichung

Pl: Polydispersitatsindex

physikochemischen Eigenschaften der verwendeten

liposomalen



Die Quantifizierung zellularer Aufnahme- und Transportprozesse erfolgte indirekt (iber einen nicht
zytotoxischen, gut wasserl6slichen Fluoreszenzfarbstoff, der in die Liposomen verkapselt und
photometrisch bestimmt wurde. Die Verwendung des Fluorescein-Derivates Calcein (Abb.16) erlaubt
aufgrund von fluoreszenzléschenden Eigenschaften (Self-Quenching) einen sehr sensitiven
qguantitativen Nachweis von zelluldar aufgenommenen bzw. durch die Zellbarriere hindurch
transportierten Liposomen. Des Weiteren ist die Stabilitdtsbestimmung von Liposomen sowohl
wahrend der Lagerung als auch im Serum leicht durchzufiihren. Eine Fluoreszenzléschung von mehr
als 95 % wird bei Fluorescein-Derivaten ab einer Konzentration oberhalb von 100 mM beobachtet.
Hierbei kommt es zur Abnahme der Fluoreszenzintensitit eines Fluorophores ohne dass der
Fluorophor dabei zerstort wird. Calcein ist daher fiir diese Versuche (Differenzierung zwischen
eingeschlossenem und nicht eingeschlossenem Marker) durch seine selbstléschende Fluoreszenz in
hohen Konzentrationen hervorragend geeignet und wurde deshalb als hydrophiler Marker
eingesetzt. Die Beladungskonzentration der Liposomen mit dem hydrophilen Fluoreszenzmarker
Calcein wurde Uber Fluoreszenzmessung ermittelt. Der Gehalt, der in den einzelnen Formulierungen
verkapselt wurde, ist in Tabelle 11 zusammengefasst. Die erreichte Beladungskonzentration der

Liposomen lag zwischen 42 und 98 mmol/mol TL eingeschlossenem Calcein.
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Abb.16: Strukturformel des Fluorescein-Derivates Calcein.

MTO (Abb.17) wurde fiir den Therapieversuch sowie fiir die PK-Studie verwendet, da dieser Wirkstoff
auch klinisch bei der Behandlung von Brustkrebs bzw. Brustkrebsmetastasen eingesetzt wird und das
verwendete MT-3 Modell sehr gut auf MTO ansprach. Die Verkapselung des Zytostatikums MTO
erfolgte mit der lonengradienten-Technik in ausgewahlte Formulierungen fir die in vivo Versuche.
Diese Beladungstechnik ist, wie oben bereits ausfiihrlich beschrieben, besonders fiir schwache Basen
und Sauren geeignet und ermdglicht bei der Verwendung von MTO Verkapselungsraten von mehr als
98 % [214]. Die photometrisch ermittelten MTO Konzentrationen (Tab.11), die nach dem

Herstellungsverfahren von Fritze erreicht wurden, lagen mit 551 und 739 pg/ml eingeschlossenem



MTO zwischen 55 und 74 %. Diese Beladungskonzentrationen der Liposomen waren aber fir die in
vivo Anwendung gut geeignet, da die Tiere mit einer Konzentration von 4 mg/kg und einer maximal

i.v. zu applizierenden Menge von 200 pl je 20 g Kérpergewicht behandelt werden sollten [215].

Abb.17: Strukturformel des Topoisomerase ll-Hemmers Mitoxantron.

Zusammenfassend ist zur Liposomencharakterisierung zu sagen, dass kein Zusammenhang zwischen
der Liposomenzusammensetzung, dem Gesamtlipidgehalt, der Verkapslungskapazitdt und der GréRe
der Liposomen festgestellt werden konnte. Lediglich die Ladung der Vesikel wirkte sich auf die GréRe,

jedoch nicht auf die Verkapselungsrate aus.

4.2.2. Priifung der Lagerstabilitdt und der Stabilitdt im Serum
Fiir die Erstellung der Langzeitstabilitatspriifung und der Serumfreisetzung wurden Beispielchargen

von Calcein und MTO beladenen Liposomen verwendet.

Zur Bestimmung der Lagerstabilitat der Liposomen in PBS bei 4 °C, die sowohl Calcein als auch MTO
verkapselt hatten, wurde die GroBenanderung (unimodaler Durchmesser und GréRenverteilung) der
Vesikel Uber die Zeit bestimmt. Die PCS Messungen ergaben fir die meisten Liposomen eine gute
Lagerstabilitat Gber den angegebenen Zeitraum. Die GréRenveranderung wurde durch die Steigung

der Ausgleichsgeraden (GroRenveranderungskoeffizient) im Diagramm des unimodalen



Durchmessers gegen die Zeit sowie die GréRenzunahme in % fur die jeweiligen Formulierung
charakterisiert und ist in den Tabellen 12 und 13 dargestellt. Die graphische Darstellung der
LiposomengrofRen in nm Uber die Zeit (120 Tage bzw. 194 Tage; Abb.18, links) zeigt, dass
Formulierungen mit einem hohen PC Anteil (L1cacein, L2caicein), Vesikel die OPP enthalten (L4cacein)
sowie die mit PEG stabilisierten Liposomen (L5cacein) kaum einer GroRenverdnderung unterliegen,
was sich in einem geringen Anstieg von < 0,04 widerspiegelt, d.h. einem Zuwachs des Durchmessers
von rund 4 % im untersuchten Zeitraum entspricht. Die Formulierung L3c,icein, Mit dem geringsten PC
Anteil, neigt dagegen zu einer Zunahme der GréRe von bis zu 30 %, was an der Bildung von
Aggregaten liegen konnte und damit eine Instabilitat der Vesikel wahrend der Lagerung aufzeigt. Die
Erhohung der VesikelgroBe von L3cueein Wurde zusadtzlich von einer Verschlechterung der
GroBenverteilung um mehr als 100 % Uber diese Zeit begleitet. PC ist als Basislipid ein wichtiger
Bestandteil bei der Ausbildung von Liposomen. Somit kann es bei einem geringen PC Anteil in der
Lipidmembran zu Strukturveranderungen kommen, die eine Bildung von Agglomeraten fordern. Auch

der erhohte DOPE Anteil in dieser Formulierung tragt nicht zur Stabilisation der Membran bei.

Bezeichnung I-:I-Calz:tain I-2Calcein I-3Calcein I-"‘Calcein I-51.‘.alcein
GroBenzunahme [%)] 2 4 27 1 3
Anstiegskoeffizient 0,0138 0,0323 0,2821 0,0033 0,0358

Tab.12: Lagerstabilitdat von Calcein-enthaltenden Liposomen.

Die GroRenverdanderung von Calcein-enthaltenden Liposomen wahrend der Lagerung in PBS bei 4 °C wurde
Uber 120 d gemessen.

Bezeichnung Llyvro L1yro-LG L4yro L4yro-LG
GroRenzunahme [%] 4 11 3 1
Anstiegskoeffizient 0,0158 0,0394 0,0176 0,0047

Tab.13: Lagerstabilitit von MTO-enthaltenden Liposomen.

Die GroRenverdanderung von MTO-enthaltenden Liposomen wdhrend der Lagerung
in PBS bei 4 °C wurde (ber 194 d gemessen.

Weiterhin kann aufgrund des geringen GroRenzuwachses bei der Langzeitlagerung der Vesikel
L1yi10-LG und L4y10-LG von rund 200 Tagen davon ausgegangen werden, dass eine Modifizierung der
Oberflache mit einem Angiopep-Liganden die Stabilitdt der Liposomen nicht beeinflusst (Abb.18,

rechts).
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Abb.18: Lagerstabilitat der Liposomenpraparationen iiber die Zeit wahrend der Lagerung in PBS bei 4 °C.

Im linken Diagramm sind die Liposomen dargestellt, die Calcein verkapselt haben. Die MTO enthaltenden
Vesikel ohne und mit Oberflachenmodifizierung, die auch in den in vivo Versuchen eingesetzt wurden, sind in
der rechten Abbildung gezeigt. Dargestellt ist der MW der Partikelgrofen + S.D. fiir drei unabhangig
voneinander durchgefiihrte Einzelmessungen.

Ein weiteres Kriterium flr die Anwendbarkeit von liposomalen Tragersystemen ist die Stabilitat und
Substanzfreisetzung wahrend der Lagerung, was fir eine spatere klinische Anwendung von groRRer
Bedeutung ist. Zur Priifung der Langzeitstabilitdt wurden die verschiedenen Formulierungen in PBS
bei 4 °C gelagert und in regelmaligen Abstdnden Proben entnommen. Die freigesetzte Menge an
Calcein aus den Liposomen wurde Uber Fluoreszenzmessung bestimmt. Die Experimente zur
Lagerstabilitat zeigten keinen oder nur einen geringen Austritt (6-21 %) von Calcein aus den Vesikeln.

In Abbildung 19 ist die prozentuale Freisetzung von Calcein aus den Liposomen zu sehen.

Alle Formulierungen zeigten eine herstellungsbedingte Anfangskonzentration an freiem Calcein von
17 bis 26 %. Dieser relativ hohe Austritt des Calceins ist durch das entstandene Konzentrations-
gleichgewicht, das sich nach der Abtrennung des freien Calceins nach der Saulenaufreinigung
einstellt, zu erklaren. Diese initiale Freisetzung des Calceins lasst aber keine Riickschlisse auf die
Stabilitat der jeweiligen Formulierung zu. Bei den Liposomen L3¢ icein, LAcalcein UNd L5¢aicein kommt es zu
keinem weiteren Calceinaustritt wahrend des gesamten Messzeitraums, was eine hohe
Lagerstabilitdt anzeigt. Dagegen zeigt die Formulierung L1c,cin €ine Zunahme des Markers im Puffer
von rund 10 %. Auch bei den positiv geladenen Vesikeln L2¢;cein kommt es mit 23 % zu einem
verstarkten Austritt des Calceins. Da diese Vesikel jedoch liber den Zeitraum von 120 Tagen keine
GroéRenadnderung zeigten, scheint die Membran der Formulierung nicht zur Agglomeration oder zum
Zerfall zu neigen, sondern bildet moglicherweise wahrend der Lagerung kleine Poren, durch die der

Marker entweichen kann.
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Abb.19: Freisetzung des Fluoreszenzmarkers Calcein iiber die Zeit wihrend der Lagerung in PBS bei 4 °C.

Die Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen und die Calceinkonzentrationen der
einzelnen Formulierungen photometrisch, wie in 3.2.4. beschrieben bestimmt. Im Diagramm ist die
Substanzmenge in % dargestellt, die aus den Liposomen ausgetreten ist.

Liposomale Formulierungen sollten, wenn sie fiir in vivo Versuche verwendet werden, nicht nur eine
ausreichende Lagerstabilitdit haben, sondern auch in serumhaltigem Milieu ein bestimmtes
Freisetzungsverhalten aufweisen. Aus diesen Freisetzungsexperimenten kdnnen Aussagen (iber die
Wirkstofffreisetzung von Liposomen im Blutkreislauf nach i.v. Applikation abgeleitet werden. In der
klinischen Anwendung ist eine gleichmaRige Freisetzung des Wirkstoffes liber die Zeit, also eine
sogenannte Depotwirkung (,slow release” Effekt) erwiinscht. Kommt es zu einer sehr schnellen
Freisetzung des Arzneistoffes, treten Peak-Blutplasmaspiegel auf, die zu unerwiinschten
Nebenwirkungen fliihren kénnen. Aber auch der gegenteilige Effekt, eine zu geringe oder keine
Freisetzung von Wirkstoffen, fihrt zu einer Unterdosierung am Wirkungsort und damit zu einem
verminderten therapeutischen Effekt.

Bei der Verwendung eines Targeting-Systems sollen die Vesikel nicht nur spezifisch am Zielort
angereichert werden, sondern den enthaltenen Wirkstoff auch freisetzen. Da die Freisetzung aber
nicht so genau gesteuert werden kann, dass sie erst nach der spezifischen Anreicherung durch das
Targeting am Tumor ausgeldst wird, muss ein Kompromiss fiir die Wirkstofffreisetzung gefunden
werden. Aufgrund der allgemein relativ geringen Zirkulation von Liposomen in Blutkreislauf ist ein
»slow release” Effekt, im Gegensatz zu den beiden anderen Moglichkeiten (schnelle Freisetzung,
keine Freisetzung), der glinstigste Freisetzungsverlauf, da es hierdurch am Wirkungsort auch noch zu
einer verlangerten Konzentrationsanreicherung kommen koénnte. Somit ist die Freisetzung im Serum

ein wichtiges Kriterium fiir die Anwendbarkeit von Liposomen.



Freisetzung [%]

Zur Testung der Serumstabilitdit der Liposomen wurde ein Fluoreszenzmarker in die Vesikel
eingeschlossen. Das Fluorescein-Derivat Calcein ermoglicht durch seine selbstléschenden
Eigenschaften eine sehr gute Differenzierung zwischen eingeschlossener und freigesetzter Substanz.
Die mit Calcein erhaltenen Ergebnisse kdnnen allerdings nicht direkt auf das Freisetzungsverhalten
von MTO aus den Liposomen (ibertragen werden, da sich beide Substanzen in ihrer Lipophilie, ihrer
GréBe und ihrem sterischem Aufbau unterscheiden. Dennoch koénnen auch Aussagen zur
Membranstabilitat der mit Wirkstoff beladenen Vesikel L1yro und L4y gemacht werden, da beide
Substanzen in der wassrigen Phase der Liposomen enthalten sind und bei Instabilitdit oder
Beschadigung der Lipiddoppelschicht freigesetzt werden. So wurden die Formulierungen
L1caicein - L5caicein TUr 48 h bei 25 °C im serumhaltigen Puffer (1:1, v/v) unter Rihren inkubiert und das
freigesetzte Calcein zu definierten Zeitpunkten gemessen. Die Freisetzung des Markers erfolgte in
mehreren Phasen. In der ersten Phase, der s.g. Bolusphase, wird unmittelbar nach der Zugabe ein

Teil des eingeschlossenen Calceins bei allen Formulierungen schnell freigesetzt (Abb.20).
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Abb.20: Stabilitdt von Calcein-enthaltenden Liposomen wiahrend 48-stiindiger Inkubation in serumhaltigem
Puffer bei 25 °C.

Die Liposomen wurden mit Calcein in einer selbstléschenden Konzentration von 50 mM verkapselt. Kommt es
serumbedingt zum Austritt des Calceins aus den Vesikeln, wird die Selbstldschung durch die Verdiinnung im
Serum aufgehoben und es ist ein Fluoreszenzsignal messbar. In der linken Abbildung ist die Freisetzung von
Calcein aus den Liposomen L1cycein-L5caicein dargestellt. Zur Verdeutlichung des Freisetzungsprozesses wurden
beispielhaft die Raten fiir die Zeitpunkte 2 h und 48 h als Balkendiagramm (rechts) abgebildet. Alle Werte
geben den MW + S.D. flir zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen wieder.

Nach achtstlindiger Inkubation der Liposomen wurde, in der sich anschlieBenden zweiten Phase
(Plateauphase), nur noch eine geringe Freisetzung (L2cacein UNd Lécaein) bzw. keine weitere
Freisetzung (L1cacein, L3caicein UNd LS5cacein) des Markers gemessen. Diese Plateauphase halt fiir die
Formulierungen L1cacein, L3calcein UNd L5¢aicein Uber die gesamte Versuchsdauer von 48 h an, was darauf

schlieBen lasst, dass diese Vesikel sehr stabil sind und es keine Verdanderungen oder Beschadigungen



an der Membran (z.B. Porenbildung) gibt. Im Gegensatz dazu kam es bei den Formulierungen L2¢;cein
und Llcueein zU einer gleichmaRigen Freisetzung des Calceins Uber die Zeit. Nach 48 h waren
69,5 + 4,5 % des verkapselten Calceins aus den Liposomen L2¢ucein Und 77,4 + 6,7 % aus Llcaicein
freigesetzt (Abb.20). Somit zeigten die Formulierungen L2cuein UNd Ldcyeein €ine dem oben
beschriebenen Kompromiss entsprechende Serumstabilitdt fir die vorgesehene therapeutische
Anwendung. Die Formulierungen Llcicein, L3cacein Und L5cacein Wiesen dagegen eine zu stabile
Membran auf, wodurch eine Freisetzung des Markers bzw. des Wirkstoffes in den spateren in vivo

Versuchen moglicherweise verzégert wird.

Vergleicht man die Freisetzungsraten der einzelnen Formulierungen miteinander, kann keine
Korrelation zwischen dem Austritt von Calcein in PBS und im Serum festgestellt werden. Die
unterschiedlichen Freisetzungsraten beruhten auf der Zusammensetzung der Liposomen, wobei
vorwiegend die Ladung (DDAB und DCP) und der Anteil der Helferlipiden (DOPE, OPP und PEG) eine
wichtige Rolle spielte. Zum Beispiel kdnnten die positiv geladene Formulierung L2c,icein im Serum mit
Plasmaproteinen interagieren, was zu einer Beschddigung der Membran (Porenbildung) oder zu
Agglomeraten fiihren kénnte, denn in PBS waren diese Vesikel iber einen ausreichenden Zeitraum
stabil und zeigten keine Membranveranderungen. Diese Wechselwirkungen wiirden dann zu einer
gleichmaligen Freisetzung des Markers im Serum fiihern. Bei den negativ geladenen Liposomen
L4cacein ist von einem anderen Freisetzungsmechanismus ausgegangen worden. Diese Formulierung
enthielt eine Kombination der Helferlipide DOPE und OPP, die die Membranorganisation stérten und
bei hoheren Temperaturen (25 °C) zu einem Anstieg der Membranfluiditat fihrten [218] (siehe 4.3.).
Das wiederum bewirkte, aufgrund der ungeordneten Struktur der Lipide, eine Durchlassigkeit der
Membran, was zu einer gleichméaBigen Freisetzung des Calceins (iber die Zeit fiihren kdnnte. Auch
diese Formulierung war in PBS bei 4 °C stabil. Eine Beschichtung der Liposomen mit PEG hatte keinen

Einfluss auf die Freisetzung weder in PBS noch in Serum.

4.3. Strukturanalyse von Liposomen mittels elektronenparamagnetischer Resonanz-
messung

Die strukturellen Eigenschaften der Doppellipidmembranen der Liposomen konnten durch EPR
Messungen charakterisiert werden. Hierzu wurden die unterschiedlichen Membranenbereiche mit
den Spin-Sonden MeFASL (10,3) und MeFASL (2,11) markiert, welche Doxylderivate des
Palmeylsduremethylesters sind und eine Nitrogruppe am Kohlenstoffatom 5 und 13 der
Alkylphospholipidkette (gezadhlt von der Methylgruppe) haben. Die so vorbereiteten Proben wurden
mit einem X-Band ERP Spektrometer vermessen und EPR Spektren fir jede Probe aufgezeichnet

(Abb.21 A und B). Aus diesen Spektren konnte die empirische Korrelationszeit Tey, fiir die Spin-



Sonden MeFASL (10,3) und MeFASL (2,11) in den Formulierungen kalkuliert werden (Abb.21 C und
D). Die empirische Korrelationszeit (Temp) vermittelt Informationen tber die Mikroviskositat des die
Spin-Sonden umgebenden Mediums (Lipide) und verlauft indirekt proportional zur durchschnittlichen
Membranfluiditdt, d.h. mit fallender Tem, Nimmt die Membranfluiditat zu. Die Berechnungen von Temp
aus den EPR Spektren ergaben hohere T, Werte fir die Spin-Sonde MeFASL (10,3), die die Ordnung
und Dynamik von Membranlipiden im oberen, nah an der Oberfliche liegenden Teil der
Membranbereich widerspiegelt. Die Spin-Sonde MeFASL (2,11) wiederum charakterisiert die
Membraneigenschaften im inneren Teil der Lipiddoppelschicht, wo ein geringerer Ordnungszustand

herrscht, weil die Dynamik der Alkylketten hoher ist.

Die Messwerte fiir Tem, ergaben (Abb.21 C und D), dass fiir beide Spin-Proben die Liposomen L1pgs
mit der hochsten Korrelationszeit am rigidesten von allen Formulierungen waren. Dagegen waren die
Vesikel L4pgs, die die Helferlipide DOPE und OPP enthalten, liber den gesamten Temperaturbereich
am fluidesten wie die Messung mit MeFASL (2,11) zeigte. Mit der Spin-Sonde MeFASL (10,3) dnderte
sich dieses Verhalten dagegen aber bei Temperaturen unter 35 °C (Abb.21 C). Diese Ergebnisse sind
auf das Helferlipid DOPE zurlickzufiihren, da es in tieferen Regionen der Liposomenmembran die
Ordnung der Lipide durch seine Doppelbindungen der Alkylketten stort und somit zu einer groRReren
Dynamik dieser Membranschicht fiihrt [220]. An den oberflaichennahen Membranbereichen ist die
Auswirkung des DOPE dagegen nicht mehr so stark ausgepragt bzw. kann durch den erhéhten Anteil
von Cholesterol, der zu einer Stabilisierung der Membran fiihrt, ausgeglichen werden [219]. Es ist
bekannt, dass DOPE die fusogenen Eigenschaften von Membranen fordert. Dieser Eigenschaft
bedient man sich auch in der Molekularbiologie bei der nichtviralen Gentransfektion mit Liposomen.
Hierbei kann DOPE eine Fusion zwischen Lipoplex und Endosomenmembran vermitteln [220-221].
Dieser Effekt entsteht durch den Ubergang von einer lamellaren in eine nichtlamellare Phase, wenn
sich der Platzbedarf durch den entgegengesetzten Einbau der kegelformig aufgebauten Lipide (z.B.
Cholsterol) andert [222].

Einen weiteren Einfluss auf die oben beschriebenen Ergebnisse kann auch das Helferlipid OPP
(Perfusine) haben, das strukturell zu den Alkylphospholipiden gehort. OPP stort wie DOPE die
Organisation der Lipiddoppelschicht und férdert Interaktionen von Membran zu Membran, denn
beide Lipide haben einen dhnlichen molekularen Raumbedarf (kegelférmige Lipidstruktur) [218].
Basierend auf den vorgestellten Ergebnissen und den bisherigen Erkenntnissen zur
Mikroorganisation von Alkylphospholipid enthaltenden liposomalen Membranen [223], ist
zusammenzufassen, dass die Kombination der beiden, in Formulierung L4y3s enthaltenen Lipide DOPE

und OPP, die Organisation der Membran mehr beeinflusst als die Einzelkomponenten.
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Abb.21: EPR-Spektren und die daraus kalkulierte Korrelationszeit T..,, von PBS-haltigen Liposomen iiber
einen Temperaturbereich von 25 °C bis 45 °C.

Die Membranfluiditat von unterschiedlich zusammengesetzten Liposomen kann mittels EPR nach Einbau von
Spin-Sonden gemessen werden. A zeigt ein Beispiel EPR-Spektrum der Formulierungen L1pgs und L4pgs, die mit
MeFASL (10,3) markiert wurden. B zeigt ein Beispiel-EPR Spektrum von den Formulierungen L1pgs und L4pgs, die
mit MeFASL (2,11) markiert wurden. Beide Spektren sind bei 37 °C aufgenommen worden. Aus allen
gemessenen EPR-Spektren wurden die unter C und D abgebildeten Diagramme fiir die Korrelationszeiten Ty,
Uiber ein Temperaturspektrum von 25 °C bis 45 °C korreliert.

Spin-Sonden: MeFASL (10,3) gibt die Eigenschaften des duferen Membranbereiches, nahe der Oberflache,
wieder (A und C);
MeFASL (2,11) gibt die Fluiditat der Membran im mittleren Bereich an (B und D). Alle Werte
geben die gemittelten Ten, + S.D. von 3 voneinander unabhédngig durchgefiihrten Einzel-

messungen fir jede liposomale Formulierung wieder.

Beim Vergleich der Korrelationszeiten anderer Formulierungen fiir die beiden Spin-Sonden féllt auf,
dass die Aussagen zur Fluiditdt der Membranen die mit MeFASL (2,11) gemessen wurden, nicht mit
denen von MeFASL (10,3) korrelieren. Es zeigte sich bei den Messungen mit MeFASL (10,3), dass die
DOPE/OPP-haltigen Liposomen L4pgs und die positiv geladene Formulierung L2pgs im Vergleich zu den

anderen drei Formulierungen am fluidesten in den oberen, oberflaichennahen Membranbereichen



waren, was sich in einer sehr geringen T.n, widerspiegelte (Abb.21 C). Bei den Messungen mit der
Spin-Sonde MeFASL (2,11), die Auskiinfte Gber den inneren Teil der Lipiddoppelschicht gibt, konnte
ebenfalls fiir L4pgs die geringste T, gefunden werden. Etwas niedriger war die Korrelationszeit fir
L3pgs, was auch eine hohe Beweglichkeit der Lipide bestatigte, wahrend die Formulierungen L2pgs
(positiv geladen), L5pgs (sterisch stabilisiert mit PEG) und L1pgs (Basiszusammensetzung) eine hohe

Temp und damit starre Alkylketten aufwiesen (Abb.21 D).

4.4. Strukturanalyse von Liposomen mittels kryogenischer Transmissionselektronen-
mikroskopie

Die morphologische Struktur der liposomalen Formulierungen Llpgs und L4y, der
oberflachenmodifizierten Vesikel L1pgs-LG und L4pss-LG (0hne Extrusion) sowie L1yro-LG und L4yo-LG
(mit Extrusion durch 400 nm Filter) wurden durch kryogenische Transmissionselektronenmikroskopie
(Cryo-TEM) untersucht. Hierzu wurden die Formulierungen L1 und L4 mit PBS bzw. mit MTO beladen
und die Liposomen Llpgs-LG und Lé4pgs-LG sowie Llyo-LG und L4yro-LG durch eine
Oberflachenmodifizierung mit dem Liganden 19-mer-Peptid 1 bestlickt. Die Cryo-TEM-Aufnahmen
(Abb.22) zeigen die Struktur der entstandenen LUV und OLV Dispersionen.

Die Formulierung L1pgs ohne Ligand (Abb.22 A) zeigen unilamellare Vesikel mit einer einheitlichen
GroRenverteilung. Bei den Aufnahmen der Liposomen L4pgs ohne Ligand (Abb.22 D) ist ein Gemisch
aus LUV und OLV zu sehen, die aber auch eine einheitliche GréRenverteilung zeigen. Die Einflihrung
eines Liganden mittels PIT fuhrte dagegen deutlich zu strukturelle Verdnderungen der Liposomen-
dispersion. In der Abbildung 22 B und E ist eine Mischung aus LUV und OLV (L1pgs-LG und L4pgs-LG) zu
sehen, die im Bild als kreisformige Strukturen dargestellt sind sowie Fremdstrukturen (langlichen
Strukturen), die auf Interaktionen der einzelnen Vesikel mit den Peptiden schlieRen lassen. Diese
strukturellen Verdanderungen der Liposomendispersion waren auch sehr gut Uber die
GrolRenbestimmung mittels PCS nachweisbar. Hierbei kam es zu einer Erhéhung des unimodalen
Durchmessers von rund 125 nm auf tiber 220 nm mit einer sehr inhomogenen GréRenverteilung (Pl >
0,9) (nicht in Tab.11 gezeigt). Aufgrund dieser Veranderungen war es notwendig, die Liposomen nach
der Kopplung des Liganden an der Vesikeloberflache durch anschlieRende Extrusion (Polykarbonat-
Filter, @ 400 nm) zu homogenisieren (L1yro-LG und L4yro-LG; Abb.22 C und F, PartikelgréRen in
Tab.11). Besonders vor dem Gebrauch der Liposomen in den in vivo Untersuchungen war dieser
Schritt sehr wichtig, um eine Aggregation mit moglicher Thrombusbildung bei der Injektion zu
verhindern. Nach dieser zusatzlichen Extrusion blieben die Liposomen auch iber 190 Tage bei 4 °Cin
PBS gelagert in ihrer GroRe stabil und zeigten keine weitere Aggregatbildung (Tab.12-13, Abb.18,
Abb.22 E und F). Des Weiteren wurde keine bemerkenswerte Freisetzung des Markers bzw. des

Wirkstoffes aus den ligandentragenden Formulierungen beobachtet (Daten nicht gezeigt).



IV. Ergebnisse und Diskussion

A) L1y (ohne Ligand) B) L1pzs-LG (mit Ligand) C) L1lyro-LG (mit Ligand, filtriert)

D) L4;gs (ohne Ligand)

F) L4yro-LG (mit Ligand, filtriert)

Abb.22: Strukturelle Charakterisierung von liposomalen Dispersionen mit Cryo-TEM.

Zur Durchfihrung der Cryo-TEM wurden PBS und MTO enthaltende Liposomen (L1 und L4) hergestellt und
mittels PIT mit dem Liganden 19-mer-Peptid 1 gekoppelt. Die Aufnahmen zeigen die liposomalen Strukturen
von Liposomen ohne Ligand (L1pgs, A und Ldgs, D), nach der Oberflachenmodifizierung mit Ligand ohne weitere
Nachbearbeitung (L1pgs-LG, B und L4pes-LG, E) und mit einer Nachbearbeitung mittels Extrusion durch einen
400 nm Filter (L1y10-LG, C und L4y70-LG, F).

4.5. Etablierung und Charakterisierung verschiedener Zelllinien

Zur Untersuchung der Penetration und Permeation von Arzneistoffen und Tragersystemen werden
hauptsachlich Zellkulturmodelle eingesetzt. Zum Beispiel wird bei Studien zum Stofftransport durch
intestinales Epithel haufig das Caco-2-Modell eingesetzt. Die Permeabilitat der BHS kann auch an
geeigneten Modellen untersucht werden [204; 205].

Aus verschiedenen Zelllinien wurden hierflr die epithelialen Madin-Darby canine kidney (MDCK)
Zellen ausgewahlt, deren Eigenschaften gut charakterisiert sind [224]. MDCK Zellen bilden gut

wachsende und sehr dichte Monolayer aus, weshalb sie ein haufig verwendetes und bereits gut in
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der Forschung etabliertes Zellmodell fir Penentrations- und Permeationsstudien sind [204; 240].
Weiterhin  wurden die murinen endothelialen bEnd.3 Zellen etabliert und deren
Wachstumsbedingungen charakterisiert. Diese Zelllinie bildet ebenfalls sehr dichte Monolayer aus.
Damit standen zwei gut handhabbare Zelllinien fir die weiteren Versuche zur Verfliigung. Des
Weiteren wurde eine humane Mammakarzinomzelllinie (MT-3) und humane Glioblastomzellen
(U373 MG) mit einbezogen, die in den in vivo Experimenten als Xenografts eingesetzt werden sollten.
Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wachsen in Kultur sehr stabil und konstant. Abbildung 23

zeigt mikroskopische Aufnahmen der verwendeten Zelllinien im proliferierenden Zustand.

) MT3 D) U373 MG

Abb.23: Mikroskopische Darstellung von adhidrent wachsenden Zellen.

Die Abbildungen zeigen MDCK (A), bEnd.3 (B), MT-3 (C) und U373 MG (D) Zellen, die noch keinen dichten
Monolayer ausgebildet haben, sondern sich noch im proliferierenden Zustand befinden.

Der GroRenbalken entspricht 100 pm.
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4.6. in vitro Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie

Die Charakterisierung der Rezeptorausstattung von ,Low density lipoprotein Rezeptor-related
Protein” (LRP1) an der Zellmembranoberfliche der Zelllinien MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3
erfolgte mittels Durchflusszytometrie (FACS). Zur Validierung dieser Methode wurde das
fluoreszenzmarkierte Peptid 2 (5-Fluo-19-mer-Peptid) eingesetzt. Ein Schwerpunkt der Verfahrens-
optimierung war die Untersuchung des Einflusses der eingesetzten Ligandenkonzentration auf die
Bindungssattigung an der Zellmembranoberflache. Das Ergebnis dieser Optimierung in Abbildung 24
zeigt, dass eine Sattigung der Rezeptoren auf den Zellen erreicht wurde, wenn 50 pg oder mehr

Substrat (Peptid 2) eingesetzt wurden.
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Abb.24: LRP Rezeptorausstattung der Zellmembranoberflichen von MDCK, bEnd.3 und U373 MG Zellen in
Abhangigkeit von der Menge des zugesetzten 5-Fluo-19-mer-Peptids.

Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des fluoreszenzmarkierten Peptids 2 bei 37 °C fiir 60°
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, abgelost und 10.000 Zellen mit dem
Durchflusszytometer BD FACSCalibur (Becton Dickinson, USA) vermessen. Dargestellt ist die Anzahl LRP
Rezeptor positiver Zellen in %, basierend auf den mittleren Fluoreszenzintensitaten (mFl) des Histogrammplots.
Alle Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

Unter diesen optimierten Bedingungen lieR sich die Rezeptorausstattung des LRP quantitativ
nachweisen. Die Zellpopulationen zeigten in der FACS Analyse nur eine geringe Streuung der
Zelleigenschaften, die im Streulichthistogramm (SSC / FSC: Seitwartsstreulicht / Vorwartsstreulicht)
der FACS Messung als eine Wolke dargestellt sind. Die Messung einer einheitlichen Zellpopulation ist

fir die quantitative Auswertung von FACS Analysen von grolRer Bedeutung (Abb.25).
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Abb.25: Graphische Darstellung der FACS Ergebnisse der LRP Rezeptorausstattung von MDCK, bEnd.3,
U373 MG und MT-3 Zellen.

FACS Diagramm fiir MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3 Zellen nach 60-minitiger Inkubation mit 50 pg
fluoreszenzmarkiertem 5-Fluo-19-mer-Peptids 2 bei 4 °C und 37 °C zum Nachweis der LRP Ausstattung.
Dargestellt sind die Messungen im Streulichtkanal SSC/FSC und im Fluoreszenzkanal 1 (FL1-H).

Links: Darstellung der gesamten Zellpopulation (10.000 Zellen) im Streulichtkanal.

Mitte und Rechts: Dargestellt ist ein FACS-Histogramm im Fluoreszenzkanal 1; blaue Flache: native
Kontrollzellen, Histogrammflache unter der griinen Linie: Zellen nach Inkubation mit dem
fluoreszenzmarkierten Liganden (LRP positive Zellen).



Die Ergebnisse der FACS Messungen ergaben, dass alle Zelllinien den LRP auf ihrer
Zellmembranoberflache exprimieren (Abb.25 und 26). Mehr als 90 % der gemessenen MDCK Zellen
waren unter Sattigungsbedingungen, der Inkubation von 50 pg/ml des Peptids 2, LRP Rezeptor
positiv. Von den bEnd.3 Zellen sind dagegen nur 48 % der Zellen LRP positiv, bei gleichen
Inkubationsbedingungen. Uberraschend war, dass auch die Tumorzellen U373 MG mit 89 % und MT-
3 mit 55 % positiven Zellen eine hohe Expression des LRP aufwiesen. Somit kann der an der
Liposomenoberflache gebundene Ligand nicht nur flr ein Targeting der BHS sondern gleichzeitig fiir
ein Targeting der Tumorzelle eingesetzt werden, was den therapeutischen Effekt zusatzlich

beglinstigen konnte. Voraussetzung hierfiir ist jedoch, dass die Liposomen den Tumor intakt

erreichen. Kommt es zu einer vorzeitigen Wirkstofffreisetzung, geht dieser Effekt verloren.

Um eine unspezifische Bindung des Liganden 2 an der Zellmembranoberfliche ausschlieRen zu
kdnnen, wurden die Bindungsexperimente unter gleichen experimentellen Bedingungen (50 pg/ml
von Peptid 2) auch bei 4 °C durchgefiihrt. Es wurden jedoch keine oder kaum Fluoreszenzsignale im
FACS gemessen. Zur Quantifizierung der LRP Ausstattung der Zelllinien wurden die
Fluoreszenzsignale der unspezifischen Bindungen von den Daten der Messungen bei 37 °C

abgezogen.
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Abb.26: FACS Messungsergebnisse der LRP Rezeptorausstattung von MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3
Zellen.

Die Zellen wurden mit 50 ug/ml fluoreszenzmarkiertem 5-Fluo-19-mer-Peptids 2 bei 4 °C und 37 °C fiir 15 bzw.
60‘ inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen gewaschen, abgel6ést und 10.000 Zellen mit
dem Durchflusszytometer BD FACSCalibur (Becton Dickinson, USA) vermessen. Dargestellt ist die Anzahl
positiver Zellen fir den LRP Rezeptor in %, basierend auf den mittleren Fluoreszenzintensitdten (mFl) des
Histogrammplots. Alle Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.



4.7. in vitro Quantifizierung der Aufnahmerate vom Liposomen

Die Aufnahme liposomaler Formulierungen in Zellen hangt von den Eigenschaften der Vesikel ab
[225], die wiederum durch das Herstellungsverfahren und die Lipidzusammensetzung bestimmt
werden [226]. Es ist bekannt, dass die GroRe [128; 227], die Ladung [228-230], die Fluiditdt und
Rigiditat [128] sowie eine Oberflaichenmodifizierung durch sterische Stabilisatoren oder Vektoren
eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Liposomen durch Tumorzellen und Makrophagen spielen.
Die Aufnahme von liposomalen Vesikeln durch Endothel- oder Epithelzellen wurde dagegen bislang

noch nicht so ausfihrlich untersucht [231-233].

Die zellulare Aufnahme wurde von allen 25 hergestellten Formulierungen in vitro bestimmt (Tabelle
B, Anhang). Hierfiir wurden epitheliale MDCK Zellen verwendet, da diese gut wachsende Zelllinie
einen dichten Monolayer ausbildet und sich bereits bei Studien zur Penetration und Permeation von
Arzneistoffen und Tragersystemen bewadhrt hat [204; 240]. Weiterhin wurden die endothelialen
bEnd.3 Zellen sowie die Tumorzelllinen U373 MG und MT-3 untersucht.

Es zeigte sich, dass die Liposomen aufgrund ihrer Zusammensetzung sehr unterschiedlich von den
Zellen aufgenommen wurden. Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich auf die fiinf ausgewahlten
Formulierungen (L1cacein-LBcaicein), die entweder die hochste Aufnahmerate in den Zellen zeigten oder
als Kontrollformulierung eingesetzt wurden (Tab.5). Zur Bestimmung der Aufnahmerate wurden der
Fluoreszenzmarker Calcein in den Liposomen Llcycein, L2caicein, L3calcein, Lcalcein UNd L5caicein VErkapselt.
Durch die selbstloschenden Eigenschaften des Fluorescein-Derivates ist eine sehr gute
Differenzierung zwischen zellulair aufgenommenem und noch liposomal verkapseltem Calcein
moglich.

Die zelluldren Aufnahmen lagen zwischen 11,6 %, fir die positiv geladenen Liposomen L2¢;cein, Und
0,3 % fir die sterisch stabilisierten Vesikel L5¢,ein (Abb.27). Vergleicht man die Ergebnisse der
Formulierungen Llcacein UNd L2cqcein, die sich in ihrer Zusammensetzung nur in der Ladung
unterscheiden (L1 negativ: DCP, L2 positiv: DDAB), ergibt sich eine sechsfach hohere prozentuale
Aufnahmerate fiir die positiv geladenen Vesikel. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die positiv
geladene Formulierung L2c,in Vermutlich zu starken Interaktionen mit der negativ geladenen
Zellmembran der MDCK Zellen fiihrt, was eine verbesserte Aufnahme durch ladungsvermittelte
Endozytose bedingen kénnte [235]. Eine weitere Erklarung fir diese hohen Messwerte kdnnte eine
vermehrte Anlagerung der Vesikel an die negativen Zellmembranen sein, ohne dass es zu einer
endozytotischen Aufnahme in die Zellen kommt. Um diesen Sachverhalt aufzuklaren, wurden die
Zellen genauer untersucht. Mit der konfokalen Laserscanning Mikroskopie konnten die Interaktionen,
die sich zwischen den unterschiedlichen Liposomen und den Zellen abspielten, charakterisiert

werden (siehe nachstes Kapitel). Die DOPE enthaltenen negativ geladenen Liposomen L3¢ cein Wurden



ebenfalls mit 8,7 % gut von den Zellen aufgenommen (Abb.27), wahrend dhnlich zusammengesetzte
Liposomen ohne DOPE (L1c,ein) jedoch nur schwach aufgenommen wurden. Das verdeutlicht, dass
das Helferlipid DOPE eine wichtige Rolle in der Membraninteraktion von Zellen und Liposomen spielt.
Wie schon durch die EPR Messungen (siehe 4.3.) gezeigt werden konnte, stort DOPE in den tieferen
Regionen der Liposomenmembran die Ordnung der Lipide, was zu einer groReren Dynamik dieser
Membranschicht fuhrt [236]. Diese erhéhte Beweglichkeit der Liposomenmembran kann eine
zelluldare Aufnahme durch Fusion der Lipidschichten oder durch endozytotische Prozesse fordern
[220]. Die zellulare Aufnahme der Formulierung L4c.cin, die ebenfalls DOPE enthalt, verhilt sich
dagegen kontrdar zum Aufnahmeverhalten von L3¢,ein. In den Zellen wurde fiir die Liposomen L4caicein
eine Calceinaufnahme von 3,7 % gemessen. Damit wurden sie deutlich schlechter aufgenommen als

L3caiein, hatten aber dennoch eine hohere Aufnahmerate als L1cycein mit 1,8 % (Abb.27).
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Abb.27: Zelluldr aufgenommene Menge an Calcein in MDCK Zellen in Abhangigkeit von der liposomalen

Formulierung.

Die MDCK Zellen wurden mit 600 pl Calcein beladenen Liposomen (75 nmol TL/ml) bei 37 °C fir 24 h inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden nicht aufgenommene Liposomen abgewaschen, die Zellen lysiert und
der Calceingehalt fluorimetrisch (F., 485 nm und F., 538 nm) gemessen. Die Daten reprasentieren den
relativen Anteil von Calcein in % von vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen, jedes als
Doppelbestimmung, und sind als Mittelwerte + S.D. angegeben.

* signifikant verschieden zu den Formulierungen L1c,cein, L4caicein UNd L5caicein (P < 0,05);

** signifikant verschieden zu den Formulierungen L2¢;icein, L3caicein UNd L5caicein (P < 0,05).

Zu erklaren ist dieses Ergebnis durch die unterschiedliche Zusammensetzung der Formulierung
L3carcein UNd Ldcaicein, WObei Ldc,ein €inen geringeren DOPE und einen héheren PC Gehalt aufweist
(Tab.5). Somit ist die Auswirkung des DOPE an den oberflaichennahen Membranbreichen nicht mehr

so stark ausgepragt bzw. kann durch den erhéhten Anteil von PC, durch Stabilisierung der Membran,



ausgeglichen werden. Dies kdnnte eine eingeschrankte Interaktion zwischen der Zellmembran und
den Vesikeln zur Folge haben, was wiederum zu einer geringeren Aufnahme fiihren wirde. Im
Gegensatz dazu konnte jedoch in verschiedenen Versuchen bereits gezeigt werden, dass ein erhéhter
Gehalt des Helferlipids OPP wie in der Formulierung Ldc,e.in Vorhanden zu einer verbesserten
Interaktion der Vesikel mit der Zellmembran fiihrt und eine Fusion fordert [236]. Ware dies der Fall,
missten die Liposomen L4, cein dhnlich gut von den Zellen aufgenommen werden wie L3¢,icein. Da OPP
die Fusogenitdt der Vesikeln erhoht, wirden die Liposomen Lac,ein Mit der Zellmembran
verschmelzen und ihren Inhalt freigeben. Dadurch wiirde Calcein frei im Zytosol vorliegen und durch
die, in der Zellmembran enthaltenen Effluxpumpen schnell wieder aus der Zelle entfernt werden.
Dieser Aufnahme- und gleichzeitig Ausschleusungsmechanismus ware eine mogliche Erklarung fir
die unterschiedlichen Aufnahmeraten der beiden Formulierungen L3¢aicein Und L4caicein.

Am schlechtesten wurde die Formulierung L5¢acein vOon den MDCK Zellen aufgenommen, was aller
Wahrscheinlichkeit nach durch die sterische Stabilisierung durch PEG;q0-PE begriindet ist. Die Vesikel
wurden durch die langen PEG-Ketten, die sich an der Oberflache der Liposomen befinden, von den
Zellen abgeschirmt. Aus diesem Grund kam es zu einer Verringerung der Wechselwirkungen
zwischen der Zellmembran und der Lipiddoppelschicht, was wiederum zu sehr niedrigen Messwerten
der zellularen Aufnahme dieser Liposomen flihrte. Das gleiche hier beschriebene System der
Abschirmung der Liposomen durch eine sterische Stabilisierung wird auch genutzt, damit die Vesikel
weniger schnell von Zellen des Immunsystems (MPS) erkannt werden und langer im Blutkreislauf

zirkulieren kdonnen.

Um den Einfluss der Ligandenkonjugation zu bestimmen, wurden die negativ geladenen
Formulierungen Llcycein (rigide) und Llcaicein (fluide) ausgewahlt, mit dem 19-mer-Peptid 1 konjugiert
(L1caicein-LG und L4c,icein-LG) und die zelluldre Aufnahme Gber 24 h bei 37 °C verfolgt. Die Formulierung
L4c.icein Wurde verwendet, um den im oberen Teil beschriebenen Kombinationseffekt der Helferlipide
DOPE und OPP in Verbindung mit einem Liganden zu untersuchen. Llc,.in Wurde als neutrale
Kontrollformulierung in den nachfolgend beschriebenen Experimenten eingesetzt. In Abbildung 28 ist
der zeitliche Verlauf der zelluldiren Aufnahme in MDCK Zellen fiir die beschriebenen Vesikel
dargestellt. Alle Formulierungen zeigten eine ansteigende Aufnahme (iber die Zeit. Dieser Prozess
war auch so zu erwarten, da mit langerer Inkubationszeit auch mehr von den Zellen aufgenommen
werden konnte. Weiterhin zeigt der stetige Anstieg der intrazelluldren Calceinkonzentration, dass

eine Ausschleusung durch Effluxpumpen zu vernachlassigen war.

ErwartungsgemaR wurden die ligandentragenden Formulierungen Llciiein-LG

(0,119 nmol/Well+ 0,008) und L4¢,cein-LG (0,153 nmol/Well+0,027) signifikant besser von den Zellen



aufgenommen als die Vesikel L1¢;icein (0,028 nmol/Well+0,007) und L4cyicein (0,059 nmol/Well+0,013).
Da die MDCK Zellen wie durch die FACS Messungen belegt eine gute Rezeptorausstattung fiir LRP
aufwiesen, kann von einem aktiven, rezeptorvermittelten Transportprozess (z.B. Endozytose)
ausgegangen werden. Das eingesetzte Diagramm in Abbildung 28 stellt die unspezifische Bindung der
Liposomen Llcacein, LAcaiceinn Llcacein-LG und Lécuein-LG bei 4 °C dar, die zwischen 0,023 und
0,026 nmol/Well liegen und die von den erhaltenen Aufnahmeergebnissen bei 37 °C abgezogen

wurden. Bei diesen unspezifischen Bindungsprozessen verhielten sich alle Formulierungen gleich.
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Abb.28: Zelluldar aufgenommene Menge an Calcein in MDCK Zellen iiber die Zeit.

Die MDCK Zellen wurden mit 600 ul der Liposomen Llcacein, Llcaicein-LG, L8cacein UNd Lbcycein-LG mit
75 nmol TL/ml bei 37 °C fiir 24 h inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen gewaschen,
lysiert und der Calceingehalt fluorimetrisch (Fex 485 nm und Fe, 538 nm) gemessen. Die Werte wurden um die
unspezifischen Bindungen korrigiert. Der Graph zeigt die aufgenommene Menge an Calcein in nmol/Well. Jeder
Punkt reprdsentiert den Mittelwert + S.D. aus vier unabhédngig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen.
Alle Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

Das eingesetzte Diagramm stellt die Calceinaufnahme (nmol/Well) der MDCK Zellen fiir die Formulierungen
L1caiceins Llcaicein-LG, LAcaicein UND LAcaicein-LG mit 75 nmol TL/ml bei 4 °C dar.

* signifikant verschieden zu den Formulierungen L1c;cein Und L4ccein (P < 0,05).

Des Weiteren war fiir die Zielstellung dieser Arbeit interessant, ob bei den Tumorzellen U373 MG
und MT-3 eine dhnliche zelluldre Aufnahme von Liposomen zu sehen ist wie bei Endothel- oder
Epithelzellen. Hierfiir wurden die Formulierungen Llcacein, L8caiceins Llcacein-LG und Lécaein-LG Uber
24 h bei 37 °C mit U373 MG und MT-3 Zellen sowie zum Vergleich mit nicht malignen Zellen (MDCK,
bEnd.3 Zellen) inkubiert.

In einer Studie von Kokli¢ et al. konnte gezeigt werden, das OPP in Liposomen zu einer verbesserten

Aufnahme in Tumorzellen fiihrte [236], was fiir eine erneute Testung des zusatzlichen Effektes von



Calcein [nmol/Well]

OPP bei der Formulierung L4c,cein Sprach. Es wurde fiir alle genannten Zelllinien eine Verlaufskinetik
fir die zellulare Aufnahme der vier Formulierungen angefertigt. Wie bei den MDCK Zellen
beobachtet, kam es auch hier zu einem Anstieg der Aufnahme (iber die Zeit, wobei sich die Zelllinien
voneinander unterschieden. Nach einer zweistiindigen Inkubation der Zellen mit den nicht
modifizierten Liposomen konnten keine Unterschiede in den Aufnahmeraten fiir die Formulierungen
Llcacein UNd Llcacein gemMessen werden. Erst nach einer Inkubation von 24 h zeigten die MDCK und
bEnd.3 Zellen eine signifikant bessere Aufnahme der Vesikel LAcuein iMm Vergleich zu der
Kontrollformulierung Llc,cein. Hierbei war die Aufnahmerate der MDCK Zellen fiir die Liposomen
L4c.ein doppelt so hoch wie fir Llcyein. Bei der Inkubation mit den ligandentragenden
Formulierungen Llcyeein-LG  und  L4cein-LG  konnte bereits nach zwei Stunden in den
Glioblastomzellen eine signifikant héhere Aufnahme von 64 % bzw. 75 % gegeniliber den nicht
modifizierten Liposomen gemessen werden, was vergleichbar mit den MDCK Zellen war (Abb.29). Die
Mammakarzinomzellen MT-3 sowie die Endothelzellen bEnd.3 zeigten fiir die unterschiedlichen
Liposomen (ohne und mit Ligand) ahnlich hohe Aufnahmeraten, wobei die MT-3 Zellen eine etwas

héhere Aufnahme als die bEnd.3 Zellen zeigten (Abb.29).
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Abb.29: Zelluldr aufgenommene Menge an Calcein in Abhdngigkeit von der liposomalen Formulierung und
dem eingesetzten Zelltyp.

Die MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3 Zellen wurden mit 600 pul der Liposomen L1cycein, L1caicein-LG, LAcaicein Und
L4c,icein-LG mit 75 nmol TL/ml bei 37 °C fuir 24 h inkubiert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen
gewaschen, lysiert und der Calceingehalt fluorimetrisch (Fex 485 nm und F.,, 538 nm) gemessen. Die Werte
wurden um die unspezifischen Bindungen korrigiert. Die Graphen zeigen die aufgenommene Menge an Calcein
in nmol/Well nach 2 h (links) und nach 24 h (rechts). Jeder Punkt reprisentiert den Mittelwert + S.D. aus vier
unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen. Alle Messungen erfolgten als Doppelbestimmung.

* signifikant verschieden zu den Formulierungen L1c,icein Und L4 caicein (P < 0,05);

** signifikant verschieden zu den Formulierungen L1c,icein, L4 caicein UNd L1c,icein-LG (p < 0,001);
# signifikant verschieden zur Formulierung L1c,ein (p < 0,05).



Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden die Vesikel L1¢ycein-LG und L4c,cein-LG von allen Zelllinien
deutlich besser aufgenommen als die nicht modifizierten Liposomen, wobei es keine Korrelation
zwischen der LRP Ausstattung der Zelllinie und der gemessenen Aufnahmerate gab. Hierbei war auch
ein Unterschied zwischen der Kontrollformulierung und den DOPE/OPP haltigen Liposomen zu
beobachten, die von den Tumorzellen signifikant besser aufgenommen wurden. Die MDCK und
bEnd.3 Zellen zeigten auch eine héhere Aufnahmetendenz flir die Formulierung L4c,cein-LG. Diese
Ergebnisse zeigten, dass sowohl die Oberflichenmodifizierung als auch die Membran-
zusammensetzung einen entscheidenden Einfluss auf die zelluldre Aufnahme ausliben. Wahrend die
Bindung des Liganden an den Rezeptor dafiir sorgt, dass eine rezeptorvermittelte Endozytose der
Vesikel erfolgen kann, kénnte die fluide Membran der Liposomen zusatzlich eine Interaktion
zwischen den Vesikeln und der Zellmembran férdern. Durch diese Anndherung kann es ebenfalls zu
einem erleichterten Transport-prozess wie Fusion, absorptive Endozytose oder Flip/Flop-Austausch
kommen. Nur ein synergistischer oder additiver Effekt dieser zwei Aufnahmemechanismen wiirde die

hohe Aufnahme der ligandentragenden Formulierung L4c.in-LG plausibel erklaren.

4.8. Charakterisierung der zelluliren Aufnahme von Liposomen mittels konfokaler
Laserscanning Mikroskopie

Mit Hilfe der konfokalen Laserscanning Mikroskopie (KLSM) konnte die zelluldre Aufnahme der
verschiedenen liposomalen Formulierungen optisch dargestellt werden. Damit die KLSM mit dem
Fluoreszenzmarker Calcein durchfihrt werden konnte, wurde Calcein in einer verdinnten
Konzentration von 0,05 mM verkapselt, um die Fluoreszenzselbstléschung des Markers zu umgehen.
Zur Darstellung der Zellen in einer mittleren Ebene wurde der blau gefarbte Zellkern (DAPI-Farbung)
fokussiert. Die so ermittelte innere Ebene wurde fiir die nachfolgenden Messungen verwendet, um
sicher zu gehen, dass die Aufnahmen das Zellinnere abbilden und nicht die Zelloberflache. Zur
besseren Visualisierung der intakten Zellmembran wurde eine Trypanblau-Farbung eingesetzt.

Die Aufnahmen mittels KLSM zeigen, dass die Liposomen in die Zellen aufgenommen wurden. Die
Trypanblaufarbung in den Abbildungen 30 I, J und L bestatigt die Vitalitat der Zellen. Bei den positiv
geladenen Liposomen L2, .in ist zu sehen, dass sich die griinen Fluoreszenzsignale vorwiegend an
der duBeren und inneren Zellmembran befinden (Abb.30 A, C-D). Hier akkumulieren die Liposomen
sehr stark an beiden Seiten der Zellmembran und sind nur teilweise im Zytosol zu finden, was auf
eine adsorptive, ladungsvermittelte Endozytose hindeutet. Bei diesem Aufnahmemechanismus
werden die Liposomen komplett von der Zellmembran umhillt und sind in punktférmigen
Lichtsignalen im Zytosol zu sehen. Aufgrund der ladungsbedingten Wechselwirkungen ist es somit
nicht Gberraschend, dass sich starke Bindungen zwischen den positiv geladenen Liposomen L2¢ycein

und den Zellmembranoberflachen (negatives Potential) ausbilden.
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Abb.30: Lokalisation von liposomalem Calcein in MDCK Zellen dargestellt mit konfokaler Laserscanning

Mikroskopie.

Die konfokale Laserscanning Mikroskopie wurde durchgefiihrt, um die mit Calcein beladenen Liposomen in
MDCK Zellen bzw. an deren Zellmembran lokalisieren zu kénnen. Die Zellen wurden fiir 3 h bei 37 °C mit den
verschiedenen Formulierungen inkubiert und fir die Detektion im Mikroskop spezifisch gefarbt. In den
Abbildungen sind die Zellen im Durchlicht (A, B, E, F) und in den verschiedenen Fluoreszenzkandlen (siehe 3.8.)
abgebildet (C, D, G, H, I-L). Die Abbildungen A, E und I stellen die Uberlagerung der {ibrigen Fotos dar. Die
Zellkerne erscheinen blau (Bisbenzimid 33258), die Membranen fluoreszieren rot (Trypanblau) und der Calcein
Marker ist griin dargestellt (Eigenfluoreszenz). A-D zeigt MDCK Zellen, die mit positiv geladenen Liposomen
L2¢.icein inkubiert wurden. In den Abbildung E-H sowie I-L, wurden die Zellen mit der negativen Formulierung
L4c.icein inkubiert. Zur besseren Visualisierung der Zellen in den Fluoreszenzkandlen sowie zur Kontrolle einer
intakten Zellmembran wurden diese mit Trypanblau angefarbt (1, J, L).

Der GroRRenbalken entspricht 10 um.
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Abb.31: Lokalisation von liposomalem Calcein im Zytosol von MDCK Zellen dargestellt mit konfokaler
Laserscanning Mikroskopie.

In der Abbildung A wurden die Zellen mit den negativ geladenen Liposomen L4c, i, inkubiert. Um zu belegen,
dass die griinen Lichtsignale aus dem Zellinneren kommen, ist an der mit einem weiRen Balken markierten
Stelle ein optischer Schnitt entlang der y-Achse angefertigt worden (B). Die VergroRerung einer Zelle aus
Abbildung A ist in C dargestellt. Von dieser Zelle (weiBe Markierung in C) wurde eine 3D Ansicht in y-Richtung
berechnet und dargestellt (D).

Der GroRenbalken entspricht in Abbildung A-C 10 um und in Abbildung D 5 um.

Ein komplett anderes Verteilungsmuster der Fluoreszenzsignale zeigt sich bei der Inkubation der
Zellen mit der Formulierung L4cacein (Abb.30 E, G-H und |, K-L). Die Lichtsignale des Markers waren
hier gleichmaRig und punktférmig im Zytosol verteilt (Abb.31). Die negativ geladenen Vesikel L1c,icein,
L3cacein UNd LS¢acein Verhielten sich dhnlich wie die Liposomen Ldc,e.in Und zeigten das gleiche
Verteilungsmuster in den Zellen (Abbildungen nicht gezeigt). Wegen der unterschiedlichen zelluldren
Aufnahme der einzelnen Formulierungen, die sich auch in den zuvor diskutierten Ergebnissen der
Aufnahmeversuche (siehe 4.7.) widerspiegeln, kann von unterschiedlichen Aufnahmeprozessen in

den Zellen, je nach liposomaler Zusammensetzung, ausgegangen werden. Ein moglicher



Aufnahmemechanismus in die Zellen ware die Fusion der Liposomen mit der Zellmembran, da die
Vesikel aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften zellularen Membranen dhneln und Helferlipide wie
OPP die Fusogenitdt von Liposomen zusatzlich unterstitzen kénnen (L4cacein). Eine weitere
Moglichkeit wére, wie oben geschildert, die adsorptive, ladungsvermittelte Endozytose (L2c,icein). Die
Aufnahme (ber eine transporter- oder rezeptorvermittelte Endozytose ist eher unwahrscheinlich, da

kein Targeting an den Formulierungen vorliegt, das diese Prozesse aktivieren kénnte.

4.9. Charakterisierung der zelluliren Aufnahme von Liposomen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie

Fiir weitere strukturelle Untersuchungen zur Anreicherung von liposomalen Calcein im Zytosol der

MDCK Zellen sowie an deren Zellmembranen wurden histochemische Versuche durchgefihrt. Mit

Hilfe von Fluoreszenzfarbungen von Zellorganellen konnte die Lokalisation des Markers spezifisch

bestimmt werden. Die mikroskopischen Aufnahmen der Zellen wurden im Durchlicht und in

mehreren Fluoreszenzkanalen aufgenommen.

Wie schon bei der KLSM zeigten sich bei den Fluoreszenzmessungen von Zellen, die mit den DOPE
enthaltenen, negativ geladenen Liposomen L3¢ cein Und Ldcaicein inkubiert worden waren, gleichmaRig
im Zytosol verteilte punktférmige Lichtsignale, die vom Calcein ausgestrahlt wurden (Abb.32). Eine
dhnliche Verteilung war auch fir die negativ geladenen Liposomen L1cycein UNd L5¢,icein U finden. Im
Gegensatz dazu waren die positiv geladenen Vesikel L2¢,.in Wie auch schon bei den Aufnahmen der
KLSM gezeigt wurde hauptsachlich an der inneren und dufReren Zellmembran lokalisiert (Abbildungen
nicht gezeigt). Diese Beobachtungen deuten wiederum auf einen ladungsbedingten
Aufnahmeprozess hin, der durch das unterschiedliche Potential zwischen der Zellmembran und den
Vesikeln entsteht.

Die Ladung der Liposomen spielt somit eine groRRe Rolle fiir den Aufnahmemechanismus in die Zellen.
Die unterschiedlichen Verteilungsmuster der Fluoreszenzsignale der einzelnen Formulierungen lassen
darauf schlieRen, dass neben der Ladung auch die einzelne Lipidzusammensetzung der
Liposomenmembran einen Einfluss auf die Aufnahme in die Zelle und die Verteilung im Zytosol hat.
Somit zeigten die Fluoreszenzsignale, die nach der Behandlung mit den L3c,in Vesikeln detektiert
wurden, eine starkere Lokalisation an den Zellmembranen und am Zytoskelett, das durch die linearen
Strukturen im Zytosol (griine Fluoreszenz) dargestellt wurde (Abb.32 A-C). Dagegen wurde die
Fluoreszenz nach Inkubation mit den Liposomen L4, .in gleichmaRiger verteilt im Zytosol gefunden.
Die fluoreszierenden Stellen erwiesen sich als vielfach identisch mit den Mitochondrien (Abb.32 D).
Somit kann auf eine wahrscheinliche Anreicherung von Calcein in den Mitochondrien der Zellen

geschlossen werden. Es ist bekannt, dass sich intrazelluldres Calcein sehr schnell in Mitochondrien



einlagert [237]. Die eher gleichmaRige Verteilung des Markers im Zytosol legt nahe, dass er aus den
Liposomen L4, i, freigesetzt wurde, was entweder wahrend einer Fusion mit der Zellmembran oder
aber nach endosomalem Abbau der Vesikel erfolgte. Die Calceinlésung breitete sich jedoch nicht als

gleichmaRiger Flissigkeitsfilm im Inneren der Zelle aus, sondern akkumulierte in den Mitochondrien

[238].

Liposomen L3¢ cein

Liposomen L4, ein

20 pm

Abb.32: Lokalisation von liposomalem Calcein in MDKC Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie.

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde durchgefiihrt, um die intrazelluldre Lokalisation der Calcein enthaltenden
Liposomen L3cyicein UNd Llcyicein i MDCK Zellen darzustellen. Die Zellen wurden fiir 2 h bei 37 °C mit den
Liposomen inkubiert und zur Detektion im Mikroskop spezifisch gefarbt. In den Abbildungen sind die Zellen in
verschiedenen Fluoreszenzkandlen abgebildet. Die Zellkerne erscheinen blau (Bisbenzimid 33258), die
Mitochondrien orange-braun (MitoTracker® Orange; C und F), das Zytoskelett griin (B-Actin; A und B) und der
Calcein-Marker ebenfalls griin (Eigenfluoreszenz; B und E). A-C zeigt MDCK Zellen, die mit den negativ
geladenen Liposomen L3¢, .in inkubiert wurden. In den Abbildungen D-F wurden die Zellen mit den negativ
geladenen Liposomen LA¢,cin inkubiert.

Der GroRRenbalken entspricht 20 um.



4.10. in vitro Untersuchungen zum Durchtritt von Liposomen durch Zellbarrieren

Zur Testung der transzellularen Transporteffizienz (Schrankengangigkeit) fur Substanzen/Pharmaka
stehen verschiedene Zellmodelle zur Verfligung. Das einfachste in vitro Schrankenmodell ist das
Monokultur-Modell, in dem nur ein endothelialer oder epithelialer Zelltyp als Monokultur auf einem
Transwell-Filtereinsatz kultiviert wird. Hierflir werden vorwiegend kontinuierlich wachsende,
immortalisierte Zelllinien wie z.B. MDCK- oder CaCo-Zellen verwendet. Dieses Modell kann fir
einfache pharmakologische Versuche eingesetzt werden. Es ist ein haufig verwendetes und bereits
gut in der Forschung etabliertes Schrankenmodell [205; 239-240], das dazu noch zeit- und
kostenglinstig ist und sich sehr gut reproduzieren lasst. Die Verwendung von primaren Zellen ist
aufgrund des grofRen arbeitstechnischen Aufwandes eher selten.

Ein komplexeres Schrankenmodell, das Kokultur-Modell, besteht aus mehreren Zelltypen. Hierbei
wird ein endothelialer Zelltyp, vorwiegend aus Primarkulturen gewonnen, mit einem oder mehreren
fiir eine Kokultur geeigneten Zelltypen kultiviert, z.B. Astrozyten, Perizyten oder neuronale Zellen bei
einem BHS-Modell. Durch den Austausch von Wachstumsfaktoren, Chemotaxen, etc. durch die Poren
eines Transwell-Filters kommt es zur Ausbildung einer dichten Zellschranke. Mit diesem physiologisch
dhnlichen Zellsystem kdnnen Aussagen liber das pharmakodynamische und -kinetische Verhalten von
Substanzen gemacht werden. Es ist jedoch aufgrund der Primarzellkultur sowie der schwierigen
Kokulturbedingungen mit einem erheblichen Zeit- und Materialaufwand verbunden und schwerer zu
reproduzieren.

In einem dreidimensionalen physiologischen Schrankenmodell wie in gefalRahnlichen Strukturen oder
Hautmodellen, kénnen komplexe biologische Zusammenhange realitatsnah untersucht werden.
Diese Modelle bestehen aus mehreren Zellschichten die aus Primarkulturen gewonnen werden und
die in einer Kokultur gehalten werden missen. Diese 3D-Modelle sind von allen beschriebenen
Schrankenmodellen am aufwendigsten zu etablieren und somit nicht fiir Penetrations- oder

Permeationsstudien geeignet.

Um den Durchtritt von liposomalen Tragersystemen durch eine zellulare Barriere untersuchen zu
kénnen, musste ein geeignetes in vitro Modell etabliert werden. Hierzu wurden endotheliale bEnd.3
bzw. epitheliale MDCK Zellen auf einen mit Kollagen beschichteten Zellkultureinsatz (Transwell)
ausplattiert und in einer 24 Well Mikrotiterplatte kultiviert. Durch die porése Membran des
Transwells hatten die Zellen Kontakt zur apikalen (oberes Kompartiment) und basalen (unteres
Kompartiment) Seite des Kultursystems (Abb12). Um die Funktionsfahigkeit dieses Barrieremodells

zu testen, wurden vor Beginn der Transzytose-Versuche Kontrollexperimente durchgefiihrt.



IV. Ergebnisse und Diskussion

4.10.1. Etablierung und Standardisierung der Funktionsfahigkeitspriifung eines in vitro
Schrankenmodells

Zur Prifung der Vitalitdat sowie der Funktionsfahigkeit des in vitro Schrankenmodells wurden eine
optische Priifung, eine Widerstandsmessung, eine Mannitolbehandlung und eine Durchlassigkeits-
prifung der Zellbarriere durchgefiihrt. Um ein intaktes Schrankenmodell zu erhalten, missen die
verwendeten vitalen Zellen einen dichten Monolayer (100 % Konfluenz) auf der gesamten Flache des
Transwells ausbilden, was schon durch eine lichtmikroskopische Untersuchung sehr gut zu beurteilen
war.

Abbildung 33 zeigt eine elektronenmikroskopische Aufnahme von einer vereinzelten MDCK Zelle und
eine lichtmikroskopische Aufnahmen von einem konfluenten Monolayer auf einem Filtereinsatz. In
der linken Abbildung ist zu sehen, dass die Zelle Ausldufer gebildet hat, die durch die Poren des
Filters gelangen und somit einen Kontakt zum basalen Kompartiment des Kultursystems herstellen
konnten. Rechts ist ein 100 % konfluenter Zell Monolayer zu sehen, der eine zelluldare Barriere

ausbildete, da die Zell-Zell Kontakte sehr dicht zusammenliegen.

Abb.33: Mikroskopische Aufnahmen von MDCK Zellen auf einem Filtereinsatz eines Transwell-
Filtersystems.

1*10° MDCK Zellen wurden auf ein Filtersystem ausplattiert und bei 37 °C kultiviert. Die linke elektronen-
mikroskopische Aufnahme zeigt eine vereinzelte MDCK Zelle auf einem Filtereinsatz einige Stunden nach der
Einsaat (© nanoAnalytics GmbH). Im rechten Bild ist ein 100 % konfluenter MDCK Zellen Monolayer abgebildet
(d 3-5).

Der GrofRenbalken entspricht 100 um.

Konnte mikroskopisch ein dichter Monolayer der MDCK bzw. bEnd.3 Zellen festgestellt werden,
wurde der transzelluldre elektrische Wiederstand (TER) zwischen dem apikalen und basalen
Kompartiment im Zellkultursystem mit einem Volt-Ohm-Meter gemessen. Die Bestimmung des
vertikalen lonenstroms zwischen diesen flissigkeitsgefiillten Bereichen gibt Auskunft Uber die
Dichtheit der Zellbarriere. Alle angegebenen TER-Werte sind auf 1 cm? normalisiert worden [Q*cmz],

nachdem der Grundwiderstand der leeren, beschichteten Filtermembran (~*170 Q*cm?) abgezogen
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wurde. Ein Zell-Monolayer wurde nur dann fiir ein Experiment verwendet, wenn der gemessene
Widerstand mindestens 220 Q*cm? aufwies. GemaR Arbeiten anderen Gruppen [241], kann davon
ausgegangen werden, dass bei diesem TER Wert eine dichte Zellbarriere vorliegt. Bei den TER-
Messungen konfluenter bEnd.3 Zellen wurde festgestellt, dass sich keine dichte Barriere zwischen
den Zellen ausbildete, da der Widerstand eines dichten Monolayers kaum hoéher war als der
Widerstand des leeren Filtereinsatzes. Aus diesem Grund wurde auf die Verwendung von bEnd.3
Zellen fur Transzytose-Experimente komplett verzichtet. Die MDCK Zellen dagegen bildeten nach 3-5
Tagen eine dichte Zellbarriere mit einem maximalen Widerstand von 225-245 Q*cm? aus, was in

guter Ubereinstimmung mit den Daten aus der Literatur war [205; 239-240].

In einem weiteren Kontrollexperiment wurde die Funktionalitdit eines intakten MDCK
Barrieremodells mit dichten Zell-Zell-Kontakten Uber die Messung des transepithelialen
Widerstandes nach osmotischer Offnung der Zellbarriere kontrolliert. Hierfiir wurde ein dichter
Zellmonolayer mit Mannitol-Lésung inkubiert. Der TER Wert der Zellen wurde direkt nach der

Mannitolbehandlung sowie nach einer Regenerationszeit gemessen (Abb.34).

Kultivierungszeit der Zellen:
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Abb.34: Anderung des transzelluliren Widerstandes von MDCK Zellen iiber die Zeit vor und nach einer
Behandlung mit Mannitol.

1*10° MDCK Zellen wurden auf ein Filtersystem ausplattiert. Nach drei Tagen Kultivierung bei 37 °C wurde der
maximale TER Wert erreicht und die Zellen mit 1 M Mannitol fiir 15 inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden
die Zellen gewaschen und mit frischem Medium bedeckt. Der Graph zeigt die TER Werte in Q*cm’, die an den
verschiedenen Zeitpunkten gemessen wurden. Die schraffierten Balken geben die TER-Werte an, die 30, 60/,
3 h, 24 h und 48 h nach der Behandlung mit Mannitol gemessen wurden.

Die Ergebnisse zeigten, das sich die Zellbarriere mit Mannitol durch einen osmotischen Effekt wie er

auch in der Klinik zur Offnung der BHS benutzt wird [49] 6ffnen lieR, was an der deutlichen Reduktion



des TER Wertes nach 30 min. zu sehen war (Abb.34). Nach einer Regenerationszeit von 60 min.
konnte bereits wieder ein Anstieg des TER Wertes beobachtet werden, was darauf zurtickzufiihren
war, dass der osmotische Effekt des Mannitols nachliel und sich die Zellbarriere wieder schloss. Nach
24 h war der Zell-Zell-Kontakt wieder komplett hergestellt. Aufgrund des Stresses, dem die Zellen
ausgesetzt waren und des Alterungsprozesses konnte der Ausgangswert von 230 Q*cm?, der am
Tag 3 vor der Mannitolbehandlung gemessen wurde, nicht mehr ganz erreicht werden. Die Zellen
wurden durch die Mannitolbehandlung schwer beschadigt, so dass die Barrierefunktion am Tag 5
zusammenbrach und die Zellen abstarben. Dieses Experiment zeigt deutlich, dass die Offnung der
BHS in vivo mit Mannitol hohe Risiken birgt, da es zu irreversiblen Schaden der Zellen kommen kann,
die die Funktion der Zellbarriere beeintrachtigt oder es sogar zu einem kompletten Ausfall der

Schrankenfunktion kommen kann [13; 52].

Weiterhin kann die Dichtheit eines zelluldaren Schrankenmodells durch die Messung des
transzelluldaren Transportes einer FITC-Dextran Losung Uberpriift werden, da Molekiile mit einem
Molekulargewicht von mehr als 500 Da wie es dieses Molekiil mit 10 kDa hat nicht liber eine intakte
und dichte Zellbarriere (z.B. die BHS) transportiert werden [13; 52]. Fur diesen Versuch wurden
konfluente MDCK Zellen (TER > 220 Q*cm?) sowie ein Kontrollfilter ohne Zellen mit FITC-Dextran
Losung inkubiert. Da nur 0,1 % FITC-Dextran aus dem apikalen in das basale Kompartiment
gelangten, wurde davon ausgegangen, dass die Barriere aus MDCK Zellen dicht war und somit ein
unspezifischer Stofftransport (parazelluldrer Transport) verhindert wurde. Der Kontrollfilter ohne
Zellen erméglichte dagegen einen Durchtritt von 12 %. Durch ein Offnen der dichten Zellbarriere mit
Mannitol wie oben beschrieben wurde im basalen Kompartiment eine 43-fach hohere Konzentration

an FITC-Dextran (6,5 %) im Vergleich zur intakten Barriere aus MDCK Zellen gefunden (Abb.35).

Nachdem die Bedingungen zur Uberpriifung der Dichte eines MDCK Zell-Monolayers etabliert
wurden, konnten sie fiir die Kultivierung eines in vitro Barrieremodells genau definiert und fiir die

Transzytose-Experimente angewendet werden.
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Abb.35: Zelluldrer Transport von FITC-Dextran mit und ohne Offnung der Zellbarriere durch Mannitol.

Ein dichter MDCK Monolayer wurde ohne und mit Mannitolvorbehandlung mit 20 pug/ml FITC-Dextran (10 kDa)
fir 3 h bei 37 °C inkubiert und der Anteil an Dextran, der die Zellbarriere passiert hatte, photometrisch
(Fex 490 nm und F., 520 nm) bestimmt. Zusatzlich wurde ein Transwell-Filter ohne Zellen (Kontrolle) unter
gleichen experimentellen Bedingungen behandelt und gemessen. Der Graph zeigt die Menge an FITC-Dextran
in pg/ml, die jeweils im apikalen und basalen Kompartiment gemessen wurde. Jeder Wert reprasentiert den
Mittelwert + S.D. aus drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen.

112% Durchtritt; 2 0,1 % Durchtritt; 3 6,5 % Durchtritt.

4.10.2. in vitro Quantifizierung der Permeationsrate

Zur Durchfiihrung der Transzytose-Experimente wurde die kontinuierlich wachsende epitheliale
Zelllinie MDCK als Monokultur-Modell verwendet (siehe Modellbeschreibungen 4.10.). MDCK-
Zellbarrieren sind als funktionales Schrankenmodell in der Forschung weit verbreitet und gut
etabliert [205; 239-240]. Diese Zellen sind in der Lage, innerhalb weniger Tage einen sehr dichten
Monolayer auszubilden, ohne dass eine Kokultivierung mit konditioniertem Medium oder anderen
Zelltypen notwendig ist. Die Zellen wurden, wie oben beschrieben (4.10.1.) kultiviert und es wurde
mit verschiedenen Methoden (optische Prifung, Messung des transzelluldren Wiederstandes) die
Funktionsfahigkeit der Zellbarriere untersucht. Waren die optischen und elektrochemischen
Parameter des Zellmonolayers erfiillt, wurden die Zellen mit den Formulierungen Llc,cein - L5caicein

sowie mit den oberflaichenmodifizierten Vesikeln L1c,cein-LG und L4c,in-LG behandelt (Abb.12).

Uberraschenderweise korrelierten die ermittelten Daten fiir die Transzytose-Experimente von
L1caicein - LBcaicein Nicht mit den Ergebnissen der zellularen Aufnahme. Die Liposomen L4c,.in z€igten
flir Calcein im Basalmedium die hochste Transzytoserate (Abb.36). Das Ergebnis dieses Permeations-
Versuches entspricht 3,7 % Durchtritt an Calcein, bezogen auf die Menge an liposomalem Calcein, die

auf die Zellen gegeben wurde. Im Gegensatz dazu war die zelluldre Aufnahme von den L4c,cein



Liposomen durch die MDCK Zellen deutlich geringer als z.B. fiir die DOPE enthaltenen Vesikel L3¢aicein
oder fiir die positiv geladenen Liposomen L2, .in (siehe Abb.27). Mit der Formulierung L2¢cein
wurden zwar die besten Aufnahmeergebnisse erzielt, in der Transzytose waren sie jedoch schwacher
und es konnte nur eine Rate von 2,1 % gemessen werden. Die negativ geladenen Liposomen Llcycein
erzielten ebenfalls eine Transzytoserate von 2,1 %. Noch geringer waren die Messwerte fiir L3¢cein

mit 1,1 % und die sterisch stabilisierten Liposomen L5¢;cein Mit 1,3 % (Abb.36).
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Abb.36: Transzytose von liposomalem Calcein durch einen dichten MDCK Monolayer.

Ein dichter MDCK Monolayer wurde mit den liposomalen Formulierungen Llcycein - LScacein flr 24 h bei 37 °C
inkubiert. Nach dieser Zeit wurden Proben aus dem basalen Medium entnommen und der darin enthaltene
Anteil an Calcein photometrisch (F., 485 nm und F.,, 538 nm) bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden zu der
Menge an Calcein in Relation gesetzt, die auf den Zellmonolayer gegeben wurden. Der Graph zeigt die relative
Menge an Calcein in %, die die Zellbarriere Gberwinden konnte. Jeder Wert reprasentiert den Mittelwert + S.D.
aus zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen, die in einer Dreifachbestimmung
gemessen wurden.

* signifikant unterschiedlich zu allen anderen Formulierungen (p < 0,001).

Das zeigt, dass eine hohe zelluldre Aufnahme in MDCK Zellen nicht zwingend mit einer hohen
Transzytose korrelieren muss, da die zelluldre Aufnahme fiir die Formulierungen L2c,icein UNd L3caicein
am hochsten und zudem signifikant unterschiedlich zu den Liposomen Llcacein, LAcaicein UNd L5caicein
war. Die signifikant héchste Transzytoserate wurde dagegen mit der Formulierung Léc,iein €rreicht.
Diese Beobachtungen lassen darauf schlief3en, dass den Vorgangen der zellularen Aufnahme und der
Transzytose unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen, die wiederum sehr stark von den
Membraneigenschaften der liposomalen Formulierungen abhdngen. Am Beispiel der Liposomen
L3caicein UNd Llcein konnte gezeigt werden, dass der Einbau des Helferlipides DOPE zu einer
verbesserten zellularen Aufnahme von Vesikeln fihrt (L3cacein). Das lasst sich Uber eine Steigerung

der Fluiditat in den oberflichennahen Membranbereichen erklaren, die nicht durch andere Lipide



eingeschrankt wird wie es durch den erhéhten Anteil von PC und der damit einhergehenden

Stabilisierung der Membran bei der Formulierung L4c,ein €intritt.

Eine andere Erklarung fur diese Beobachtungen waére, dass beide DOPE enthaltenen Formulierungen
gut von den Zellen aufgenommen werden. Die Formulierung L4c,in ist jedoch, zusammen-
setzungsbedingt im Vergleich zu L3¢, in instabiler (siehe Stabilitdtsexperimente). Das lasst vermuten,
dass das aufgenommene Calcein bereits in der Zelle freigesetzt wurde und dann sofort durch einen
aktiven Ricktransport zu beiden Seiten der Zelle (apikal und basal) schnell wieder ausgeschleust
wurde [234], wodurch sich die niedrigen Werte fir die zelluldare Aufnahme und die hoheren
Transzytosewerte fir Lc.in €rkldren lassen. Doch nicht nur die Fluiditdt der Membran spielt eine
Rolle bei der zellularen Aufnahme und dem Transport von Vesikeln, sondern auch die Ladung der
Liposomen, was eindeutig durch die Formulierung L2, c.in belegt werden konnte. Diese Formulierung
zeigte eine sehr starke Akkumulation an der Zellmembran mit vermutlich anschlielender Endozytose
oder Makropinozytose, wie bei Huth beschrieben [235] und flihrte daher zu hohen Werten fiir die
zellulare Aufnahme (siehe Abb.28). Da sich jedoch die Vesikel aufgrund ihrer Ladung
hochstwahrscheinlich nur teilweise wieder von der Membran der Zellen 16sen (siehe Abb.31), gelangt
entsprechend weniger Calcein in das basale Kompartiment. Die negativ geladenen Kontrollliposomen
L1lcacein, Ohne eine Modifizierung in der Lipidzusammensetzung, bewirken keinen besonders starken
Durchtritt fur Calcein. Auch eine sterische Stabilisierung mit PEG,q0-PE wie sie bei den Vesikeln
L5¢acein angewendet wurde war nachteilig fir die Transzytoserate, denn sie fiihrte zu einem sehr
geringen Transport des Calceins ins basale Kompartiment. Dieser Effekt lasst sich durch die
Abschirmung der Lipidmembran durch die PEG,q0-PE-Ketten erkldren, wodurch es wahrscheinlich zu
einer geringeren Interaktion zwischen den Liposomen und der Zellmembran kommt. Aufgrund der
vorhandenen Resultate der Aufnahme- und Transzytose-Experimente und der daraus resultierenden
Erkenntnisse Uber das Verhalten der verschieden zusammengesetzten Liposomen ist davon
auszugehen, dass die Formulierungen L1ccein-L5caicein VOrwiegend durch passive Transportprozesse in

bzw. durch die MDCK Zellen gelangten.

Um den Transport durch eine zellulare Barriere zu verstarken, wurden neben den Formulierungen
L1cacein UNd LAcacein die oberflichenmodifizierten Liposomen Llcycein-LG und L4c..in-LG getestet, die
Uber aktive Transportprozesse zu einer verstarkten Transzytoserate fihren sollten. Es wurden diese
beiden liposomalen Formulierungen ausgewahlt, da die Vesikel L4¢,ein die beste Transzytoserate fir
Calcein zeigten und Llccein Wiederum als Kontrollformulierung eingesetzt wurde. In Abbildung 37

sind die Ergebnisse dieser Transzytose-Experimente dargestellt.
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Abb.37: Transzytose von liposomalem Calcein durch einen dichten MDCK Monolayer in Abhédngigkeit von
der liposomalen Formulierung.

Ein dichter MDCK Monolayer wurde mit den Liposomen Llcicein, Llcaicein-LG, L8cacein UNd Llcaicein-LG mit
75 nmol TL/ml bei 37 °C fir 24 h inkubiert. Nach dieser Zeit wurden Proben aus dem basalen Medium
entnommen und photometrisch (Fe, 485 nm und F.,, 538 nm) gemessen. Die Graphik zeigt die Menge an
Calcein in nmol/Well, die die Zellbarriere Uberwinden konnte. Jeder Wert reprasentiert den Mittelwert + S.D.
aus drei unabhdngig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen, die in Doppelbestimmungen gemessen
wurden.

* signifikant verschieden zu den Formulierungen L1ccein Und L4 coicein (P < 0,001);
** signifikant verschieden zur Formulierung L1c,icein (P < 0,05).

Bei beiden Formulierungen L1cycein-LG und L4c,icein-LG war aufgrund der Oberflaichenmodifizierung ein
signifikant hoherer Durchtritt des Calceins von mehr als 50 % durch die Zellbarriere zu sehen. Des
Weiteren kam es durch die nachgewiesene hohe Rezeptorausstattung der MDCK Zellen mit dem LRP
zu einer verstarkten Interaktion der ligandentragenden Liposomen mit der Zellmembran, was zu
einer aktiven Aufnahme fiihren kénnte. Aus diesem Grund konnte nicht nur die zelluldre Aufnahme
deutlich erhéht werden, sondern auch und die Transzytoseeffizienz. Dabei waren die Liposomen
L4c,iein-LG mit 0,121 nmol/Well deutlich besser als Llcein-LG mit 0,087 nmol/Well (Abb.37).
Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass bei der Formulierung L4c,.in-LG sowohl die
Fluiditdt der Liposomenmembran (Kombination der Helferlipide DOPE und OPP) als auch das
Targeting einen Effekt auf die verstarkte Aufnahme und Transzytose hatten, wahrend bei den
Liposomen Llcyein-LG nur der aktive LRP vermittelte Transport zu hoheren Aufnahme- und

Transzytoseraten flhrte.



4.11. in vitro Priifung auf Toxizitdt von verschiedenen Liposomen

In einem Zell-Vitalitdts-Assay (MTT-Assay) wurde die Proliferationshemmung ausgewahlter
liposomaler Formulierungen (L1yro, L4mro, L1mro-LG und L4y1o-LG), die in den in vivo Experimenten
eingesetzt werden sollten, auf die Zellen MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3 bestimmt. Von einer
gemessenen Wachstumshemmung der Zellen sollten Riickschliisse auf das Ansprechen von
Tumorzellen auf das liposomal verkapselte Zytostatikum MTO bzw. die zu erwartenden
Nebenwirkungen fiir gesundes Gewebe gezogen werden. Des Weiteren konnte die Toxizitat von

Membranlipiden (z.B. OPP) bestimmt werden.

Die Sensitivitat der Zellen gegentliber liposomal verkapseltem MTO war fir die MT-3 Zellen mit einem
ICso-Wert zwischen 0,004 — 0,010 pg/ml am groRten und nahm in der Reihenfolge U373 MG
(0,029 — 0,065 pg/ml) > b.End.3 (0,036 — 0,071 pug/ml) > MDCK Zellen (0,035 — 0,077 pg/ml) ab

(Tab.14).
Bezeichnung MTO L1yo L1yto-LG L4mro L4yro-LG L4pgs
0,089 0,061 0,077 0,035 0,065 3,502
MDCK
+ 0,048 +0,017 +0,034 +0,017 +0,038 +0,928
0,053 0,058 0,071 0,036 0,044
bEnd.3 > 10,0
+0,025 + 0,012 + 0,041 + 0,002 + 0,006
0,040 0,047 0,065 0,029 0,035
U373 MG > 10,0
+0,011 + 0,009 +0,014 + 0,004 +0,011
MT-3 0,005 0,010 0,010 0,004 0,005 2,961
+ 0,004 + 0,004 + 0,002 + 0,002 + 0,002 +1,335

Tab.14: Wachstumshemmung (1Cs,) verschiedener Zelllinien nach Inkubation mit MTO-haltigen
Liposomen und dem freien Wirkstoff.

Die MTO Konzentration [ug/ml] + S.D. die zu einer 50 %igen Wachstumshemmung (ICs) von
MDCK, bEnd.3, U373 MG und MT-3 Zellen mit MTO haltigen Liposomen und freiem Wirkstoff
flhrte, wurde nach einer 4-tagiger Inkubation bestimmt.

Bezogen auf die Tumorzellen war die MTO enthaltene Formulierungen L4yo in ihrer Wirksamkeit
bzw. Toxizitdt mit dem freien MTO vergleichbar, unabhingig vom Vorhandensein eines Liganden.
Dagegen zeichnet sich tendenziell eine geringere Toxizitat der Liposomen Llyro und Llygo-LG
gegeniber den MT-3 sowie U373 MG Zellen ab. Dieses Ergebnis lasst darauf schlieRen, dass MTO zu
einem groéReren Teil aus den Liposomen L4yro und L4yro-LG als aus Llyo und Llyro-LG freigesetzt
wurde. Bezogen auf die gemessene Freisetzung in Serum, die mit den Calcein beladene Liposomen
bestimmt wurde, korrelieren die ermittelten Daten sehr gut miteinander, da auch die fluiden

Liposomen Ldc,ein Schneller freisetzten als die rigidere und damit stabilere Formulierung Llcacein



Gegenilber den Endothelzellen bEnd.3 und den Nierenepithelzellen MDCK waren die Liposomen
L4\ir0 im Vergleich zum freien Wirkstoff deutlich toxischer. Die {ibrigen Liposomen waren mit dem
freien MTO in ihrer Toxizitdt vergleichbar. Diesen Daten ist zu entnehmen, dass die Formulierung
L4\ro bei einer in vivo Anwendung zu héheren Nebenwirkungen (Nephrotoxizitdt) fihren kdnnte als
die Liposomen L4y10-LG, L1yo und L1lyro-LG bzw. das freie MTO. Des Weiteren ist den 1C5o-Werten
der Tabelle 14 zu entnehmen, dass epitheliale (MDCK) und endotheliale (bEnd.3) Zellen um das
zweifache weniger sensitiv auf das Zytostatikum MTO reagierten als die Tumorzellen, wobei die
Formulierung L1ymo weniger zytotoxisch wirkte als L4yro. Die PBS enthaltene Kontrollformulierung
(L4pgs) zeigte keine toxische Wirkung auf die getesteten Zellen, was die physiologische Vertraglichkeit

der Lipidzusammensetzung belegt.

4.12. Therapieversuche am Hirnmetastasenmodell in der Nude-Maus

Die Testung der therapeutischen Wirksamkeit der ausgewahlten liposomalen Formulierungen (L1yro,
L4yiro, L1yro-LG und L4y10-LG) erfolgte mit einem humanen MT-3 Brustkrebs-Xenograftmodell in der
Maus. Klinische Studien zur Therapie von primdren Hirntumoren (z.B. Glioblastom) mit liposomal
verkapselten Zytostatika wurden schon in der Literatur beschrieben. Es konnte bereits in klinischen
Studien gezeigt werden, dass die Kombination von einer systemischen Temozolamidbehandlung mit
einer lokalen Behandlung mit MTO bzw. MTO haltige Mikrospharen bei der Therapie von malignen
Glioblastomen (Grad 3 und 4) die Uberlebensraten gegeniiber der alleinigen systemischen
Temozolamidgabe deutlich verbessern konnte [242-243]. Unter diesen Bedingungen konnte auch die
therapeutische Wirkung weiterer Zytostatika beladener Liposomen (z.B. Doxorubicin) bei der lokalen
Behandlung von Glioblastomen durch Boiardi nachgewiesen werden [242; 244]. Dennoch wird MTO
(Abb.17) nach dem heutigen Wissensstand bisher nicht zur systemischen Behandlung von
Primartumoren oder Metastasen im Gehirn in der Klinik eingesetzt. MTO wird klinisch hauptsachlich
zur Behandlung des fortgeschrittenen und/oder metastasierten Mammakarzinoms verwendet.
Weitere Anwendungsgebiete sind das Non-Hodgkin-Lymphom, die akute myeloische Leukdmie des

Erwachsenen und die Therapie des fortgeschrittenen und hormonresistenten Prostatakarzinoms.

Fir die Testung der MTO beladenen Liposomen L1y, L4wro, L1vro-LG und L4yro-LG in vivo wurde
daher kein Primartumormodell wie das Glioblastommodell (U373 MG) ausgewdhlt sondern ein
Hirnmetastasenmodell mit humanen MT-3 Brustkrebszellen. Der Zytotoxizitdtsassay (siehe Tab.14)
zeigte, dass MT-3 Zellen wesentlich besser auf die MTO haltigen Formulierungen ansprechen als die
humanen U373 MG Zellen. Des Weiteren sprach fir das MT-3 Metastasenmodell das
Wachstumsverhalten der Zelllinien im Tier. Zur Etablierung des Hirntumor-Xenograftmodells wurden

Wachstumsversuche mit MT-3 und U373 MG Zellen mit unterschiedlichen Zellzahlen und



verschiedenen Wachstumszeitraumen durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich groRe Unterschiede im
Wachstumsverhalten der beiden Zelllinien. U373 MG Zellen wuchsen in der Nude-Maus wesentlich
schlechter an und bildeten sehr diffuse Tumoren im Gehirn, die sehr schlecht auswertbar waren.
Dagegen konnte nach der intrazerebralen Injektion von MT-3 Zellen nach etwa 14 Tagen ein klar
abgegrenzter Tumor erhalten werden, dessen Grofle gut quantifizierbar war. Im Versuch selbst
wurde zusatzlich noch ein s.c. MT-3 Tumor im gleichen Tier erzeugt, um die Wirksamkeit des MTOs

im Verlauf des Experimentes direkt verfolgen zu konnen (Abb.38).

Im Therapieversuch erfolgte eine dreimalige (d 3, d 7 und d 10) systemische Behandlung mit
4 mg MTO/kg Korpergewicht der Formulierungen Llyro, L4mro, Llumro-LG und L4y0-LG sowie des
freien Wirkstoffes MTO. Diese Dosis lag unter der bei einmaliger Gabe zuvor ermittelten maximal
tolerierbaren Dosis (MTD) von 8 mg MTO/kg Korpergewicht. Um den therapeutischen Effekt zu
verstarken und um eine Dosierung im toxischen Bereich zu vermeiden, wurden die Tiere mit 4 mg
MTO/kg Korpergewicht mehrfach in Abstdanden von mehreren Tagen behandelt. Zur Beurteilung des
therapeutischen Effektes wurden neben dem Ansprechen des Tumors auf den Wirkstoff auch die
unerwiinschten und zumeist toxischen Begleiterscheinungen (Nebenwirkungen) erfasst.
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Abb.38: Wachstumshemmung des s.c. implantierten humanen MT-3 Tumors wahrend der Behandlung mit
MTO-haltigen Liposomen und dem freien Wirkstoff MTO.

Je NMRI:nu/nu Maus wurden 5*10° MT-3 Zellen in die linke Flanke implantiert. Die Tiere wurden mit den
Formulierungen L1yro, L4yro, L1vto-LG und L4y1o-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 4 mg/kg
bzw. die Kontrollgruppe mit Kochsalzlosung i.v. behandelt (rote Pfeile = Behandlungstage). Die Abbildung zeigt
das relative Tumorvolumen (RTV). Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von zwei unabhangig voneinander
durchgefiihrten Einzelmessungen und sind als Mittelwerte angegeben (n: 7-16).

* Einzelne Tiere (3) sind in der MTO-Gruppe aufgrund toxisch Begleiterscheinungen nach der dritten
Behandlung verstorben.



In Abbildung 38 sind die Tumorwachstumskurven (relatives Tumorvolumen; RTV) fir den s.c. Tumor
dargestellt. Die Daten zeigen ein deutliches Ansprechen des s.c. Tumors auf alle liposomalen
Formulierungen und auf den freien Wirkstoff MTO. Die Wirksamkeit war vergleichbar und fihrte zu

einer Reduktion des RTV von bis zu 86 % am Tag 22.

Das Ansprechen des intrazerebralen Tumors auf die Behandlung wurde Uber die Auswertung von
Hirnschnitten ermittelt. Hierflir wurden von den entnommenen Gehirnen Gefrierschnitte angefertigt,
die mit Kresylviolett gefarbt wurden (Bsp. Abb.29). Zur Bestimmung der intrazerebralen Tumorflache
wurde das Schnittpraparat mit dem gréBten Tumordurchmesser eingescannt und daraus die
individuelle Hirntumorflache kalkuliert. Alle liposomalen Formulierungen sowie der freie Wirkstoff

MTO bewirkten eine signifikante Wachstumshemmung des Hirntumors (Abb.39).
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Abb.39: Hemmung des im Gehirn wachsenden humanen MT-3 Tumors durch MTO-haltige Liposomen und
den freien Wirkstoff MTO.

Je Tier wurden 5*10° MT-3 Zellen intrazerebral implantiert. Die Mause wurden mit den Formulierungen L1yqo,
L4vro, Llyro-LG und L4yro-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 4 mg/kg bzw. die
Kontrollgruppe mit Kochsalzlésung, i.v. behandelt. Am Tag 22 wurden die Tiere getdtet und von den
entnommenen Gehirnen Schnittpraparate angefertigt. Nach Farbung des Tumorareals mit Kresylviolett wurden
diese mikroskopisch eingescannt und vermessen. Die Balken in der Abbildung zeigen die mittlere Tumorflache
[mm?] +S.D. der jeweiligen Gruppe von zwei unabhingig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen (n: 7-
16). Die Fotos liber dem Balken der Behandlungsgruppe zeigen ein reprasentatives Schnittpraparat eines
Gehirns mit angefarbter Tumorflache.

* signifikant verschieden zur Kontrollgruppe (p < 0,05);

** signifikant verschieden zur Kontrollgruppe und zur MTO Gruppe (p < 0,05);
einzelne Tiere (3) sind aufgrund toxisch Begleiterscheinungen nach der dritten Behandlung verstorben.



Mit freiem MTO wurde eine Hemmung von 51 % gegenliber der Kontrollgruppe gemessen. Die
Formulierung L1yro-LG erzielte mit 53 % ein dhnliches Ergebnis. Die Liganden freien Liposomen L1yro
zeigten mit 62 % eine bessere Wachstumshemmung, die jedoch nicht signifikant verschieden zu den
Werten des freien Wirkstoffes waren. Signifikant besser als das freie MTO waren die fluiden
Formulierungen L4yo und L4y10-LG, die mit 64 % und 73 % die starkste Wachstumshemmung des i.c.
Tumors erreichten. Zwischen den liposomalen Formulierungen konnte eine Tendenz zur besseren
Wirksamkeit von den L4yr0-LG Liposomen beobachtet werden, die jedoch nicht signifikant

unterschiedlich zur Wachstumshemmung der Liposomen L4y ist.

Zur Beurteilung des gesamten therapeutischen Spektrums der Liposomen wurden zusatzlich zur
hemmenden Wirkung auf die s.c. und i.c. Tumoren die unerwiinschten Begleiterscheinungen
(Nebenwirkungen) der liposomalen Formulierungen sowie des freien MTO charakterisiert. Die
toxischen Nebenwirkungen des MTO zeigten sich durch ein anormales physisches (Kérpergewicht,
Blutbild, krankhafte Erscheinungen) und psychisches Verhalten der Tiere.

Eine Erfassung der unerwiinschten Begleiterscheinungen ist fir die klinische Anwendung von
zytotoxisch wirksamen Arzneistoffen von groRer Bedeutung, da die Vertraglichkeit eines
Medikamentes entscheidend fir die Akzeptanz beim Patienten ist. Wie bereits im Zytotoxizitatstest
mit den Liposomen Llyro, L4mro, Llmro-LG und LAyro-LG dargestellt, hat MTO nicht nur toxische
Wirkungen auf Tumorzellen, sondern auch auf normale Kérperzellen (z.B. Epithelzellen der Niere
oder des Darms, endotheliale Koérperzellen, siehe Tab.14). Ausgehend von den in vitro erhaltenen
Daten, wurde bei der in vivo Anwendung von einer hohen Toxizitdt der Liposomen Léyro
ausgegangen, die sich aber nicht bestatigte. Bei der Behandlung der Tiere mit freiem MTO traten
teilweise schwere Nebenwirkungen wie Durchfall, Dehydratation und Hautverdnderungen auf, die
sich in einem starken Gewichtsverlust von bis zu 36 % manifestierten (Abb.40). Bei der Obduktion der
Tiere konnten weitere toxische Gewebeschdden (verkleinerte Nieren, Irritationen der Harnwege,
Entziindungen des Darmgewebes) festgestellt werden, die durch die Toxizitdt von MTO auf schnell
proliferierende Zellen wie Nierenepithel- oder Darmepithelzellen (Darmschleimhaut) zu erklaren
sind. Durch die Gabe der liposomalen Formulierungen Llyro, L4wro, L1uo-LG und L4yro-LG mit der
gleichen Wirkstoffdosis (4 mg/kg) konnten die toxischen Begleiterscheinungen deutlich reduziert
werden (Tab.15). Es ist bekannt, dass liposomale Formulierungen durch die Abschirmung des
Arzneistoffes zu einer Verringerung der Nebenwirkungen fiihren kdnnen (Bsp. Doxil®). Des Weiteren
kam es zu einer langsameren Freisetzung des MTO lber den Behandlungszeitraum, was wiederum zu
einer unterschiedlichen Verteilung im Organismus fiihrte.

Eine weitere, in der Fachliteratur beschriebene Nebenwirkung [245], die Knochenmarksdepression,

war deutlich in den Blutbildern zu erkennen. Es kam zu einer starken Abnahme der weilen



Korpergewichtsanderungen [%]

IV. Ergebnisse und Diskussion

Blutkdrperchen und der Blutpldattchen mit allen liposomalen Formulierungen und dem freien
Wirkstoff (Abb.40). Nach 12 Tagen erreichte die Zahl der weiBen Blutkérperchen wieder das

urspriingliche Niveau.
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Abb.40: Unerwiinschte Begleiterscheinungen der Behandlung mit MTO-haltigen Liposomen und dem freien

Wirkstoff MTO.

Links: Darstellung der Kérpergewichtsdanderung der Tiere nach der Behandlung mit den Formulierungen L1yro,
L4yiro, Llyro-LG und L4yro-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 4 mg/kg bzw. mit
Kochsalzlésung (Kontrollgruppe). Die roten Pfeile zeigen jeweils den Tag der Behandlung an. Die Daten
reprasentieren die Ergebnisse von zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen und sind als
Mittelwerte angegeben (n: 7-16).

* signifikant verschieden zur Kontrollgruppe (p < 0,05);

** signifikant verschieden zur Kontrollgruppe und zur Formulierung L4y1o-LG (p < 0,05);
einzelne Tiere (3) sind aufgrund toxisch Begleiterscheinungen nach der dritten Behandlung verstorben.

Rechts: Die Balken zeigen die Zahl der weiRen Blutzellen [106 Zellen/ml], die im Blut der Mause am Tag 5
gemessen wurden. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.D. (n: 10-16).

* signifikant verschieden zur Kontrollgruppe (p < 0,05).

- kein Effekt x leichter Effekt xx starker Effekt xxx sehr starker Effekt

Tab.15: Unerwiinschte Begleiterscheinungen der verwendeten Therapeutika.
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Mit diesen Daten konnte gezeigt werden, dass liposomale Tragersysteme die Therapie von schwer zu
behandelnden Hirnmetastasen im Gehirn verbessern koénnen, sowohl bezogen auf die
Wachstumshemmung des Tumors, als auch auf die Verbesserung des Nebenwirkungsspektrums.
Dennoch wurde der therapeutische Effekt vorwiegend durch die spezielle Lipidzusammensetzung
(Kombination von DOPE und OPP) und dem damit entstandenen ,slow release” Effekt beeinflusst.
Mit der Kopplung eines Liganden an die Liposomenoberflaiche konnte dagegen keine signifikante

Verbesserung der therapeutischen Wirkung erreicht werden.

4.13. Pharmakokinetische Studien

Die zeitabhdngigen Konzentrationsverldufe von Arzneistoffen im Koérper kdnnen durch
pharmakokinetische Studien untersucht werden. Zur quantitativen Analyse der zeitlichen Verteilung
und Umsetzung (dc/dt) eines Wirkstoffes werden Simulationen des zeitlichen und raumlichen Ablaufs
durch Reaktionsmodelle und Reaktionsgleichungen herangezogen. Wichtige Parameter, die durch
diese Modelle bestimmt werden und Informationen zur Bioverfiigbarkeit, Verteilung, Metabolismus

und Exkretion eines Arzneistoffs geben, sind:

+ die Fliche unter der Konzentrations-Zeit-Kurve AUC [mg*h*|™]
+ die Halbwertszeit ty, [h]

+ das Verteilungsvolumen Vd []

+ die Clearance Cl [I/h]

* die mittlere Verweildauer im Kérper MRT [h].

Zur Durchfiihrung der PK Studie wurde ein humanes MT-3 Brustkrebs-Xenograftmodell in der Maus
verwendet. Hierzu wurden den Tieren MT-3 Zellen s.c. in die linke Flanke appliziert. Die Behandlung
der Mause erfolgte zwei Wochen spater mit MTO enthaltenen Liposomen (L4yo und L4y10-LG) oder
dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 5 mg MTO/kg Koérpergewicht. Diese Dosis wurde
gewahlt um MTO chromatographisch mittels HPLC nachweisen zu kénnen. Die Validierung des
Messbereiches der verwendeten HPLC Methode erfolgte durch die mehrfache Messung
unterschiedlicher MTO Konzentrationen aus denen mit der Software DINTEST eine Kalibriergerade
von MTO nach DIN 32645 erstellt wurde. Mit dieser Kalibriergerade wurden die Konzentrationen der
Proben oberhalb der berechneten Bestimmungsgrenze ermittelt.

Zur weiteren Validierung der HPLC Methode wurde die Wiederfindungsrate (Reproduzierbarkeit der
Methode) von MTO nach der Aufarbeitung aus biologischen Proben bestimmt. Fir die

Wiederfindungsrate bei Plasmaproben zeigte sich eine Abhdngigkeit vom Zeitpunkt der Aufarbeitung.



Es konnten bei einer zeitnahen Aufarbeitung der Plasmaproben Wiederfindungsraten zwischen 62
und 93 % erreicht werden. Wurden die Proben dagegen fiir 24 — 48 h bei -20 °C gelagert und dann
erst aufgearbeitet und analysiert, verringerte sich die Wiederfindungsrate auf bis zu 35 % (Abb.41).
Daher wurden die Proben innerhalb von 24 h nach der Entnahme aufbereitet, analysiert und die
MTO Konzentration mit einer Wiederfindungsrate von 93 % berechnet. In Abbildung 42 sind die
Wiederfindungsraten fiir Hirn, Niere, Milz Lunge, Herz, s.c. Tumor und Plasma fir 0,5 mg/| MTO
zusammengefasst und zeigen, dass Wiederfindungsraten zwischen 50,8 + 1,1 % (Milz) und 93,3 +
1,92 % (Plasma) erreicht wurden. Die MTO Konzentrationen der Organ- bzw. der Plasmaproben

wurden mit der jeweils ermittelten Wiederfindungsrate berechnet.
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Abb.41: Zeitabhdngigkeit der Wiederfindungsrate von MTO in Plasmaproben.

Zu den Plasmaproben wurden definierte Mengen an MTO zugegeben, um eine Endkonzentration zwischen
0,005 und 0,5 mg/| einzustellen. Die Proben wurden wie in Material und Methoden (3.13. Pharmakokinetische
Studien) beschrieben aufbereitet und der Wirkstoffgehalt mittels validierter HPLC Methode quantifiziert. Die
Aufarbeitung der Plasmaproben erfolgte zeitnah nach der Entnahme (1. Aufarbeitung, schwarze Kurve)
bzw. nach einer Lagerung von 24 — 48 h bei -20 °C (2. Aufarbeitung, graue Kurve). Angegeben sind die
Mittelwerte [%] von zwei bis vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen.
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Abb.42: Wiederfindungsraten fiir MTO aus biologischen Proben.

Zu den einzelnen Organen wurde MTO in einer definierten Menge zugesetzt, so dass eine Endkonzentration
von 0,5 mg/| erhalten wurde. Die Proben wurden wie in Material und Methoden (3.13. Pharmakokinetische
Studien) beschrieben aufbereitet und der Wirkstoffgehalt mittels validierter HPLC Methode quantifiziert.
Angegeben sind die Mittelwerte [%] + S.D. des jeweiligen Organs/Plasmas von zwei bis vier unabhingig
voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen.

Pharmakokinetische Untersuchungen haben ergeben, dass MTO nach i.v. Applikation schnell aus
dem Plasma eliminiert wird und ein sehr groBes Verteilungsvolumen aufgrund der breiten
Gewebeverteilung aufweist. Somit kann es bereits 5 Stunden nach einer i.v. Injektion zu deutlich
hoheren MTO Konzentrationen im Gewebe als im Plasma kommen [245]. Die MTO Konzentrationen,

die in diesem Versuch im Plasma und im Gehirn gemessen wurden, sind in Abbildung 43 dargestellt.

Es ist zu sehen, dass die liposomalen Formulierungen im Gegensatz zum freien Wirkstoff langer im
Plasma zirkulieren und somit langer verfligbar sind (Abb.43, links).In der vorliegenden Studie konnte
jedoch keine verstarkte Anreicherung von MTO durch die Liposomen L4yt und L4y1o-LG im Gehirn
nachgewiesen werden (Abb.43, rechts). Die Konzentrationen, die im Gehirn gemessen wurden,
waren sehr niedrig und die Unterschiede zwischen den einzelnen Formulierungen liegen vermutlich
im Schwankungsbereich der Messungen. Dennoch konnte eine héhere MTO Konzentration des
liposomalen Wirkstoffes im Gehirngewebe direkt nach der i.v. Applikation nachgewiesen werden
(Abb.43). Der verbesserte therapeutische Effekt der Liposomen im Vergleich zum freien Wirkstoff wie
in der Therapiestudie nachgewiesen (siehe Abb.39), kann durch eine langere Plasmahalbwertszeit fur
die Liposomen und vermutlich durch die kurzzeitige Anreicherung im Gehirn direkt nach der Injektion

erklart werden.
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Abb.43: MTO Konzentration im Plasma und im Gehirn nach der Behandlung mit MTO-haltigen Liposomen
und dem freien Wirkstoff MTO.

In der linken Abbildung ist die Plasmakonzentration von MTO in mg/l nach der Behandlung mit den
Formulierungen L4yro, L4yro-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 5 mg/kg dargestellt. Die
rechte Graphik zeigt die Konzentration von MTO in mg/gorean, die im Gehirn gemessen wurde. Dargestellt sind
die Mittelwerte + S.D.flir n=3.

Die Ergebnisse der Untersuchung des s.c. transplantierten MT-3 Tumors, die in Abbildung 44
dargestellt sind, zeigten fir die ligandentragenden Liposomen L4y10-LG eine Anreicherung von MTO
Uber die ersten 60 min. im Tumorgewebe. Mit der Formulierung L4y, o©ohne
Oberflachenmodifizierung, konnte dagegen keine Erhéhung der MTO Konzentration Uber die Zeit
erreicht werden. Ein anderes Verteilungsmuster wurde fiir den freien Wirkstoff MTO beobachtet, fir
den eine hohe Ausgangskonzentration im Tumorgewebe gemessen wurde, die dann aber sehr schnell
wieder abnahm. Diese Daten zeigen, dass das liposomal verkapselte MTO langer im Tumor verfiigbar
war, wodurch ein therapeutischer Effekt gegenlber dem freien Wirkstoff erhéht werden konnte.
Auch die vermehrte Anreicherung der oberflichenmodifizierten Liposomen, deuten auf einen Vorteil
bei der Therapie des MT-3 Tumors hin. Diese Daten korrelieren sehr gut mit den Ergebnissen der
Therapiestudie, bei der die Liposomen L4y10-LG auch einen signifikant besseren Effekt auf den Tumor
hatten als die freie Substanz. Auch die Abstufung zwischen den Formulierungen L4y;10-LG und L4yo

konnten durch das unterschiedliche Anreicherungsverhalten, das sich jedoch dhnelt, erklart werden.



s.c. Tumor

5,0x10° 1 v L4 A L4 G ® freies MTO

MTO MTO

4,0x10°

Organ

ol
| |
|

Mitoxantron Konzentration [mg/g

2,0x10°
.
Y
1,0x10° A ® E
$ 4
F's 3 %
O’O T T T T T T T T T T T //// T T T
0 50 100 150 200 250 2500 3000

Zeit [min]

Abb.44: MTO Konzentration im s.c. MT-3 Tumor nach der Behandlung mit MTO-haltigen Liposomen und

dem freien Wirkstoff MTO.

In der Abbildung ist die Konzentration von MTO in mg/gorgn im s.c. Tumor nach der Behandlung mit den
Formulierungen L4yro, L4uro-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 5 mg/kg dargestellt. Der
Graph zeigt die Mittelwerte + S.D. fiir zwei unabhangig voneinander durchgefiihrte Einzelmessungen jeweils als
Doppelbestimmung gemessen (n=3).

Die Ausscheidung von MTO erfolgt renal Gber die Nieren sowie hepatisch Uber die Leber [245], was
auch in dieser Therapiestudie aufgrund der starken gastrointestinalen Begleiterscheinungen zu
vermuten war. Die Toxizitdt von MTO auf schnell proliferierende Zellen wie das Nieren- und
Darmepithel (Darmschleimhaut), zeigte sich durch starken Durchfall und einen aufgebldhten
Unterleib am lebenden Tier sowie bei der Obduktion durch verkleinerte Nieren, Irritationen
(Rotungen) der Harnwege und Entziindungen des Darmgewebes. Klinische Studien zeigten, dass nach
der Applikation einer Einmaldosis von MTO innerhalb von 120 Stunden rund 10 % der Dosis liber den
Urin ausgeschieden wurden, wobei der groRte Teil (6,5 %) innerhalb der ersten 24 Stunden eliminiert
wird [245]. Diese schnelle Elemination wahrend der ersten 24 Stunden wurde auch in der
vorliegenden PK-Studie gefunden. Gleichzeitig zeigten sich deutliche Unterschiede in der Elimination
der liposomalen Formulierungen L4yro und L4y1o-LG im Vergleich zum freien Wirkstoff. Das freie
MTO zeigte (iber einen langen Zeitraum eine hohe Konzentration in den Nieren, wahrend das
liposomale MTO schnell ausgeschieden wurde (Abb.45, links). In der Leber waren keine Unterschiede

in der Anreicherung von MTO zwischen den Liposomen und dem freien Wirkstoff zu erkennen

(Abb.45, rechts).
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Abb.45: MTO Konzentration in den Nieren und in der Leber nach der Behandlung mit MTO-haltigen
Liposomen und dem freien Wirkstoff MTO.

In der linken Abbildung ist die Konzentration von MTO in mg/gorgan in den Nieren nach der Behandlung mit den
Formulierungen L4yro, L4yro-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von 5 mg/kg dargestellt. Die
rechte Graphik zeigt die Konzentration von MTO in mg/gorgan, die in der Leber gemessen wurde. Dargestellt sind
die Mittelwerte + S.D. flr zwei unabhdngig voneinander durchgefiihrte Einzelmessungen jeweils als
Doppelbestimmung gemessen (n=3).

In der Milz wurden groRe Unterschiede in der MTO Konzentration zwischen dem liposomalen
Wirkstoff und dem freien MTO gemessen (Tab.16). Die doppelt so groRe Anreicherung der
Liposomen ist auf das MPS zuriickzufihren, was vesikulare Strukturen aus dem Blutkreislauf abfangt
und in die Leber sowie in die Milz transportiert. Im Herzen war das Verhaltnis von freiem MTO zum
liposomalem MTO jedoch gegensatzlich. Hier reicherten sich die Liposomen rund ein Drittel weniger
an, wodurch von einer verminderten Kardiotoxizitat der liposomalen Formulierung ausgegangen
werden kann. In der Lunge konnte kein Unterschied zwischen dem liposomalen Wirkstoff und dem
freien MTO gemessen werden. Die zeitliche Anderung der MTO Konzentration in den oben
beschriebenen Organen (Milz, Herz und Lunge) ist tabellarisch zusammengefasst (Tab.16) und

graphisch im Anhang in Abbildung A und B dargestellt.
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1,60 1,41 0,49 1,00 0,96 1,04 1,56 1,71 2,02
+ + + + + + + + +
0,14 0,08 0,15 0,07 0,08 0,23 0,15 0,06 0,40
1,39 1,71 0,85 0,85 0,71 1,12 1,44 1,12 1,75
+ + ! + = ! + ! +
0,63 0,28 0,33 0,08 0,09 0,21 0,18 0,20 0,42
1,23 1,10 0,61 0,74 0,78 1,00 1,08 0,95 1,11
+ + + + + + + + +
0,21 0,14 0,17 0,11 0,14 0,23 0,14 0,09 0,20
1,15 1,17 0,57 0,61 0,61 0,79 0,82 1,00 0,98
+ + + + + + + + +
0,37 0,12 0,16 0,09 0,06 0,32 0,18 0,18 0,21
0,96 0,93 0,56 0,51 0,56 0,68 0,67 0,79 1,30
+ + + + + + + + +
0,18 0,18 0,12 0,06 0,03 0,14 0,32 0,23 0,11
1,05 1,32 0,53 0,54 0,46 0,64 0,94 0,81 1,28
+ + + ! = ! + ! +
0,15 0,44 0,04 0,10 0,05 0,11 0,05 0,11 0,11
1,13 1,16 0,49 1,13 0,42 0,48 0,89 0,77 1,03
+ + + + + + + + +
0,17 0,05 0,14 0,08 0,08 0,04 0,04 0,17 0,13

Tab.16: MTO Konzentration in der Milz, im Herzen und in der Lunge nach der Behandlung mit MTO-
haltigen Liposomen und dem freien Wirkstoff MTO.

In der Tabelle sind die Konzentrationen von MTO in mg/gorgan in der Milz, dem Herzen und in der Lunge nach
der Behandlung mit den Formulierungen L4y, L4uro-LG und dem freien Wirkstoff MTO in einer Dosis von
5 mg/kg dargestellt. Angegeben sind die Mittelwerte + S.D. fur zwei unabhangig voneinander durchgefiihrte
Einzelmessungen jeweils als Doppelbestimmung (n=3).

Fir die Ermittlung der oben beschriebenen pharmakokinetischen Parameter wurde mit Hilfe des
Akaike Informationskriterium (AIC) ein passendes Modell fir die Simulation der experimentell
ermittelten Plasmakonzentrations-Zeit-Kurven ausgewahlt. Je besser die Simulation eines Modells zu
den realen Messwerten passt, desto niedriger ist der berechnete AIC-Wert. Die Simulation wurde mit
Hilfe des Pharmakokinetikprogramms WinNonlin durchgefiihrt und auf Grundlage der AIC-Werte
wurde ein 2-Kompartiment-Modell fir i.v. Applikationen ausgewahlt (Abb.14), welches sich durch

folgende Modellgleichung beschreiben lasst:
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c(t) = C, * e(-Mxt) 4 C, * e(—Azxt)

c(t) Plasmaspiegel zum Zeitpunkt t

C, Ordinatenabschnitt 1

C, Ordinatenabschnitt 2

A Geschwindigkeitskonstante (vorwiegend fir Verteilungsvorgange)
Az Geschwindigkeitskonstante (vorwiegend fiir Eliminationsvorgénge).

Mit dieser Modellgleichung ergibt sich der fir ein 2-Kompartiment-Modell typische biphasische

Plasmakonzentrations-Zeit-Verlauf (Abb.46).

10 1

0,69

Plasmakonzentration
Plasmakonzentration

\ 2, Phase
\

\
Zeit (t} Lot {t)

Abb.46: Schematische Darstellung der Abnahme des Plasmaspiegels eines Wirkstoffes nach i.v. Applikation
bei Vorliegen eines 2-Kompartiment-Modells*.

In der linken Abbildung ist eine lineare Darstellung der Plasmakonzentration liber der Zeit zu sehen. Die rechte
Abbildung zeigt eine halblogarithmische Darstellung der Plasmakonzentration Uber der Zeit. Hierbei
charakterisiert die gestrichelte griine Linie die A;-Phase und die durchgezogene griine Linie die A,-Phase.

* Modifiziert aus Mutschler 2001 [47].

Bei einer halblogarithmischen Darstellung zeigt die erste Phase einen schnell abfallenden Verlauf, der
in erster Linie durch die Arzneistoffverteilung bestimmt wird und durch die Geschwindigkeits-
konstante A; beschrieben wird. In der zweiten, weniger steil verlaufenden Phase der
Plasmakonzentrationszeitkurve, ist die Elimination des Arzneistoffes aus dem Plasma
geschwindigkeitsbestimmend, was mit der Geschwindigkeitskonstanten A, beschrieben wird (Abb.46)

[47].



Die Ergebnisse der pharmakologischen Auswertung der Plasmakonzentration von MTO sind in
Tabelle 17 fir die einzelnen Formulierungen zusammengefasst. Die Flache unter der Konzentrations-
Zeit-Kurve (AUC), ist proportional der bioverfiigbaren Menge eines Wirkstoffes, d.h. des Anteils an
der insgesamt applizierten Menge, die in den Blutkreislauf kommt. In der vorliegenden Studie ist die
Bioverfligbarkeit (F) flr einen intravends verabreichten Arzneistoff per Definition 100 % fiur die
jeweilige Formulierung. Die unterschiedlich ermittelten Werte fir die AUC, die fiir die Liposomen
Ldyro und L4y1o-LG deutlich hoher als fir das freie MTO waren, resultieren aus der langeren
Verweildauer des liposomalen MTO im Blutkreislauf. Dadurch war das liposomale MTO fir eine
Verteilung in das umliegende Gewebe bzw. in die Organe langer verfligbar als der freie Wirkstoff.
Auch die Zeitspanne, in der sich die Konzentration des MTO im Plasma jeweils halbierte, war fir die

Liposomen hoher. Die Halbwertzeit (t;/,), beschrieben durch die Formeln:

In2
w2 =0

steht in einer festen Beziehung zu den Geschwindigkeitskonstanten der terminalen Phase A, (Abb.46)

[47].

Das in einer Zeiteinheit formal von einem Wirkstoff befreite Plasmavolumen, die Clearance oder
auch die Eliminationskapazitat ergab fiir das freie MTO einen 10-fach hoheren Wert im Vergleich zu
den MTO enthaltenen Vesikeln. Die Clearance (Cl) steht in folgender Beziehung zum

Verteilungsvolumen (V4) und zur Geschwindigkeitskonstanten der terminalen Phase (A,):

Cl = Vd *)\Z

Die Gesamtclearance (Cli) addiert sich aus der renalen und der hepatischen Clearance. Sie stellt die
Leistung aller an der Elimination beteiligten Vorgdnge dar und ist mit der Halbwertszeit (t;/;) und

dem scheinbaren Verteilungsvolumen (Vy) tber folgend Beziehung verbunden:

\Z

tyo = In2 x I
tot

Somit ist die Halbwertszeit umso kiirzer, je kleiner das Verteilungsvolumen oder je grofer die
Gesamtclearance ist [47]. Diese Erkenntnisse lassen sich auch auf die experimentellen Daten
Ubertragen, da die kiirzere Halbwertszeit (t;;;) des freien Wirkstoffes auch in einem groReren
Verteilungsvolumen (V4) miindete. Die mittlere Verweildauer im Kérper war wiederum bei den
Formulierungen L4yo und L4y0-LG deutlich hoéher als fiir das freie MTO, was auch mit der

Halbwertszeit (t;/;) korrelierte.
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0,536 + 1,61 % 6,376 + 6,44 % 6,179 + 9,45 %
0,078 + 2,52 % 0,209 + 19,91 % 0,147 + 16,22 %
0,074 + 9,73 % 0,029 +9,12 % 0,031 + 15,89 %
0,233 +1,61% 0,020 + 6,45 % 0,020 + 9,46 %
0,318 + 11,14 % 1,472 + 14,01 % 1,515 + 24,06 %
AUCjiposomal » AUCkrei t1/2 liposomal > t1/2 frei Cliiposomal &< Clrei Vdiiposomal < Vsrei

Tab.17: Pharmakokinetische Parameter der MTO Konzentrationsverteilung im Plasma.

Die MTO Konzentrationsverteilung im Plasma wurde mit Hilfe eines 2-Kompartiment-Modells berechnet.
Die dargestellten Abweichungen (+) beziehen sich auf Unterschiede zwischen den realen Messwerten und
den berechneten Parametern aus dem theoretischen Modell.

Diese berechneten Werte spiegelten sich auch in den simulierten Modellparametern wieder wie den

Geschwindigkeitskonstanten kg, ki, und k,; die in Tabelle 18 zusammengefasst sind.

8,87 + 0,22

3,32 + 0,66 4,72 + 0,77

2,83 +0,15 10,02 + 2,09 8,74 + 1,07

1,55+0,18 2,58 + 0,25 1,42 + 0,20

Tab.18: Ermittelte Modell-Parameter fiir das 2-Kompartiment-Modell zur Auswertung

der MTO Konzentration im Plasma.

Die dargestellten Abweichungen (+) beziehen sich auf Unterschiede zwischen den realen
Messwerten und den berechneten Parametern aus dem theoretischen Modell.

Da es sich bei dem verwendeten Modell um ein i.v. Bolus Modell handelte, gibt es keine
Diffusionskonstante ky; in das Kompartiment 1 hinein. Die Konstante k;, steht fiir den Transport

(Diffusion) des Wirkstoffes, der eventuell noch liposomal verkapselt vorliegt, aus dem ersten
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Kompartiment in das Kompartiment 2, wobei k,; die Elimination des womdglich schon freien MTO
aus dem Kompartiment 2 zurlick in das erste kennzeichnet. Die Eliminationsgeschwindigkeit aus dem

Kompartiment 1 wird hierbei mit k,o bezeichnet.

Die pharmakologischen Daten zeigen einen deutlichen Vorteil fir die Liposomen L4y und L4y1o-LG
gegeniber dem freien Wirkstoff MTO, obwohl keine direkte Anreicherung der Vesikel im Gehirn
gemessen werden konnte. Dagegen konnte eine ansteigende MTO Konzentration fiir die Liposomen
L4y10-LG im s.c. MT-3 Tumor gezeigt werden. Der Unterschied zwischen der Formulierung L4yo und
den oberflachenmodifizierten Vesikeln L4\o-LG, die in der Therapiestudie zu sehen waren (Abb.39),
konnten nicht mit den PK-Daten fir das Gehirn, aber mit den Ergebnissen des s.c. Tumors der PK-
Studie belegt werden. Dennoch ist eine Anreicherung der ligandenhaltigen Liposomen durch die
langere Zirkulation im Plasma und die gute Rezeptorausstattung der MT-3 Zellen im intrazerebralen
Tumor wahrscheinlich und kénnte somit den therapeutischen Effekt der Formulierung L4yro-LG

(Abb.39) erklaren.
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V. Schlussfolgerungen und Ausblick

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung und Charakterisierung eines effektiven liposomalen
Tragersystems zur Uberwindung der BHS, um die Therapie von Hirnmetastasen zu verbessern.

Um dieses Ziel zu erreichen, wurden die Vesikeleigenschaften optimiert und die Liposomen mit einer
Peptidsequenz (Angiopeptid 2) als Ligand fiir ein aktives Targeting modifiziert. Diese , Trojan Horse”
Liposomen erfillten die Erwartungen in vitro, indem sie am besten zelluldar aufgenommen wurden
und auch in der Lage waren, eine dichte Zellbarriere effektiv zu (iberwinden. In anschliefenden in
vivo Untersuchungen konnte dann gezeigt werden, dass diese THL eine signifikante Verbesserung der
therapeutischen Wirkung hinsichtlich der Hemmung des Tumorwachstums und der Verringerung der
Nebenwirkungen im Vergleich zum freien Wirkstoff erzielen. Hierbei war der Effekt, der mit den
ligandentragenden Liposomen erreicht wurde, besser als der mit vergleichbaren fluiden Liposomen
ohne Liganden, jedoch noch nicht statistisch signifikant. Aufgrund dieser Datenlage ist davon
auszugehen, dass der verbesserte therapeutische Effekt wahrscheinlich durch einen ,slow release”

Effekt dieser fluiden Liposomen erzielt werden konnte.

WeiterfUihrende Studien missen nun zeigen, dass der erzielte therapeutische Effekt der THL noch
optimierbar ist, indem entweder andere Wirkstoffe verkapselt werden, deren Schrankengangigkeit
schlechter ist als die von MTO, oder die gewonnenen Erfahrungen auf ein anderes Targetingsystem
Ubertragen werden.

Die bisherigen Ergebnisse bilden eine Basis fiir die weitere Optimierung von Trdgersystemen, die in
der Lage sind die BHS zu (berwinden. Da ein groRer Bedarf an einer Verbesserung der
Therapiemoglichkeiten von Hirntumoren und Hirnmetastasen besteht, sollte das Potential der THL
fir die Entwicklung von neuen, wirkungsvollen Therapeutika zur Behandlung von zerebralen
Krebserkrankungen genutzt werden. Das hier entwickelte liposomale Tragersystem kann die
Grundlage fir eine Plattformtechnologie bilden, die nicht nur zur systemischen Therapie von
Hirntumoren angewendet werden kann, sondern auch fiir andere schwere ZNS Erkrankungen

eingesetzt werden kdnnte.
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VI. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Herstellung von ,Trojan Horse“- Liposomen zur
systemischen Therapie von Hirntumoren und Metastasen durch eine Verbesserung des aktiven
Transportes durch die BHS. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde ein oberflaichenmodifiziertes
liposomales Tragersystem entwickelt, das an einen Vertreter der LDL Rezeptor Familie (LRP) im
Gehirn bindet und einen endozytotischen Transport liber die BHS auslost. Um dieses Ziel zu erreichen
wurden die Liposomen hergestellt, charakterisiert und anschlieBend umfassend in in vitro und in vivo

Experimenten getestet.

Einflhrend wurde der Einfluss der Membraneigenschaften der Vesikel auf die zelluldre Aufnahme
und die Transzytose in vitro untersucht. Es wurden mehr als 25 verschiedene Liposomen mit der
Lipidfilm-Hydratations- und Extrusionstechnik hergestellt und dann charakterisiert. Die Ergebnisse
der zellularen Aufnahmeversuche zeigten, dass vor allem die Oberflaichenladung und die
Membranfluiditdt der Vesikel, die durch die Zusammensetzung bedingt war, eine entscheidende
Rolle spielten. Positiv geladene Liposomen (L2) und die negativ geladene Formulierung (L3), die das
Helferlipid DOPE enthielt, wurden am besten von den Zellen aufgenommen. In den folgenden in vitro
und in vivo Experimenten wurden flnf reprdsentative Liposomenformulierungen (L1-L5) mit
unterschiedlicher zelluldrer Aufnahmerate verwendet. In den anschlieBenden Transzytose
Experimenten zeigte sich, dass der transzellulare Transport von einem hydrophilen Markermolekail
positiv mit der Membranfluiditat korrelierte und fluide, DOPE und OPP enthaltene Liposomen (L4)
am effizientesten transportiert wurden.

Um den aufgezeigten Effekt des verbesserten Transportes Uber Zellbarrieren durch fluide Liposomen
zu steigern, wurden die Liposomen L4 mit einem 19-mer-Peptid als Ligand ausgestattet. Dieses
Peptid wurde vom LRP spezifischen Aprotinin abgeleitet und aktiviert ein rezeptorvermitteltes
Targeting. Diese Oberflaichenveranderung steigerte die zellulare Aufnahme der fluiden,
ligandtragenden Liposomen L4-LG deutlich um 60 % und erhdhte die Transzytose um mehr als 50 %

im Vergleich zu den Vesikeln L4 ohne Ligand.

Zur Untersuchung des therapeutischen Effektes dieser Liposomen in vivo wurden humane
Brustkrebszellen intrazerebral und s.c. in Mause transplantiert. Diese wurden i.v. mit freiem
Mitoxantron oder mit MTO haltigen Liposomen (ohne/mit Ligand) behandelt. Die Liposomen L4-LG
hatten die hochste Wirksamkeit und fiihrten zu einer signifikanten Reduktion des Tumorvolumens
um 88 % fiir die s.c. und um 73 % fiir die intrazerebral wachsenden Tumoren im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe. Eine etwas schwiachere, jedoch nicht signifikant verschiedene

Wirkung hatten auch die ligandenfreien Liposomen L4 was darauf hindeutet, dass eher ein ,slow



release” den verbesserten therapeutischen Effekt bedingte und das Targetingsystem noch
optimierbar ist. Des Weiteren konnten mit allen liposomalen Formulierungen die durch freies MTO
hervor gerufenen Nebenwirkungen (gastrointestinale Toxizitdt, Dehydratation) verringert werden.

Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Studie zur zeitlichen Verteilung und Umsetzung von MTO
wurden mit Hilfe eines 2-Kompartiment-Modells berechnet und zeigten fir die ligandenhaltigen
Liposomen L1-LG und L4-LG im Vergleich zum freien MTO eine ldangere Verweildauer im Kérper.

Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit den Resultaten der therapeutischen Studien.

Die Daten zeigen, dass eine verbesserte Therapie von Hirnmetastasen mit ,Trojan Horse“-
Liposomen, die einen aktiven Transport Uber die BHS mittels LRP nutzen, moglich ist. Die
entwickelten Liposomen kdnnen als Grundlage fir eine Plattformtechnologie zur systemischen
Behandlung von Hirntumoren eingesetzt werden, die dazu geeignet ist, auch auf andere Rezeptoren

angewendet zu werden und/oder um andere Arzneistoffe ins Gehirn zu transportieren.



VII. Abstract

The aim of this work was the design and development of Trojan horse liposomes to treat brain
tumors and metastases systemically by an improvement of the active passage of these drug
transporters through the BBB. To achieve this aim, a surface modified liposomal carrier system was
designed to target a receptor of the LDL family (LRP) in the brain and to mediate an endocytotic
transport through the BBB. Therefore, liposomes were produced, characterized and subsequently

tested in vitro and in vivo in extensive experiments.

First, the effects of liposomal membrane properties on cellular uptake and transcytosis were
investigated in vitro. More than 25 different liposome formulations were prepared by lipid film
hydration and extrusion technology and characterized. Liposomal uptake by the cells seems to be
mediated by different mechanisms. It is mainly depending on surface charge and membrane fluidity
based on the lipids used for preparation. Liposomes with a positive charge (L2) and the negative
charged formulation (L3) which contains the helper lipid DOPE were taken up in highest amounts. In
the following in vitro and in vivo experiments representative liposomes were selected (L1-L5), which
showed different uptake rates. In a next step, transcytosis experiments proved the positive
correlation of the transcellular transport of a hydrophilic marker molecule with the membrane
fluidity and showed that fluid liposomes containing DOPE and OPP (L4) were the most efficient
vesicles for the transcytosis.

To increase the previous effect of the improved transport across cellular barriers by fluid liposomes,
the L4 liposomes were equipped with a 19-mer peptide ligand. This peptide was derived from the
LRP-specific aprotinin and activates a receptor-mediated targeting. This surface modification
increased the cellular uptake of the fluid, ligand-containing liposome L4-LG significantly by 60 %.

Transcytosis was increased by more than 50 % compared to the L4 vesicles without ligand.

To test the therapeutic effect in vivo, human breast cancer cells were transplanted into the brain and
s.c. in mice. Mice were treated i.v. with free Mitoxantron or MTO entrapped formulations
(without/with ligand). L4-LG liposomes showed the best efficiency and led to a significant reduction
in the s.c. tumor volume by 88 % and 73 % of intracerebrally growing tumors, respectively, in
comparison to the untreated control group. A slightly decreased, but not significantly different effect
was shown by the ligand-free liposomes L4, what suggests that mostly the slow release improved the
therapeutic effect and that the targeting system is still improvable. In addition, all tested liposomal

formulations reduced the side effects caused by free MTO (gastrointestinal toxicity, dehydration).



The results of the pharmacokinetic study of the time dependent distribution and transformation of
MTO were calculated with the help of a 2-compartment model. For ligand-containing L1-LG and L4-
LG liposomes, they showed longer retention in the body, in comparison to the free MTO. These

results correlate very well with the results of therapeutic trials.

All these data show that an improved therapy of brain metastasis is possible with “Trojan horse”
liposomes that use active transport across the BBB by LRP. These vesicles could be used as a platform
technology for systemic treatment of brain tumors, which can be adapted to target other receptors

and/or to carry other drugs into the brain.
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Tabelle A: Liposomenzusammensetzung.

Es wurden liposomale Formulierungen entsprechend der unten angegebenen Zusammensetzung durch Lipidfilm-Hydratations und Extrusions-
technik wie in Material und Methoden (3.1. Liposomenpraparation) beschrieben hergestellt.

Bezeichnung’ Basislipide Rigiditat® Helferlipide Ladung sterische Stab.’ msL*

Interne I.D. Manuskript 1.D. PC,/ PCs/DOPC HePC/TPC CH DOPE/OPP/SM DCP/DDAB/PA P,-PE/Ps-PE
Al L1 70/-/- - 30 - 10/-/- - 110
A2 -/70/- - 30 - 10/-/- - 110
A3 -/-/70 - 30 - 10/-/- - 100
A4 - 70/ - 30 - 10/-/- - 110
A5 40/-/30 - 30 - 10/-/- - 110
Bl 70/-/- - 30 - - - 100
B2 70/-/- - 30 - -/-/10 - 110
B3 L2 70/-/- - 30 - -/10/- - 110
C1 L3 40/-/- - 30 30/-/- 10/-/- - 110
c2 70/-/- - 30 20/-/- 10/-/- - 130
c3 70/-/- - 30 -/-/20 10/-/- - 130
D1 100/-/- - - - 10/-/- - 110
D2 90/-/- - 10 10/ - - - 110
D3 80/-/- - 20 10/ - - - 110
E1l 70/-/- -/20 20 - 10/-/- - 120
E2 L4 50/-/- - 20 20/ 20 10/-/- - 120
E3 70/-/- - 20 -/20 10/-/- - 120

E4 - - 50 -/50 10/-/- - 110




Bezeichnung1 Basislipide Rigiditéit2 Helferlipide Ladung sterische Stab.’ msL*

Interne I.D. Manuskript 1.D. PC,/ PCs/DOPC HePC/TPC CH DOPE/OPP/SM DCP/DDAB/PA P,-PE/P5-PE
F2 70/-/- - 30 - 10/-/- -/5 115
F3 40/-/- - 30 30/- 10/-/- 5/- 115
F4 -/50/- - 20 20/20 10/-/- 5/- 125
H1 -/40/- - 30 30/- 10/-/- - 110
H2 -/40/- - 20 30/- 10/-/- - 100
H3 -/40/- - 20 30/20 10/-/- - 120
H4 40/-/- - 20 30/- 10/-/- - 100

1: Interne Bezeichnung und Bezeichnung, die im Manuskript verwendet wurde;
2: Komponenten zur Verdanderung der Membranrigiditat;

3: Komponenten zur sterischen Stabilisierung;

4: Molare Summe der eingesetzten Lipide.

Abkiirzungen: PC: Phosphatidylcholin (Lipoid, Deutschland); PCs: Phosphatidylcholin (Sigma-Aldrich, Deutschland); DOPC: 1,2-Dioleylphosphatidylcholin (Sigma-Aldrich,
Deutschland); CH: Cholesterol (Serva, Deutschland); TPC: Tetradecylphosphatidylcholin (ASTA Medica, Deutschland); OPP: 4-((Hydroxy(octadecyloxy)phoshinyl)oxy)-1,1-
dimethylpiperidin-1-ium-4-yl-phosphat (ASTA Medica, Deutschland); DCP: Dicetylphosphat (Serva, Germany); PA: Phosphatidicacid (Sigma-Aldrich, Deutschland); DDAB:
Dimethyldioctadecylammoniumbromid (Sigma-Aldrich, Deutschland); DOPE: 1,2-Dioleoyl-s,n-glycero-3-phosphoethanolamin (Sigma-Aldrich, Deutschland); SM:
Sphingomyelin (Sigma-Aldrich, Deutschland); P,-PE: Methyl-(polyethyleneglycyl),o00-1,2-distearyl-s,n-glycero-3-phosphatidyl-ethanolamin (Lipomed, Schweiz); Ps-PE:
Methyl-(polyethylenglycyl)sogo-1,2-distearyl-s,n-glycero-3-phosphatidylethanolamin (Lipomed, Schweiz).



Tabelle B: Physikochemische Eigenschaften der Liposomen und deren zelluldre Aufnahmerate.

Die Liposomen wurden in der Zusammensetzung entsprechend Tabelle A hergestellt und ihr Gesamtlipidgehalt, die GréRe und die
Beladungskonzentration wie in Material und Methoden (3.2. Liposomencharakterisierung) beschrieben bestimmt. Des Weiteren sind die
Ergebnisse der zelluldren Aufnahmeexperimente aufgefihrt.

Bezeichnung1 T GroRe PP CalceineinschluR’ Zellulire Aufnahme’
MW + S.D. MW + S.D. MW + S.D. Calcein MW + S.D.
Interne I.D. Manuskript I.D. [rmol/ml] [nm] [mmol/mol TL] [nmol/well]
Al L1 105 £ 1.0 128 £+ 6 0.17 £ 0.11 98.4 0.028 £ 0.008
A2 50+ 0.3 150 + 34 0.54 + 0.19 34.0 0.070+£0.010
A3 5.6 £ 0.2 109 + 5 0.15 + 0.08 48.9 0.030+£0.003
Ad 39 £ 0.1 166 + 10 0.11 + 0.06 42.9 0.060 £0.012
A5 5.7 £ 0.5 107 £ 4 0.20 + 0.07 46.5 0.030 £0.003
B1 6.2 £ 0.1 123 £ 21 0.29 + 0.16 29.1 0.031 £0.002
B2 51+ 0.2 117 + 9 0.22 £ 0.05 35.0 0.031 £0.000
B3 L2 7.0 £ 0.2 181+ 1 0.25 + 0.06 63.4 0.257 £0.003
c1 L3 8.6 £ 0.3 142 £ 1 0.16 + 0.02 56.2 0.174 £0.016
Cc2 7.2 £ 0.2 110 £ 14 0.22 + 0.17 40.7 0.068 £ 0.024
c3 73 £03 92 + 7 0.26 £ 0.15 32.8 0.030 £0.005
D1 6.6 £ 0.1 133 + 31 0.37 £ 0.14 28.9 0.031 £0.003
D2 46 + 0.1 118 + 24 0.22 + 0.09 66.3 0.045 £0.001
D3 50+ 0.1 110 £ 19 0.30 £ 0.10 49.8 0.050 £0.002
El 43 + 0.1 142 £ 7 0.19 + 0.07 44.1 0.041 £0.002
E2 L4 12.4 £ 0.6 125 + 2 0.22 £ 0.09 82.6 0.059 £0.014
E3 53 + 0.2 108 £ 3 0.24 + 0.05 37.8 0.034 £0.003
E4 3.0 £ 04 161 + 41 0.50 + 0.22 20.6 0.039 £0.001
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Bezeichnung1 TL GroRe Pl CalceineinschluR® Zellulire Aufnahme®

MW + S.D. MW + S.D. MW + S.D. Calcein MW + S.D.
Interne I.D. Manuskript I.D. [rmol/ml] [nm] [mmol/mol TL] [nmol/well]

F2 50 %+ 0.2 108 + 7 0.23 + 0.10 27.1 0.027 £ 0.000

F3 42 + 0.5 115+ 9 0.24 + 0.11 29.8 0.039 £0.002

F4 46 + 0.7 126 £+ 8 0.26 + 0.10 47.0 0.041 £0.003

H1 3.2+ 05 163 + 26 0.17 + 0.04 43.9 0.082 +0.026

H2 3.0 £ 04 151 £ 5 0.19 + 0.06 46.9 0.064 £0.013

H3 40 £ 0.5 136 £ 3 0.35 + 0.08 494 0.048 £ 0.029

H4 48 + 0.7 137 £+ 7 0.15 + 0.01 58.5 0.115+£0.105

“DhwbhR

Interne Bezeichnung und Bezeichnung die im Manuskript verwendet wurde;
Gesamtlipidkonzentration der einzelnen Formulierungen, angegeben ist der MW + S.D.;
Polydispersitdtsindex der GroRenverteilung, angegeben ist der MW + S.D.;
Eingeschlossene Calceinkonzentration, bezogen auf die Gesamtlipidkonzentration;

Ergebnisse der zelluldre Aufnahme des Fluoreszenzmarkers Calcein in MDCK Zellen, nach Korrektur der unspezifischen Aufnahmeraten. Angegeben sind

die MW +S.D.



Abbildung A: Zeitliche Verteilung von Mitoxantron nach i.v. Behandlung in der Nude-Maus.
In den Diagrammen ist die Mitoxantron (MTO) Konzentration [mg/gorgn] Uber den Zeitraum von 3000 min. (48 h) in der Milz (1), der Lunge
(2) und dem Herzen (3) nach der i.v. Behandlung mit den MTO haltigen Liposomen L4y, LAwro-LG und freiem MTO in einer Dosis von
5 mg/kg dargestellt. Die Organe wurden wie in Material und Methoden (3.13. Pharmakokinetische Studien) beschrieben aufgearbeitet und
mittels HPLC gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + S.D. fir n=3.
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Abbildung B: Relative Verteilung von Mitoxantron nach i.v. Behandlung in der Nude-Maus.

Die graphischen Darstellungen zeigen den Mitoxantron-Gehalt in [%] in ausgewdhlten Organen 15 min. nach der i.v. Behandlung mit den
MTO haltigen Liposomen L4y (1), L4wro-LG (2) und freiem MTO (3) in einer Dosis von 5 mg/kg.
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