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1. Einführung

Seit Beginn der 60er Jahre des letzten Jahrhunderts werden nanopartikuläre Träger-
systeme mit immer größerem Interesse erforscht und finden seitdem therapeutische An-
wendung mit unterschiedlichsten Indikationsgebieten (Farokhzad und Langer 2009). Die
Inkorporation von potentiellen Wirkstoffen in Nanopartikeln kann deren therapeutischen
Nutzen zum Teil erst ermöglichen und verbessern. Grundlage für den erfolgreichen Ein-
satz von Nanopartikeln sind genaue Kenntnisse über das Zusammenspiel zwischen phy-
sikalischen Trägercharakteristika, wie z.B. Morphologie, Stabilität und Oberflächenbe-
schaffenheit, und deren biologischen Applikationszielen.

Das gezielte Targeting zu behandelnder Gewebe im Körper ist insbesondere für eine er-
folgreiche Behandlung und den damit verbundenen ökonomischen Gesichtspunkten von
Bedeutung. Zudem können mit zielgerichteten Nanopartikeln physiologische Abläufe im
Körper oder pathologische Bereiche in vivo diagnostisch untersucht werden (Farokhzad
et al. 2013).
Im Mittelpunkt dieser Dissertation stehen Lipid-basierte Trägersysteme modifiziert mit
Lipopeptiden als Vektoren für eine gezielte Aufnahme in Hirnkapillarendothelzellen. Das
Zusammenspiel zwischen Größe und Oberflächenpeptidbeladung der Trägersystme hin-
sichtlich der Zellselektivität wird der Schwerpunkt der Untersuchungen sein. Neuarti-
ge Xe-basierte MRT-Methoden dienen im zweiten Teil der Arbeit dem Nachweis der
Zellselektivität entwickelter Peptid-basierter Nanopartikel. Weiterhin wird die Anwend-
barkeit Lipopeptid-modifizierter Trägersysteme in der Krebstherapie, insbesondere bei
Hirn-assoziierten Tumorzellen geprüft.

Einführend werden in den nächsten Abschnitten Grundlagen nanopartikulärer Träger-
systeme erläutert sowie Ansätze für eine zellselektive Aufnahme durch Oberflächenmodi-
fikation skizziert. Dabei werden sowohl zellspeziefische Zielstrukturen als auch mögliche
Aufnahmewege in die Zellen, speziell in Hirnendothelzellen, betrachtet (Abschnitt 1.4.1
auf Seite 15). Darauf aufbauend werden allgemeine Gesichtspunkte der Diagnostik (Ab-
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schnitt 1.5 auf Seite 21) und der Krebstherapie mithilfe nanopartikulärer Strukturen
beleuchtet (Abschnitt 1.6 auf Seite 24).

1.1. Nanopartikuläre Trägersysteme

Grundvoraussetzungen für eine ausreichende Wirksamkeit und Unbedenklichkeit poten-
tieller Arzneistoffe sind eine gute Bioverfügbarkeit und ein möglichst geringes Nebenwir-
kungsprofil. Zahlreiche potentielle Wirkstoffe werden aufgrund ihrer strukturbedingten
Löslichkeitsprobleme, unzureichender Stabilität, schlechter Selektivität oder zu starker
unerwünschter Nebenwirkungen nicht näher untersucht (Lipinski 2002). Durch chemi-
sche Modifikation können zwar einzelne dieser Nachteile optimiert werden, jedoch gehen
Änderungen an der chemischen Struktur eines Moleküls oftmals mit einem veränder-
ten Aktivitätsprofil einher (Han und Amidon 2000). Die Verwendung nanopartikulärer
Trägersysteme ist die Lösungsstrategie, um unerwünschte Eigenschaften einzelner Wirk-
stoffmoleküle und Diagnostika zu optimieren und deren Anwendung zu ermöglichen.
Grundlage dafür sind genaue Kenntnisse über die chemische Natur der Nanopartikel
sowie deren physikalische Charakteristika in Bezug auf Größe, Oberflächenladung und
Morphologie. Klinische Relevanz finden zur Zeit die im Folgenden näher erläuterten na-
nopartikulären Trägersysteme (Zhang et al. 2007).

1.1.1. Liposomale Trägersysteme

Liposomen sind bereits in den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben
worden (Bangham und Horne 1964) und bis heute die am besten untersuchten und am
weitesten verbreiteten nanopartikulären Trägersysteme. Liposomen sind aus einer Li-
piddoppelschicht aufgebaut und besitzen somit ein wässriges inneres Kompartiment und
eine amphiphile Hüllschicht, was es möglich macht, sowohl wasserlösliche als auch was-
serunlösliche Stoffe zu inkorporieren. Je nach Größe und Anzahl von Membranen unter-
teilen sich Liposomen in kleine unilamellare Vesikel (SUV, ca. 20-100 nm im Durchmes-
ser), große unilamellare Vesikel (LUV, 100-800 nm) und multilamellare Vesikel (MLV,
500-5000 nm) (Torchilin 2005). Die Zusammensetzung der Lipiddoppelschicht bestimmt
grundlegende Eigenschaften der Liposomen, wie z.B. Ladung, Membranfluidität, Größe
und Stabilität (Lian und Ho 2001). Nachteile unmodifizierter Liposomen sind deren kurze
Halbwertszeit nach systemischer Applikation und eine unzureichende Langzeitstabilität
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bei der Lagerung. Jedoch kann durch gezielte Oberflächenmodifikation mithilfe von un-
terschiedlich langen Polyethylenglykol-(PEG)-Derivaten die Halbwertszeit im Blut ver-
längert werden (Klibanov et al. 1990). PEG-Ketten vermindern die Opsonierung und
den zelluläre Aufnahme der Liposomen durch das retikoendotheliale System (RES). Die
verlängerte Bluthalbwertszeit und die erhöhte Fenestrierung Tumor-versorgender Blut-
kapillaren führt zum sogenannten erhöhten Permeabilitäts- und Retentionseffekt (EPR -
engl. enhanced permeation and retention) PEGylierter liposomaler Strukturen. Die Fol-
ge davon ist eine erhöhte Penetration in Tumorgewebe (Maeda, Sawa und Konno 2001).
Daher ist die Mehrzahl der heutzutage auf dem Markt befindlichen PEGylierten liposo-
malen Formulierungen zur Krebsbehandlung zugelassen. Über siebzehn weitere Produkte
befinden sich in präklinischen und klinischen Phasen (Allen und Cullis 2013). Zusätzlich
zeigen Liposomen ideale Voraussetzungen als Träger für Diagnostika, wie z.B. Radionu-
klide (Petersen et al. 2012) oder Magnetresonanzkontrastmittel (Cittadino et al. 2013).

1.1.2. Mizellare Trägersysteme

Mizellen sind kolloidale Dispersionen amphiphiler Moleküle in wässrigen oder organi-
schen Lösungsmitteln. Die Monomere der Mizellen bestehen aus einem hydrophoben
und hydrophilen Teil. Oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration (engl. criti-
cal micelle concentration (CMC)) assoziieren die Monomere zu Mizellen. Bei der Mizell-
bildung führt die Desolvatisierung der Monomere zu einem Entropieanstieg im System.
Zusätzlich tragen Van-der-Waals-Wechselwirkungen innerhalb der hydrophoben Regio-
nen zur Mizellbildung bei (Torchilin 2007). Die spontane Assoziation solcher Moleküle
wird zusätzlich beeinflusst durch Faktoren, wie z.B. Temperatur, Druck und Elektrolyt-
konzentration. Der Durchmesser von Mizellen liegt zwischen ca. 10-80 nm. Mizellare
Trägersysteme bieten die Möglichkeit, hydrophobe Moleküle in hohen Konzentratio-
nen zu solubilisieren. Entscheidend für den Einsatz als Wirkstoffträgersystem ist eine
hohe Stabilität nach in vivo Administration, welche einer CMC kleiner 10−5 M ent-
sprechen sollte (Torchilin 2007). Neben der intensiven Anwendung von Polyethylengly-
col (PEG) Blockcopolymeren (Oerlemans et al. 2010), erfüllen auch Tensidderivate der
Gruppe der Poly(N-vinyl-2-Pyrrolidon) (PVP) (Rapoport 2007, Sasidharan und Naka-
shima 2014) und Pluronic-Polymere (Yokoyama 2010, Zhang et al. 2011), bestehend aus
Poly(Ethylenoxid) (PEO) und Poly(Propylenoxid) (PPO), die Voraussetzungen für die
Anwendung in vivo.
Die kovalente Kopplung von Peptiden mit Acylketten führt zur Bildung von amphiphi-

len Monomeren, welche eine hohe Aggregationstendenz zu mizellaren Assoziaten besitzen
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(Keller et al. 2005, Avrahami und Shai 2002). Diese sogenannte Lipopeptid-Mizellen er-
wiesen sich als vorteilhaft in der zielgerichteten Ansteuerung von Krebszellen (Khalil
et al. 2004) und als besonders effizient in der Aktivierung des Immunsystems in Kom-
bination mit Impfstoffen (Zaman und Toth 2013). Zudem zeigten erste in vivo Studien,
dass mit siRNA beladene Lipopeptid-Nanopartikel auch für die Gentherapie geeignete
Trägersysteme sind (Dong et al. 2014).

1.1.3. Weitere Trägersysteme

Polymernanopartikel

Neben liposomalen und mizellaren Trägersystemen sind polymer-basierte Nanopartikel
weit verbreitet und finden bereits Anwendung in präklinischen und klinischen Studi-
en (Zhang et al. 2007, Cho et al. 2008). Bei diesen Trägersystemen wird der Wirkstoff
entweder physikalisch in die Polymermatrix inkorporiert oder chemisch an das Poly-
mer gekoppelt. Neben Chitosan- und Albumin-Nanopartikeln sind N-(2-Hydroxypropyl)-
Methacrylamid (HPMA), Poly-(D,L-Laktat-co-Glukonsäure) (PLGA)- und PEG-Copo-
lymere wichtige Vertreter polymer-basierter Trägersysteme. Darüber hinaus findet Al-
bumin gebundenes Paclitaxel (Abraxane®) bereits Anwendung in der Therapie von
metastasiertem Mammakarzinom.

Dendrimere

Dendrimere sind chemische Verbindungen, die von einem Zentrum aus radial-symmetrisch
und baumartig verzweigt sind. Sie bilden aufgrund ihrer chemischen Natur monodisper-
se Nanopartikel. Distale Endgruppen der Verzweigungen können kovalent gebundene
Wirkstoffe (Wiwattanapatapee, Lomlim und Saramunee 2003), Diagnostika (Kobayashi
et al. 2003) oder zielspezifische Erkennungstrukturen (Saleh et al. 2010, Luo et al. 2012)
tragen. Darüber hinaus ist auch die Inkorporation von Wirkstoffen in Dendrimere mög-
lich. Poly(Amidoamin) (PAMAM)- und Poly(Etherhydroxylamin) (PEHAM)-basierte
Dendrimere seien hier als Hauptvertreter genannt (Martinho 2011).

Feste Lipid-Nanopartikel

Feste Lipid-Nanopartikel (engl. solid lipid nanoparticles (SLN)) bestehen aus einer fes-
ten Lipidmatrix, in die Wirkstoffe eingebettet werden (Müller, Mäder und Gohla 2000).
Hierfür werden hauptsächlich Lipide, wie z.B. Glycerolbehenat, Glycerolpalmitostearat,
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Lecithin oder Triglyceride verwendet, die bei Raumtemperatur in den festen Aggregat-
zustand übergehen. Je nach Formulierung ist eine Stabilisierung mittels Emulgatoren
erforderlich (Fricker et al. 2010). Den Vorteilen des Up-Scalings, Sterilisierbarkeit und
guter Bioverfügbarkeit von SLNs stehen morphologische Veränderungen der Lipidma-
trix, wie Rekristallisation der Lipide mit einhergehender Instabilität und Wirkstoffaus-
schluss gegenüber (Mehnert und Mäder 2001, zur Mühlen, Schwarz und Mehnert 1998).
Bei der Entwicklung nanostrukturierter Lipidpartikel (engl. nanostructured lipid carri-
ers (NLC)) wird mittels Mischung von öligen und festen Lipiden einer Rekristallisation
entgegengewirkt. So können höhere Inkorporationsraten von Wirkstoffen und eine Ver-
besserung der Langzeitstabilität erzielt werden (Müller, Shegokar und Keck 2011, Müller,
Radtke und Wissing 2002).

Nanokristalle

Nanopartikuläre Wirkstoffkristalle, sog. Nanokristalle (engl. nanocrystals), benötigen im
Gegensatz zu den vorangegangenen Systemen kein Trägermaterial. Hergestellt werden
Nanokristalle durch Präzipitation des Wirkstoffs, mittels Nassmahlung in Rührwerksku-
gelmühlen oder durch Hochdruckhomogenisation. Aufgrund der relativen Erhöhung der
Partikeloberfläche bei immer kleinerem Partikeldurchmesser kommt es zu einem erhöhten
Lösungsdruck im Medium. Die Sättigungslöslichkeit eines Wirkstoffes steigt (Junghanns
und Müller 2008). Dadurch können Löslichkeitsprobleme von Arzneistoffen umgangen
werden. Des Weiteren bedingt der erhöhte Lösungsdruck ein schnelleres Anfluten des
Wirkstoffes im Körper und eine verbesserte Bioverfügbarkeit (Fu et al. 2013).

Anorganische Nanopartikel

Neben den bereits genannten Trägersystemen sind anorganische Nanopartikel die ältes-
ten Vertreter. Bereits 1857 war es Faraday möglich, kolloidales Gold herzustellen (Fa-
raday 1857). Heutzutage finden vor allem Gold- und Eisenoxidnanopartikel Anwendung
in der Krebstherapie und in der Diagnostik (Hadjipanayis et al. 2010). Erwähnt werden
sollen hier auch nanopartikuläre anorganische Fluorophore (engl. quantum dots (QD)),
welche vor allem bei bildgebenden Methoden Anwendung finden (Huang et al. 2011).
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1.2. Zielspezifische Nanopartikel

Neben der Möglichkeit, schwer lösliche Wirkstoffe in Nanopartikel zu inkorporieren, ist
die Trägermodifizierung für das zielgerichtete Ansteuern von zu behandelnden bzw. zu
untersuchenden Regionen im Körper ein wesentlicher Vorteil nanopartikulärer Systeme.

1.2.1. Passives Targeting

Die Größe nanopartikulärer Systeme liegt im Bereich von wenigen nm-1000 nm. Organe
bzw. Gewebe und deren unterschiedliche Zellspezies lassen sich aufgrund ihrer physiolo-
gischen Funktionen über die Größe des Trägersystems ansteuern. So ist bei intravenöser
Applikation ein Größenbereich von 6-200 nm zu favorisieren, da es bei Nanopartikeln
kleiner als 6 nm zu einer raschen Ausscheidung über die Nieren (Soo Choi et al. 2007)
kommt. Trägersysteme größer als 200 nm akkumulieren vermehrt in Leber und Milz und
werden dort degradiert (De Jong et al. 2008, Fischer et al. 2010). Daher sind überwiegend
Nanopartikel größer 200 nm für das Lebertargeting geeignet. Anwendung finden Liposo-
men der Größenordnungen zwischen 100-200 nm, u.a. bei der zielgerichteten Applikation
von Tumorgewebe (Ishida et al. 1999). Vaskularisierende Gefäße des Tumorgewebes zei-
gen im Gegensatz zu anderen Blutgefäßen des Körpers eine erhöhte Durchlässigkeit von
Partikeln im Bereich von 100-200 nm (Yuan et al. 1995, Kaasgaard und Andresen 2010).

Zudem besteht eine Abhängigkeit von der Penetrationstiefe in das Gewebe und dem
Durchmesser verschiedener Nanopartikel. So penetrieren Nanopartikel kleiner als 6 nm
tiefer in Zellagglomerate, auch Spheroide genannt, als 15 nm große Partikel (Huang et
al. 2012).

Auch auf zellulärer Ebene bedingt die Größe nanopartikulärer Trägersysteme die In-
ternalisierungseffizienz. Untersuchungen von Gan et al. 2012 deuten darauf hin, dass
100 nm große Nanopartikel eine erhöhte Aufnahmeeffizienz im Vergleich zu 55 bzw.
440 nm großen Nanopartikeln zeigen. Vergleichend zu Gold-Nanopartikeln zeigt sich die
beste Aufnahme bei einem Partikeldurchmesser von 60 nm in Mammakarzinomzellen
(Chithrani, Ghazani und Chan 2006). Zusätzlich bedingt die Größe und die Morpho-
logie der Nanopartikel den Aufnahmemodus in die Zelle (Näheres hierzu in Abschnitt
1.3 auf der Seite 9). Nicht zuletzt befindet sich eine überdurchschnittliche Anzahl an
kommerziell erhältlichen und in der Forschung befindlichen Nanostrukturen im Größen-
bereich von 100-200 nm (Etheridge et al. 2013).
Modifikationen der Oberflächenbeschaffenheit nanopartikulärer Trägersysteme erwie-

sen sich in den letzten Jahrzehnten als essentieller Bestandteil bei der Optimierung und
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Weiterentwicklung in Bezug auf Stabilität, Targeting und Bioverfügbarkeit. In Bezug
auf die Oberflächenspannung zeigen positiv geladene Nanopartikel eine höhere Penetra-
tionseffizienz durch zelluläre Membranen (Ghosh et al. 2008, Arvizo et al. 2010), welche
nach Studien von Chung et al. 2007 unterschiedlich stark innerhalb verschiedener Zellli-
nien ausfällt. Dennoch kann eine positive Ladung von Nanopartikeln auch zur Störung
innerhalb von Lipiddoppelschichten führen (Tatur et al. 2013) und systemisch appliziert
zur Erhöhung proinflammatorischer Faktoren führen oder lebertoxisch wirken (Kedmi,
Ben-Arie und Peer 2010). Zusätzlich kommt es bei steigender Ladungsdichte pro Partikel
zu einer erhöhten Plasmaproteinadsorption (Gessner et al. 2002), welche die Verteilung
der Nanopartikel in vivo beeinflusst (Jansch et al. 2012).
Die passive Ansteuerung von Tumorgewebe ist nicht nur mithilfe bestimmter Größen-
klassen von nanopartikulären Trägersystemen möglich. Zusätzlich muss für eine kontinu-
ierliche Anflutung von partikulären Strukturen gesorgt werden. Physiologisch zelluläre
Komponenten, wie das retikoendotheliale System (RES), führen dazu, dass unmodifizier-
te Liposomen nach intravenöser Applikation eine Halbwertszeit von wenigen Minuten im
Blut haben (Klibanov et al. 1990). Die Oberflächenmodifizierung mittels biokompatibler
Polymere, wie z.B. Poloxamer oder PEG, führt zu einer Abschirmung nanopartikulärer
Systeme gegenüber dem RES, respektive einer verbesserten Halbwertszeit in vivo (Blume
und Cevc 1993, Moghimi und Szebeni 2003). Wie bereits erwähnt, weisen neovaskulari-
sierte Blutgefäße von Tumoren Fenestrierungen auf, wodurch sie deutlich durchlässiger
für kolloidale Systeme im Vergleich zu normalen Blutgefäßen sind. Zusätzlich ist das
lymphatische System in Tumorgeweben supprimiert. Daher kommt es zum sogenannten
EPR-Effekt, welcher zur passiven Akkumulation von z.B. PEG-modifizierten Liposomen
im Tumorgewebe führt (Maeda, Sawa und Konno 2001). Schnell proliferierende Krebszel-
len weisen aufgrund gesteigerter Glykolyse eine erhöhte Produktion von Laktat auf. Dies
wiederum führt zu einer Azidose im umliegenden Gewebe (Gatenby und Gillies 2004).
Daher sind auch pH-sensitive Liposomen aufgrund des resultierenden pH-Gradienten
geeignet, um Tumorgewebe anzusteuern (Torchilin, Zhou und Huang 1993).

1.2.2. Aktives Targeting

Trotz der gesteigerten passiven Akkumulation modifizierter Trägersysteme z.B. in Tu-
morgewebe, ist die Ansteuerung nicht vaskularisierter und schnell proliferierender Krebs-
zellen oder anderer Gewebe, wie z.B. der Blut-Hirn-Schranke, mangels zielselektiver Li-
ganden auf den Trägersystemen nicht möglich.

Die Kopplung monoklonaler Antikörper auf der Partikeloberfläche bietet die Möglich-
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keit, insbesondere Krebszellen selektiv anzusprechen. Das Zielantigen sollte dazu idea-
lerweise ausschließlich auf Krebszellen exprimiert bzw. überexprimiert sein. Zusätzlich
sollte das Zielantigen eine essentielle Rolle bei physiologischen Zellabläufen, wie die der
Apoptose haben (Abou-Jawde et al. 2003) und nach Bindung des Antikörpers inter-
nalisiert werden (Sapra und Allen 2002). Als Beispiele sollen hier mit CD19-Epitopen
besetzte Doxorubicin Liposomen (Sapra und Allen 2002) gegen B-Lymphoma Zellen
und CC52-modifizierte Liposomen zur Ansteuerung metastasierender Rattenkolontumo-
re (Kamps et al. 2000) genannt sein. Die Konjugation und der Einsatz von Anti-CD22
Antikörpern mit liposomalen (O’Donnell et al. 2009) und mizellaren (Palanca-Wessels
et al. 2009) Trägersystemen zeigt weiterhin, dass zielspezifische Liganden auch auf un-
terschiedliche Nanopartikelspezies angewendet werden können.

Einige Rezeptoren, wie z.B. der Folat-Rezeptor, sind in einer Reihe von Krebszelllinien
überexprimiert und somit das Ziel Folat-modifizierter liposomaler Trägersysteme (Lee
und Low 1995, Saul et al. 2003, Gabizon et al. 2010). Auch Transferrin und Transferrin-
Antikörper dienen der aktiven Ansteuerung von z.B. Gliomazellen (Eavarone, Yu und
Bellamkonda 2000). Insbesondere das Tripeptid RGD, welches an krebsspezifische In-
tegrine bindet, zeigt vielversprechende Ergebnisse bei einer Reihe RGD-modifizierter
Nanopartikel zur Tumorbehandlung (Gao et al. 2014).

Um die Aufnahmeeffizienz nach dem Ansteuern der Zielzelle zu erhöhen, bedient man
sich, neben internalisierbaren Antikörpern (Sapra und Allen 2002), vor allem Zell-pene-
trierender Peptide (engl. cell penetrating peptides (CPP)). Es handelt sich hierbei um
meist geladene und bis zu 30 Aminosäuren lange Peptide, die in Interaktion mit der Zell-
membran treten und internalisiert werden bzw. eine Internalisierung von Cargomolekü-
len oder -systemen ermöglichen (Lindgren et al. 2000). Die am intensivsten untersuchten
Vertreter dieser Klasse sind das Tat-Peptid (engl. transactivator of transcription), wel-
ches bei der HIV-Replikation von Bedeutung ist (Vogel et al. 1993), und das Antennape-
dia Homeoprotein (Penetratin) (Joliot et al. 1991). Die Herstellung Zell-penetrierender
Peptide erfolgt vor allem mittels Festphasenpeptidsynthese (Coin, Beyermann und Bie-
nert 2007, Drin et al. 2003). Dies ermöglicht die Herstellung von CPPs im Milligramm-
bereich und eine einfache Modifikation der Peptidsequenz.

In den letzten 20 Jahren entstand auf diese Weise eine Bibliothek an CPPs. Es konn-
te gezeigt werden, dass vor allem Arginin(R)-reiche Peptidsequenzen die Aufnahme in
Zellen verstärken (Lindgren et al. 2000). Abgeleitet davon finden sich vor allem syntheti-
sche oligo-Arginin-Derivate (Futaki 2002), die eine verbesserte Aufnahme von Liposomen
(Biswas et al. 2013), Mizellen (Ma et al. 2012) oder Silica-Nanopartikeln (Kar et al. 2013)
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1.2. Zielspezifische Nanopartikel

in unterschiedliche Zelllinien vermitteln. Des Weiteren kann eine erhöhte Amphipathie
je nach Peptidsequenz zur Aufnahmesteigerung in Zellen beitragen (Oehlke et al. 1998).
Um mithilfe Zell-penetrierender Peptide einzelne Wirkstoffmoleküle, DNA oder Peptide
in die Zelle zu schleusen ist die direkte chemische Kopplung über permanente oder tran-
siente Bindungen möglich. Ein Nachteil dieser Methode ist die mögliche Veränderung
der biologischen Aktivität der CPP nach chemischer Modifizierung (Heitz, Morris und
Divita 2009). Eine weitere Möglichkeit ist die adsorptive Bindung von CPP an das zu
transportierende Agens. Dazu bedient man sich Zell-penetrierender Peptide mit amphi-
philen Charakteristika. Hydrophile CPPs, die keine amphiphilen Eigenschaften besitzen,
können diese über eine Kopplung an Lipidmoleküle erlangen (Deshayes et al. 2005).

1.2.3. Chemisch-physikalische Möglichkeiten der
Oberflächenmodifizierung

Chemische Bindung

Die kovalente Bindung von aufnahmevermittelnden Strukturen an Trägersysteme wird
mittels unterschiedlicher chemischer Reaktionen zwischen dem Adressmolekül und den
Membrankomponenten des Trägersystems verwirklicht. Genannt seien hier die Bildung
einer Amid-Bindung zwischen einer aktivierten Carboxylgruppe und einer Aminofunk-
tion, Disulfidbindungen zwischen Pyridylthiol und Thiolen und die Thioetherbindung
zwischen Maleimidderivaten und Thiolen (Torchilin 2005). Wie bereits erwähnt, sind
amphiphile PEG-Lipide Bestandteile mizellarer und liposomaler Nanopartikel. Mittels
chemischer Kopplung am distalen Ende des PEG-Lipides werden vor allem liposoma-
le und mizellare Trägersysteme (Abbildung 1.1 d) und i)) mit Antikörpern (Allen et
al. 1995) und CPPs (Fretz et al. 2004, Biswas et al. 2013) modifiziert.

Physikalische Bindung

Die Biotin/Avidin-Bindung ist aufgrund ihrer hohen Bindungskonstante eine Alternative
zur chemischen Kopplung und findet unter anderem Anwendung in der Modifikation von
Trägersystemen oder DNA mit CPPs (Zorko und Langel 2005, El-Andaloussi et al. 2007).
Bei liposomalen Trägerstrukturen kann das Adressmolekül, das Protein oder Peptid,

auch direkt an Lipidmoleküle gekoppelt werden (Abbildung 1.1 auf der nächsten Seite).
Dabei sind die Eigenschaften des Lipides, wie Anzahl und Länge der Acylketten, ent-
scheidend für die physikochemischen Eigenschaften des Trägersystems. Für Liposomen,
die überwiegend aus Ei-Phosphatidylcholin (EggPC) aufgebaut sind, binden Peptide

9



1.2. Zielspezifische Nanopartikel

Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung der Oberflächenmodifikation von Nanopartikeln
am Beispiel von Liposomen (modifiziert nach Torchilin 2005): wasserlöslicher Wirkstoff (a) ein-
geschlossen im hydrophilen Kern und wasserunlöslicher Wirkstoff (b) inkorporiert in die Lipid-
doppelschicht; Schutzpolymere (c) oder Schutzpolymer konjugiert mit zielspezifischer Einheit,
z.B. Antikörper (d); Inkorporation oder Oberflächenmodifikation von Diagnostika (e); Einbau
von positiv geladenen Lipiden (f); Inkorporation von Stimuli-sensitiven Lipiden (g); Modi-
fizierung mit Stimuli-sensitiven Polymeren (h); Inkorporation Zell-penetrierender Peptide (i);
Oberflächenmodifikation mittels viraler Komponenten (j). Neben der Beladung mit Wirkstoffen
können Liposomen mit magnetischen Nanopartikeln (k) zum magnetischen Targeting, respekti-
ve mit kolloidalem Gold oder Silber (l) für elektronenmikroskopische Untersuchungen beladen
werden.

modifiziert mit Myristyl-, Farnesyl-, Geranylgeranyl- und Palmitoylketten am stärksten
in Lipidmembranen (Bhatnagar und Gordon 1997, Pedersen et al. 2001). Zudem steigt
durch zweifache und dreifache Acylierung die Stabilität der Bindung in der Membran
(Shahinian und Silvius 1995, Resh 1999). Die Amphiphilie dieser Lipopeptide bedingt
zudem die Bildung von mizellaren Aggregaten (Khalil et al. 2004, Keller et al. 2005).
Aufgrund dieser Eigenschaften sind CPP-abgeleitete Lipopeptide ideale Adressmoleküle
für mehrere Lipid-basierte Trägersysteme.

Studien von Pham et al. 2004 zeigten, dass durch die Acylierung von R-reichen Pep-
tiden sich deren Aufnahmeeffizienz in Zellen steigern lässt. Zudem werden acylierte
Arginin-reiche Peptide über andere Mechanismen in die Zelle aufgenommen, verglichen
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zu ihren unmodifizierten Analoga.
Die adsorptive Bindung an liposomale und mizellare Trägersysteme kann durch Mi-

schen von Lipopeptiden vor bzw. nach Rehydratisierung des Lipid/-Polymerfilmes er-
reicht werden (Abbildung 1.1 auf der vorherigen Seite, Leupold, Nikolenko und Da-
the 2009, Moreira et al. 2002, Lin et al. 2013). Der Vorteil der post-Insertion von Ligan-
den besteht vor allem darin, dass fertige Formulierungen, mit z.B. bereits inkorporiertem
Wirkstoff (Doxil®), verwendet werden können, ohne die Stabilität des Systems zu beein-
flussen. Angesichts der großen Anzahl an Liganden und der unterschiedlichen Einsatz-
möglichkeiten ein und derselben nanopartikulären Trägersysteme findet diese Methode
breite Anwendung (Iden und Allen 2001).

1.3. Aufnahmewege nanopartikulärer Trägersysteme

Die cytoplasmatische Membran von Eukaryoten ist aufgebaut aus einer fluiden Lipid-
doppelschicht besetzt mit einer Vielzahl unterschiedlicher Membranproteine und einer
Zuckerschicht, der sogennanten Glykokalyx. Bestandteile der Glykokalyx, wie Sialin-
säuren oder Heparansulfatproteoglykane (HSPG), geben der Zellmembran eine negative
Ladung (Yeung et al. 2008, Langer 1978). Ionenkanäle sorgen für die Aufrechterhaltung
eines Membranpotentials zwischen innerer und äußerer Membranschicht. Die Membran-
komposition, hinsichtlich der Zusammensetzung an Lipiden (Simons und Meer 1988),
Rezeptorbesetzungsdichte und Glykokalyxzusammensetzung, variiert zwischen den Zell-
spezies und ist verantwortlich für unterschiedliche Aufnahmemechanismen partikulärer
Komponenten (Spector und Yorek 1985). Der jeweilige dominante Aufnahmemechanis-
mus bedingt zugleich den Aufnahmeweg und das intrazelluläre Schicksal des Nanopar-
tikels und ist damit von Bedeutung für die Entwicklung Peptid-modifizierter Trägersys-
teme (Nativo, Prior und Brust 2008).

1.3.1. Phagozytose

Die Phagozytose beschreibt die Endozytose von Partikeln einer Größe von 200 nm bis zu
20 µm. Dieser Aufnahmeprozess findet vor allem bei den beteiligten Zellen der primären
Immunantwort wie Makrophagen, neutrophilen Zellen, Monozyten und dendritischen
Zellen statt. Die Aktivierung dieses Aufnahmeweges erfolgt nach Opsonierung der zu
phagozytierenden Partikel (Owens und Peppas 2006).
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1.3. Aufnahmewege nanopartikulärer Trägersysteme

Abbildung 1.2.: Schematische Darstellung unterschiedlicher Endozytosewege (modifiziert
nach Mayor und Pagano 2007)

1.3.2. Pinozytose

Pinozytotische Aufnahmeprozesse sind bei allen eukaryotischen Zellen zu finden. Die
Pinozytose lässt sich weiter unterteilen in Makropinozytose, Clathrin-vermittelte Endo-
zytose, Caveolin-vermittelte Endozytose und Caveolin- und Clathrin-unabhängige En-
dozytose.

Makropinozytose

Makropinozytotische Aufnahmeprozesse beschreiben die Umstülpung der Zellmembran
um das zu internalisierende Material und die Bildung sogenannter Makropinosomen.
Die Makropinozytose wird durch Wachstumsfaktoren initiiert und kann zur Aufnah-
me von bis zu 5 µm großen Partikeln führen (Swanson und Watts 1995, Conner und
Schmid 2003). Bei der Internalisierung wird zudem auch umgebenes Medium mit in die
Zelle aufgenommen. Makropinosomen können danach entweder zu frühen Endosomen
rekrutiert oder eingeschlossenes Material über die Zellmembran wieder freigeben werden
(Araki et al. 2000).

Clathrin-vermittelte Endozytose

Einer der am besten untersuchten Endozytosewege ist die Clathrin-vermittelte Endozy-
tose. Sie ist außerdem eine der Hauptaufnahmewege in die Zelle. Nach der Interaktion
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eines Nanopartikels mit der Membran kommt es zur Rekrutierung der Adapterproteine
AP-1 und AP-180. Diese wiederum rekrutieren Clathrinmonomere (Triskleronstrukur)
an der Zellmembran und bewirken die Bildung einer Art Gitterstruktur, die eine Ein-
stülpung der Zellmembran ermöglicht (engl. clathrin coated pits, Abbildung 1.3). Die
Hydrolyse der GTPase Dynamin bewirkt ein Abschnüren des Vesikels in das Zytoplas-
ma (Takei und Haucke 2001).

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung eines a) Clathrinmonomers (Triskleronstruktur),
b) Clathrin-Vesikeln (modifiziert nach Goodsell und Johnson 2007) und c) elektronenenmikro-
skopische Aufnahmen von Clathrinvesikeln (Heuser und Anderson 1989)

Die Größe von Clathrin-Vesikeln variiert je nach Durchmesser des internalisierten Par-
tikels und kann bis zu 300 nm betragen (Vasir und Labhasetwar 2008). Infolge der
intrazellulären Aufnahme kommt es zur Bildung von frühen Endosomen (engl. early
endosome) und zur Abspaltung und Regenerierung von Clathrin-Molekülen und Ad-
apterproteinen zur Zellmembran. Frühe Endosomen können entweder direkt mit der
Zellmembran interagieren, wodurch es zu Exozytose kommt, oder es fusionieren mehrere
frühe Endosomen zu Lysosomen (Maxfield und Mcgraw 2004). Enzymatische Prozesse
und ein pH-Wert um 5,0-5,5 sorgen in Lysosomen für den Abbau von einem Großteil der
nanopartikulären Systeme (Iversen, Skotland und Sandvig 2011).

Lai et al. 2007 konnten zeigen, dass Polymerpartikel unter 40 nm Clathrin- und Ca-
veolin-unabhängig aufgenommen werden, wobei größere Partikel Clathrin-vermittelt in
die Zellen gelangen. Zudem zeigte sich, dass eine positive Oberflächenladung der Nano-
partikel die Aufnahme über Clathrin-vermittelte Endozytose steigert (Vasir und Lab-
hasetwar 2008). Ladungs- und größenunabhängig hingegen steuern Rezeptorliganden,
wie z.B. Transferrin, Chitosan oder Mannose-6-phosphat, die Internalisierung über Cla-
thrinvesikel an (Huang et al. 2002). Interessanterweise bedingt nicht zwangsläufig eine
Rezeptor-vermittelte Chlathrin-abhängige Endozytose die Degradierung in Lysosomen.
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1.3. Aufnahmewege nanopartikulärer Trägersysteme

Abbildung 1.4.: Schematische Darstellung Clathrin-vermittelter Endozytose (modifiziert nach
Sahay, Alakhova und Kabanov 2010)

Vielmehr bestimmt die Art des Trägersystems im Zusammenspiel mit dem jeweiligen
Liganden dessen intrazelluläres Schicksal (Sahay, Alakhova und Kabanov 2010, Tekle
et al. 2008). Die Aktivierung der Clathrin-abhängigen Endozytose ist zudem abhängig
von der Zellinie (Vasir und Labhasetwar 2008).

Caveolin-vermittelte Endozytose

Die Ansammlung von Caveolin-Molekülen in der Zellmembran führt zur Bildung von
Einstülpungen, den sogenannten Lipid Rafts. Lipide, wie das Sphingomylein, Glyko-
sphingolipide und Cholesterol sind bei der Bildung von Caveolae-Vesikeln zwischen
60-80 nm beteiligt (Simons und Ikonen 1997). Wie auch bei der Makropinozytose ist
ein intaktes Aktinzytoskelett Grundvoraussetzung für die Internalisierung von Caveolae
(Parton, Joggerst und Simons 1994). Einige Studien legen nahe, dass mittels Caveolae-
Vesikeln eine Transzytose von Nanopartikeln möglich ist und somit eine lysosomale De-
gradierung umgangen werden kann (Simionescu, Gafencu und Antohe 2002). Inwieweit
es zur Transzytose einzelner Caveolae-Vesikel kommt oder ein kettenartiges Fusionie-
ren mehrerer Caveosomen die Transzytose ermöglicht, bleibt noch zu klären. Auch die
Bildung von Caveolaekanälen durch die Zelle wurde beobachtet (Deurs et al. 2003).
Caveolae-abhängige Endozytose kommt vermehrt in Endothelzellen, Muskelzellen und
Fibroblasten vor (Gumbleton et al. 2003). Die Transzytose über Caveosomen durch Blut-
gefäßwände und Muskelgewebe trägt zusätzlich dazu bei, dass Doxil® und Abraxane®

vermehrt im Tumorgewbe akkumulieren. Selektiv konnten mittels monoklonaler Anti-
körper und dem Tripeptid RGD Caveolin-vermittelte Aufnahmewege aktiviert werden
(Sahay, Alakhova und Kabanov 2010).
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Caveolin- und Clathrin-unabhängige Endozytose

Caveolin-und Clathrin-unabhängige Endozytoseprozesse sind beteiligt bei der Interna-
lisierung von Wachstumshormonen, extrazellulären Flüssigkeiten oder Cholera Toxin B
(Doherty und McMahon 2009). Selektiv lässt sich die Caveolin- und Clathrin-unabhängige
Endozytose bislang nicht ansteuern. Dennoch zeigen Folat-assoziierte Strukturen zu-
mindest eine Aktivierung dieses Aufnahmeprozesses neben der Clathrin- und Caveolin-
vermittelten Internalisierung (Rijnboutt et al. 1996).

Bei der Aufnahme nanopartikulärer Träger kristallisiert sich ein komplexes Zusam-
menspiel zwischen den Eigenschaften des Trägersystems und den physiologischen Cha-
rakteristika der Zielzelle heraus. Durch die Interaktion mit nanopartikulärem Material
können durchaus mehrere Aufnahmeprozesse aktiviert werden. Zudem konnte gezeigt
werden, dass monomere Trägerbestandteile, wie z.B. Pluronic Moleküle, einen Aufnah-
meweg inhibieren (Caveolin-vermittelte Endozytose) und somit das Trägersystem über
einen anderen Mechanismus (Clathrin-vermittelte Endozytose) internalisiert wird (vgl.
Sahay, Alakhova und Kabanov 2010). Weiterhin kann die Blockierung eines Aufnahme-
weges zur Aktivierung eines anderen führen (Harush-Frenkel et al. 2007). Diese Aspekte
sind vor allem bei der Bewertung von Aufnahmestudien zu berücksichtigen.

1.4. Zielgewebe Blut-Hirn-Schranke

Der Transport von Nanopartikeln und deren inkorporierten Wirkstoffen zur Blut-Hirn-
Schranke ist für eine effizientere Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen, Infek-
tionen, Hirntumoren oder Dysfunktionen des Gehirns von Bedeutung (Kreuter 2014).
Um geeignete Trägersysteme und Blut-Hirnschranken-selektive Liganden zu generieren,
werden hier wesentliche Charakteristika dieses Gewebes beleuchtet.

1.4.1. Allgemeine und molekularbiologische Charakteristika der
Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke wird von den Gefäßwänden der Hirnkapillaren gebildet. Die phy-
siologische Funktion der Blut-Hirn-Schranke beruht auf dem Zusammenspiel von Kapil-
larendothelzellen und den Astrozyten bzw. Perizyten. Die Kapillarendothelzellen stehen
im direkten Kontakt zum Blut und deren Bestandteilen. Astrozyten und Perizyten um-
geben die Kapillarendothelzellen und sorgen u.a. für deren Versorgung mit Nährstoffen
(Abbildung 1.5). Hirnkapillarendothelzellen unterscheiden sich in ihren zellphysiologi-
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schen Eigenschaften von anderen Endothelzellen. So bilden diese Zellen mithilfe von
transmembranären Proteinen, wie Occludin, Claudin und junktionionale Adhäsionsmo-
leküle (JAM - engl. junctional adhesion molecule), intrazelluläre Verbindungen aus, die
sogenannten tight junctions. Da der parazelluläre Transport auf diesem Wege ausge-
schlossen ist, wird die Penetration von über 95 % aller Wirkstoffe vom Lumen ins Gehirn
verhindert. Nur lipophile Moleküle einer molaren Masse kleiner als 500 Da penetrieren
passiv durch die Blut-Hirn-Schranke (Pardridge 2005).

Zusätzlich weisen Hirnendothelzellen eine erhöhte enzymatische Aktivität auf, be-
dingt durch intra- und extrazelluläre Enzyme, wie die Monoaminooxidase (MAO), γ-
Glutaryltranspeptidase (γ-GT) und verschiedene Cytochrom P450 Enzyme. ABC-Trans-
porter (engl. adenosine triphosphat bindig casette) sind membranständige ATP-abhängi-
ge Effluxpumpen, die eine Vielzahl von Wirkstoffen von der abluminalen Seite zurück ins
Blut transportieren. Als wichtigste Vertreter seien hier das P-Glykoprotein und die MRP
(engl. multi drug resistance-associated protein)-Proteinfamilie genannt (vgl. Cecchelli et
al. 2007).

Für die Aufnahme von Proteinen, Molekülen größer als 500 Da, Antikörpern und Zu-
cker verfügen Hirnkapillarendothelzellen über Rezeptor-vermittelte und unspezifische ad-
sorptive Transzytosemechanismen. Hier seien der Glukosetransporter GLUT-1 (Devraj
et al. 2011) und Aminosäuretransporter (Boado et al. 1999), sowie die Transzytoseme-
chanismen via LDL (engl. low density lipoprotein) (Dehouck et al. 1994) oder Insulin-
Rezeptor (Ulbrich, Knobloch und Kreuter 2011) erwähnt.

Auf Grundlage der zellphysiologischen Unterschiede zwischen Hirnkapillarendothel-
zellen und Endothelzellen der Peripherie werden folgende Liganden bzw. Zielstrukturen
beschrieben und mithilfe modifizierter nanopartikulärer Trägerstrukturen angesteuert:

• Überexprimierte LDL-Rezeptoren in Hirnkapillarendothelzellen
(Dehouck et al. 1994) werden mittels Apolipoproteine oder Peptidvarianten des
natürlichen Liganden (Apolipoprotein) angesprochen (Mahley et al. 1984). Erwäh-
nenswert sind hier Apolipoprotein E- und B-modifizierte Polymerpartikel (Kreu-
ter et al. 2002), Apolipoprotein E-modifizierte Albuminnanopartikel (Michaelis et
al. 2006, Wagner et al. 2012) und Apolipoprotein E-Peptid-modifizierte Liposomen
(Re et al. 2011, Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Auch Angiopep-2 steigert die
Aufnahmeeffizienz von modifizierten Dendrimeren und Mizellen (Abschnitt 1.1.2
auf Seite 3), indem es an LDL-Rezeptoren in Hirnkapillarendothelzellen bindet (Ke
et al. 2009, Xin et al. 2012b).
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Abbildung 1.5.: a) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der zerebralen Vaskularisie-
rung (modifiziert nach Scala 2014) und b) schematische Darstellung des Aufbaus der Kapillaren
(modifiziert nach Cecchelli et al. 2007)

• Die Aufnahme von Zuckermolekülen in Hirnkapillarendothelzellen erfolgt über den
Glukosetransporter GLUT-1 (Devraj et al. 2011). Doch scheint die Aufnahme über
den GLUT-1 begrenzt auf Nanopartikeln kleiner 5 nm zu sein (Devraj et al. 2011,
Abouzeid et al. 2013).

• Die Endozytose von Nanopartikeln über den Transferrin-Rezeptor (TfR) wird über-
wiegend mittels monoklonaler Antikörper gegen den TfR realisiert
(Ulbrich et al. 2009, Gosk et al. 2004). Auch an Liposomen gebundenes Tf steigert
die Aufnahme in Hirnkapillarendothelzellen (Soni, Kohli und Jain 2005).

• Lactoferrin ist ein Glykoprotein, welches zur TfR-Familie gehört und selektiv über
Lactoferrin-Rezeptoren und anschließender Transzytose ins Gehirn aufgenommen
wird. Lactoferrin-modifizierte Dendrimere zeigten eine signifikant bessere Aufnah-
meeffizienz ins Gehirn, verglichen mit Tf-modifizierten Dendrimeren (Huang et
al. 2008).

• Für das Tripeptid Glutathion (GSH) sind antioxidative bis hin zu neurohormona-
le Eigenschaften beschrieben (Dringen 2000). Hirnkapillarendothelzellen verfügen
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über spezifische GSH Transporter, welche einen aktiven Transport in und aus den
Zellen gewährleisten (Kannan et al. 1999). GSH-modifizierte Liposomen zeigen eine
verbesserte Aufnahme ins Gehirn und werden u.a. in klinischen Studien untersucht
(Geldenhuys et al. 2011).

• Wie schon erwähnt, finden Zell-penetrierende Peptide breite Anwendung in der
Oberflächenmodifizierung verschiedenster nanopartikulärer Trägersysteme
(Abschnitt 1.2.2 auf Seite 7 ff.). Penetratin-modifizierte PEG-PLA Systeme zeigten
nach i.v. Applikation eine verbesserte Aufnahme ins Gehirn gegenüber unmodifi-
zierten Nanopartikeln (Xia et al. 2012). Auch nach nasaler Applikation werden
CPP-modifizierte Trägersysteme ins Gehirn transportiert (Xia et al. 2011). Wei-
terhin wurden TAT-konjugierte PLA Nanopartikel erfolgreich für den Transport
von Ritonavir über die Blut-Hirn-Schranke verwendet (Rao et al. 2008).

• Zudem eignen sich Chitosan-basierte Trägersysteme für eine zielgerichtete Ansteue-
rung des Gehirns, sowohl auf intravenösem als auch auf nasalem Weg (Wang, Chi
und Tang 2008, Wilson et al. 2010). Aktuelle Studien deuten darauf hin, dass die
positive Ladung von Chitosanpartikeln von primärer Bedeutung für die Überwin-
dung der Blut-Hirn-Schranke ist.

1.4.2. Apolipoprotein E abgeleitete Peptide

Apolipoprotein E ist ein Apolipoprotein der Familie der Chylomikronen und Lipopro-
teine sehr geringer Dichte (engl. very low density lipoprotein (VLDL)), deren Funktion
im Metabolismus Triglyzerid-reicher Lipoproteinbestandteile zu finden ist. Es konnte
gezeigt werden, dass besonders die Isoformen ApoE3 und ApoE4 an den LDL-Rezeptor
binden und eine endozytotische Aufnahme ApoE-modifizierter Chylomikronen und Li-
poproteinen in Zellen von Herz, Leber und Gehirn bewirken (Mahley und Rall 2000).
Nach Bindung an den LDL-Rezeptor erfolgt die Internalisierung von Cholesterol-reichen
Lipoproteinvesikeln über Clathrin-vermittelte Endozytose (Goldstein et al. 1985). Die
Bindungsdomäne des ApoE am LDL-Rezeptor beschränkt sich auf die AS 140-160 der
Helix 4 (Weisgraber 1994). Für die Adressierung des LDL-Rezeptors mittels ApoE-
Peptid-modifizierter Trägersysteme müssen bestimmte Voraussetzungen erfüllt sein. Die
Bindungsregion des Liganden ApoE besteht zum überwiegenden Teil aus basischen Ami-
nosäuren, als Basis elektrostatischer Wechselwirkungen mit negativen Membrankompo-
nenten (Weisgraber, Innerarity und Mahley 1978). Zusätzlich ist eine α-helikale Struktur
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des Peptides vorteilhaft für eine verstärkte Bindung (Braddock et al. 1996). Das syn-
thetisierte Tandemdimer (LRKLR KRLLR)2 (A2) erfüllt diese Voraussetzungen und
zeigt gute Affinitäten für den LDL-Rezeptor (Sauer et al. 2005, Dyer et al. 1995). Un-
tersuchungen mit anderen ApoE-Sequenzen (AS 141-150 vom ApoE) zeigen zusätzlich
Affinität zu HSPGs (Datta et al. 2000).

Lipopeptid-basierte Trägersysteme

Zur Oberflächenmodifizierung liposomaler Trägerstrukturen mit dem Vektorpeptid A2
wurden unterschiedliche Strategien verfolgt. Mittels kovalenter Kopplung des ApoE-
abgeleiteten Peptides A2 ((LRKLR KRLLR)2) am distalen Ende von PEG-Lipiden
konnte die Aufnahme von Liposomen in Hirnkapillarendothelzellen der Ratte erhöht
werden (Sauer et al. 2005). Untersuchungen zum Internalisierungsmechanismus zeigten
hier, dass die Liposomen HSPG-abhängig aufgenommen werden (Sauer et al. 2005). Die
zweifache Palmitoylierung (P2) am N-Terminus des A2 ((LRKLR KRLLR)2) bewirkt ei-
ne stabile Einlagerung in Lipiddoppelschichten (Sauer et al. 2006). Die amphipathische
Struktur des P2A2 führt zusätzlich zu einer spontanen Selbstaggregation zu Mizellen im
submikromolaren Bereich (Keller et al. 2005, Gehne et al. 2013). Bei unterschiedlichen
molaren Lipid- zu Lipopeptid-Verhältnissen (cl/p) entstehen reine P2A2-Mizellen (cl =
0 M), gemischte Mizellen aus P2A2 und Lipid (cl/p kleiner 7), Gemische aus P2A2-Lipid-
Mizellen und -Liposomen (7 < cl/p < 80) und stabile P2A2-modifizierte Liposomen ab
einer cl/p größer 80 (Keller et al. 2005).
Leupold et al. 2008 führten Aufnahmestudien an Hirnkapillarendothelzellen der Maus

mit P2A2-Mizellen und Liposomen durch, wobei gezeigt werden konnte, dass HSPG bei
der Aufnahme von P2A2-Liposomen beteiligt ist. Interessanterweise erfolgt die Aufnah-
me von P2A2-Mizellen HSPG-unabhängig. Die Befunde führten zu der Schlussfolgerung,
dass die Größe des Trägersystems im Zusammenhang mit der Peptidoberflächendichte
einen Einfluss auf die Affinität zu zellmembranständigen HSPGs besitzen. Zudem zeigte
sich bei den mizellaren Partikeln eine deutlich bevorzugte Aufnahme in Hirnkapillarendo-
thelzellen im Vergleich zu Endothelzellen der Aorta. Für P2A2-modifizierte Liposomen
wurde diese Zellselektivität nicht gefunden (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009).
Mizellare und liposomale Systeme unterscheiden sich hinsichtlich Aufnahmeeffizienz

und Endozytosemechanismus. Für P2A2-Liposomen wurde ein Clathrin- und Caveolin-
unabhängiger Endozytosemechanismus gefunden. Hingegen ist die Aufnahme von P2A2-
Mizellen in Hirnkapillarendothelzellen Clathrin-vermittelt. Ob die Überexpression von

19



1.4. Zielgewebe Blut-Hirn-Schranke

Abbildung 1.6.: Schematische Darstellung von P2A2-Mizellen (a) und P2A2-modifizierter
Liposomen (b)

LDL-Rezeptoren auf den Kapillarendothelzellen zu einer verbesserten Aufnahme von
Mizellen beiträgt, ist nicht geklärt. Jedoch weisen Lipopeptidmizellen eine erhöhte kon-
formationelle Flexibilität im Peptidteil auf, was sich in einer weniger stark ausgebildeten
α-Helix im Vergleich zu an Liposomen gebundenem P2A2 zeigt (Leupold et al. 2008). Die
Bindungsdomäne des ApoE-Peptides (AS 140-160) beinhaltet gleichzeitig eine hochaffi-
ne Bindungsstelle für Heparin (Obunike et al. 2000), was die Affinität zu HSPG erklärt.
Zudem erhöht eine α-helikale Struktur auch die Affinität zu Heparin und Proteoglyka-
nen (Verrecchio et al. 2000). Dies unterstützt die HSPG-unabhängige Zellaufnahme von
P2A2-Mizellen bzw. die HSPG-abhängige Internalisierung von P2A2-Liposomen.

Zu klären bleibt, welchen Einfluss die Größe der Partikel im Zusammenhang mit der
Beladungsdichte an Peptiden auf eine mögliche Zellselektivität gegenüber Hirnendothel-
zellen haben. Zudem bleibt der Einfluss der Art des Peptides und der Sequenzverteilung
kationischer Aminosäuren auf die Zellselektivität ungeklärt.
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1.5. MRT Kontrastmittel in nanopartikulären

Trägersystemen

Die Magnetresonanztomographie (MRT engl. magnetic resonance imaging (MRI)) bietet
die Möglichkeit, gesunde, sowie pathogene Gewebe im lebenden Organismus darzustellen.
Jedoch sind aufgrund der geringen Auflösung und der unzureichenden Selektivität der
Kontrastmittel für das Zielgewebe diesem bildgebenden Verfahren Grenzen gesetzt. Zell-
selektive Lipid-basierte Nanopartikel sind vielversprechende Systeme, um diese Nachteile
zu umgehen.

Das Prinzip der MRT ist die Messung der Relaxation von Kernspins von Atomen
im Magnetfeld, die durch einen geeigneten Hochfrequenzimpuls ausgelenkt werden. Die
daraus erzeugte Wechselspannung wird mithilfe einer Empfangsspule detektiert (Weis-
haupt, Köchli und Marincek 2009). Mittels magnetischer Gradientenfelder erfolgt ei-
ne räumliche Zuordnung der Signale (Brown und Semelka 2011). Die konventionelle
MRT arbeitet mit den ubiquitär im Körper vorkommenden 1H-Atomen. Der Nachteil
dieser Methode ist, dass alle H-Protonen angeregt werden und lediglich Relaxations-
unterschiede gemessen werden. So hat man immer auch ein großes Hintergrundsignal.
Daher greift man auf seltene bzw. nicht physiologische Kontrastmittel zurück, welche
entweder die Relaxationseigenschaften von H-Protonen positiv beeinflussen oder selbst
detektiert werden können. Gadolinium(III)(Gd)-Chelat-Komplexe sind aufgrund ihrer
guten MRT-Eigenschaften und geringen Nebenwirkungen eine der am häufigsten ver-
wendeten Kontrastmittel zur Diagnostik von Blutgefäßen und Tumoren (Raymond und
Pierre 2005). Nachteile der meisten anorganischen Verbindungen sind entweder eine er-
höhte Toxizität, schlechte Wasserlöslichkeit oder unzureichende Selektivität für das zu
diagnostizierende Gewebe.

Funktionalisierte Nanopartikel können einen Großteil dieser Nachteile überbrücken.
Genannt seien hier vor allem Eisenoxid-Nanopartikel (Jansch et al. 2009, Tomanek et
al. 2012), 19F-Trägersysteme (Srinivas et al. 2010, Waiczies et al. 2013) oder Lipidpar-
tikel mit inkorporiertem oder assoziiertem Gadolinium(III) (Mulder et al. 2006). Auch
mit Gd beladene Lipopeptid-modifizierte Mizellen konnten bereits erfolgreich in vivo zur
Frühdiagnostik von arteriosklerotischen Plaques eingesetzt werden (Chen et al. 2008).
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1.5.1. Xe-MRT

Trotz der unterschiedlichen Optimierungsmöglichkeiten ist die Detektionsgrenze in der
MRT auf 10−3-10−5 mol/l Kontrastagens begrenzt und bleibt damit dem Einsatz in
der molekularen Bildgebung verwehrt., Im Gegensatz zu Protonen zeigt Xe eine wesent-
lich höhere Sensitivität gegenüber seiner chemischen Umgebung (engl. chemical shift)
(Schröder et al. 2006, Abbildung 1.7). Die Verwendung von hyperpolarisiertem Xenon
(129Xe) bewirkt eine 105-fache Verstärkung des MRT-Signals im Vergleich zu thermisch
polarisiertem 129Xe, was so z.B. die Bildgebung von Aveolarkapillaren möglich macht
(Driehuys et al. 2006), jedoch noch nicht genug Sensitivität für molekularbiologische
Untersuchungen mit sich bringt. Um selektiv Gewebe mittels Xe-MRT zu detektieren
und gleichzeitig die Detektionsgrenze des Xe Signals zu verringern, bedient man sich so-
genannter Xenon-Biosensoren. Von besonderem Interesse ist hier Kryptophan-A (CrA),
ein makrocyclisches Cyclotriveratrylenderivat, welches durch seine käfigartige Struktur
hydrophobe Gastmoleküle, wie z.B. Xe, komplexieren kann.

Abbildung 1.7.: Schematische Darstellung des CEST-Effekts (modifiziert nach Schnurr, Witte
und Schröder 2014)

Es kommt zu einem thermodynamischen Austausch zwischen in Wasser gelöstem Xe
und Xe in Kryptophan A (Abbildung 1.7). Das im Käfig befindliche hyperpolarisierte
Xe wird mittels eines Radiofrequenzpulses selektiv depolarisiert. Indem ein dauerhafter
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Radiofrequenzpuls (einige Sekunden) eingestrahlt wird, kommt es aufgrund des ständi-
gen thermodynamischen Austausches sukzessiv zu einer Reduktion des Signals von Xe
in Lösung (engl. chemical exchange saturation transfer (CEST)). Mittels der Signalre-
duktion des hyperpolarisierten Xe in Wasser kann man Rückschlüsse auf die Reduktion
des Xe-Signals im CrA in unterschiedlicher Umgebung ziehen. Die Kombination aus hy-
perpolarisertem Xe und CEST-Effekt wird auch als Hyper-CEST-Effekt bezeichnet. Mit
dieser Methode konnte die Detektionsgrenze von hyperpolarisiertem Xe um den Fak-
tor 103 verbessert werden (Mulder et al. 2012). So ist es gelungen, Xe-MRT-basierte
Aufnahmestudien an Fibroblasten der Maus bei einer Zelldichte von 15*106 Zellen/ml
durchzuführen (Klippel et al. 2013). Der Fokus aktueller Untersuchungen liegt auf der
Funktionalisierung des CrA für die selektive Aufnahme in bestimmte Zellspezies. Auf-
grund seiner hydrophoben Struktur lagert sich CrA vornehmlich in Membranen der Zel-
le und Lipid-Doppelschichten von Liposomen ein (Schnurr, Witte und Schröder 2014).
Mit der Modifizierung CrA-beladener Liposomen kann die chemische Funktionalisierung
von CrA umgangen werden. Damit bietet die Xe-MRT die Möglichkeit, die Selektivität
Lipopeptid-modifizierter Liposomen für Hirnendothelzellen zu untersuchen.
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1.6. Glioblastoma

Nanopartikuläre Trägersysteme finden breite Anwendung in der Krebstherapie (Brannon-
Peppas und Blanchette 2012). Vor allem in der Chemotherapie limitieren eine unzurei-
chende Anflutung im Tumorgewebe und unerwünschte Nebenwirkungungen der Arznei-
stoffe den Therapieerfolg. Als erste zugelassene liposomale Formulierung zur Behandlung
von Eileiterkrebs, multiplem Myelom und Karposi Sarkom sei hier Doxil® erwähnt. Das
passive Targeting von Tumorgewebe mittels PEGylierter Liposomen führt im Vergleich
zur konventionellen Doxorubicinapplikation zu einer signifikanten Reduktion des Tumor-
gewebes bei verringerter Dosis (Barenholz 2012).

Die Behandlung von Hirntumoren gestaltet sich insbesondere durch die mangelnde
Penetration von Arzneistoffen durch die Blut-Hirn-Schranke als schwierig. Betrachtet
man die am häufigsten auftretende Form von Hirntumoren, Glioblastoma multiforme,
ist die Therapie beschränkt auf neurochirurgische Tumorresektion mit anschließender
Chemothrapie und/ oder Strahlenbehandlung (Furnari et al. 2007). Neuere Ansätze ver-
folgen die Unterbindung der Metastasierung von Glioblastomazellen durch kompetitive
Hemmung des CD95-Rezeptors mittels fcCD95 Fusionsprotein (Kleber et al. 2008). Ci-
lengitide ist ein cyclisches Pentapeptid, das die Tripeptidsequenz RGD enthält. RGD
ist unter anderem verantwortlich für die Zell-Zell-Interaktion, Zelladhäsion und Pola-
risierung in Zellen. Die RGD-Sequenz am Cilengitide bindet an Integrine von Krebs-
zellen, blockiert sie und unterdrückt somit speziell die Angiogenese von Glioblastoma
(Mas-Moruno, Rechenmacher und Kessler 2010, Russo et al. 2013). Derzeit befindet sich
Cilengitide in der klinischen Phase 3 (http://clinicaltrials.gov/show/NCT00689221).

Abbildung 1.8.: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Glioblastomazellen an Hirnkapil-
laren (nach Bernstein und Woodard 1995)
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Auch die Funktionalisierung von Nanopartikeln mit der RGD-Sequenz bietet die Mög-
lichkeit, Glioblastoma anzusteuern (Gao et al. 2014). Andere Ansätze sind Antikörper-
modifizierte FeO2 Trägersysteme oder oberflächenmodifizierte Folat-Nanopartikel (Ga-
bizon et al. 2010), die nach systemischer Applikation eine Aufnahme in Hirntumorzellen
zeigen (Hadjipanayis et al. 2010). Ähnlich den Hirnkapillarendothelzellen zeigen Glio-
blastomazellen eine Überexpression von LDL-Rezeptoren (Maletínská et al. 2000). So
konnte gezeigt werden, dass synthetische Liganden, wie das Angiopep-2 (Demeule et
al. 2008), geeignete Kandidaten für eine Penetration von nanopartikulären Trägersys-
temen durch die Blut-Hirn-Schranke und das Ansteuern von Gliomazellen sind (Xin et
al. 2012a). Zusätzlich stellten Hu et al. 2008 fest, dass die extrazelluläre Matrix von
Gliomazellen durch die Überexpression von Proteoglykanen, wie z.B. Brevican, gekenn-
zeichnet ist. Diese Proteoglykane spielen eine wichtige Rolle in der Motilität von Glio-
mazellen und wie Studien von Aguiar et al. 2002 zeigen, ist eine hohe Sulfatierung der
Proteoglykane entscheidend für die Proliferation dieser Zellen.

Auch pathophysiologische Eigenschaften von Hirntumoren sprechen für eine Ansteue-
rung von Glioblastomazellen über Hirnkapillarendothelzellen. Zum einem entstehen Glio-
mazellen unter anderem aus Gliazellen, welche in engem Kontakt mit Hirnkapillarendo-
thelzellen stehen (Abschnitt 1.4.1 auf Seite 15, Abbildung 1.8 auf der vorherigen Seite).
Zum anderen kommt es bereits in frühen Stadien des Krankheitsverlaufes zur Störung der
physiologischen Funktion der Blut-Hirn-Schranke (Wolburg et al. 2012). Das wiederum
erleichtert die Penetration von nanopartikulären Trägersystemen. Für die Rekrutierung
von Endothelzellen zur Angiogenese exprimieren Gliomazellen den vaskulären endothlia-
len Wachstumsfaktor (engl. vascular endothelial growth factor (VEGF)) (Ricci-Vitiani et
al. 2010). Aufgrund der sehr schnellen und daher unvollständigen Vaskularisierung sind
die Blutkapillaren im Tumorgewebe sehr durchlässig, z.B. für PEGylierte Nanosphären
(Abschnitt 1.2.1 auf Seite 6 ff.).

Lipopeptide bieten die Vorraussetzungen, um Trägersysteme in Hirnkapillarendothel-
zellen als auch in Gliomazellen zu schleusen. Darüber hinaus bleibt zu klären, inwieweit
eine vermittelte Aufnahme in Gliomazellen von therapeutischen Nutzen, wie z.B. eine
verbesserte Wirkung von Krebsmedikamenten, ist.
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1.7. Zielsetzung der Arbeit

Die vorangegangenen Untersuchungen zu ApoE-abgeleiteten Lipopeptiden zeigten eine
bevorzugte Aufnahme von Mizellen in Hirnkapillarendothelzellen, jedoch keine Selek-
tivität für Liposomen. Diese Ergebnisse lassen Grund zu der Annahme, dass die Art
der partikulären Struktur, Peptidbesetzungsdichte/ Oberflächenpotential und Größe des
Trägersystems zur Zellselektivität beitragen. Um ein genaueres Verständnis für das Zu-
sammenspiel dieser Parameter in Bezug auf die selektive Aufnahme in Hirnendothelzellen
zu bekommen, werden im ersten Abschnitt dieser Arbeit folgende Schwerpunkte gesetzt:

• Die Synthese P2A2-abgeleiteter Lipopeptide mit oligo-Arginin, oligo-Lysin und
oligo-Glutaminsäuresequenzen.

• Die Größencharakterisierung und Bestimmung des Oberflächenpotentials der Pep-
tidmizellen mithilfe der Lichtstreuung und Zetapotentialmessung.

• Die Herstellung von Liposomen unterschiedlicher Größe und Peptidbesetzungs-
dichte, sowie deren Charakterisierung bzgl. Größe, Zetapotential, Stabilität und
Einbau des Lipopeptides in die Lipiddoppelschicht (Fluoreszenz-detektierte Cal-
ceinfreisetzungversuche und Zirkulardichroismus).

• Zytotoxizitätsstudien der mizellaren und liposomalen Formulierungen gegenüber
humanen Hirnkapillar- und Aortenendothelzellen.

• Untersuchungen der Aufnahme in humane Hirnkapillar- und Aortenendothelzellen
mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) und Durchflusszytometrie
(FACS). Korrelation der Aufnahmemuster mit den Eigenschaften der Lipopeptid-
trägersysteme.

• Charakterisierung des Aufnahmeweges der Lipopeptid-modifizierten Nanopartikel
mittels Endozytoseinhibitoren.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe ERC Project BiosensorImaging (Leif Schrö-
der und Matthias Schnur, FMP, Berlin) wird die Xe-Bildgebung mittels Hyper-CEST
zum Nachweis der Selektivität der Lipopeptid-Träger eingesetzt. Die gezielte Aufnahme
in humane Hirnendothelzellen soll mithilfe von CrA-beladenen Liposomen modifiziert
mit Lipopeptiden gezeigt werden. Aufbauend auf den Ergebnissen aus dem ersten Teil
dieser Arbeit, soll hierzu die Lipopeptid-Liposomenpräparation ausgewählt werden, wel-
che die höchste Selektivität für Hirnkapillarendothelzellen zeigt.
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• Präparation von CrA-beladenen Lipopeptid-Liposomen und deren physikalische
Charakterisierung.

• Zytotoxizitätsuntersuchungen der CrA-Liposomenpräparationen an Hirnkapilla-
rendothelzellen.

• Aufnahmeuntersuchungen in humane Hirnkapillar- und Aortenendothelzellen mit-
tels Zytometrie, Laserscanning Mikroskopie und Xe Hyper-CEST MRT.

Im dritten Teil der Arbeit wird die mögliche Anwendung von Lipopeptid-modifizierten
Trägersystemen in Hirntumorzellen untersucht. Hierzu werden mit Paclitaxel beladene
PEG-PE Mizellen mit verschiedenen Lipopeptiden modifiziert und deren Aufnahme und
zytotoxische Wirkung gegenüber humanen Gliomazellen (U87MG) untersucht.

• Herstellung und Charakterisierung (Größe, Zetapotential, Fluoreszenzeigenschaf-
ten) Lipopeptid-modifizierter PEG-PE-Mizellen.

• Qualitative und quantitative Aufnahmeuntersuchungen in humane Glioblastoma-
zellen.

• Zytotoxizitätsuntersuchungen von Lipopeptid-PEG-PE-Konstrukten mit und ohne
Paclitaxel gegenüber U87MG Zellen.
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2.1. Geräte

Tabelle 2.1.: Verwendete Geräte

Methode Gerätetyp Hersteller

Brutschrank CB150 Binder (Deutschland)

Dynamische Lichtstreuung
(DLS)

ZetaSizer Nano ZS Malvern (USA)

ZetaSizer ZS90

Durchflusszytometrie
(FACS)

FACSCalibur BD Biosciences (USA)

Elektronenmikroskopie Tecnai F20 FEI (USA)

Fluoreszenzspektroskopie FP-6500 Jasco (Japan)

LS 50B Perkin Elmer (USA)

Hochvakuumpumpe D1,6B Leybold AG (Deutschland)

Hochleistungschromato-
graphie

D7000 Hitachi (Japan)

Liposomenpräparation MiniExtruder Avestin (Canada)
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Methode Gerätetyp Hersteller

Ultraschallstab Labsonic L. B. Braun
(Deutschland)

Lyophilisator Labconco FreeZone
4.5

Labconco Corp. (USA)

Konfokale Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM)

LSM 510 Zeiss (Deutschland)

LSM 700 Zeiss (Deutschland)

Mikrotiterplatten Reader Safire Tecan (Schweiz)

Bio-Tek Winooski (USA)

pH-Meter 713 Metrohm

Xe Hyper-CEST NMR &
MRT

9.4 T NMR Spektro-
meter

Bruker Biospin (Deutsch-
land)

Xe Polarisator Eigenbau (Witte et
al. 2012)

Zellzählung Casy 1 Innovatis AG (Deutsch-
land)

Zirkulardichroismus-
Spektroskopie

J-720 Jasco (Japan)
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2.2. Arbeitsmittel

2.2.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden in der höchsten Reinheitsstufe eingesetzt.

Tabelle 2.2.: Verwendete Chemikalien

Kurzbezeichnung Substanz Hersteller

Accutase® Innovative Cell Technolo-
gies (USA)

BSA Rinder-Serumalbumin Biochrom (Deutschland)

Calcein Fluka (Deutschland)

CellTiter-Blue® Resazurin Promega (USA)

Chlorpromazin 2-Chlor-10-(3-
Dimethylaminopropyl)
Phenothiazin

Sigma (Deutschland)

Collagen R-Beschichtung Collagen R, MW > 300.000;
0,1 mg/ml in MilliQ Wasser

Sigma (Deutschland)

Kryptophan A Kangyuan Jiyi Inc. (China)

Cytochalasin D Sigma (Deutschland)

DMSO Dimethylsulfoxid Sigma (Deutschland)

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure Merck (Deutschland)

FKS Fötales Kälber Serum Biochrom (Deutschland)

Glukose D(+)-Glukose Sigma (Deutschland)
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Kurzbezeichnung Substanz Hersteller

Glutamin N-Acetyl-L-Alanyl-L-
Glutamin, 200 mM

Biochrom (Deutschland)

Hoechst 33342 Sigma (Deutschland)

Lysotracker DND22 blue® Life Technologies (USA)

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyl-

Sigma (Deutschland)

tetrazoliumbromid

Pluronic® L81 Sigma (Deutschland)

Nystatin Sigma (Deutschland)

Paclitaxel LC Laboratories (USA)

PLL-Beschichtung Poly-L-Lysin, MW >
300.000; 0,1 mg/ml in
MilliQ Wasser

Sigma (Deutschland)

Pronase E aus Streptomyces griseus,
ca. 4 units/mg

Sigma (Deutschland)

Trypanblau 0,5 % (w/v) in physiolog.
NaCl-Lsg.

Biochrom (Deutschland)

TFE Trifluorethanol Fluka (Deutschland)
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2.2.2. Medien und Pufferlösungen

Die aufgelisteten Medien und Pufferlösungen wurden unter sterilen Bedingungen ange-
setzt und bis zur Anwendung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.3.: Verwendete Medien

Bezeichnung Zusammensetzung und Hersteller

Antibiotika Penicillin/ Streptomycin (10.000 IE/ 10.000 µg/ml), Gibco
(USA)

HBMEC-Medium RPMI 1640, 10 % fötales Rinderserum (Biochrom AG, Germa-
ny), 2 mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin, 1 mM Natriumpy-
ruvat, 1 x nicht essentielle Aminosäuren, 100 µg/ml Strepto-
mycin,100 IU/mL Penicillin and 1x MEM (Minimal Essential
Medium), Vitamine (Gibco, USA)

HAoEC-Medium Supplement mix (2 % fötales Kälberserum, 0,4 % ECGS/H,
0,1 ng/ml EGF (epidermaler Wachstumsfaktor), 1 ng/ml
bFGF (Fibroblasten Wachstumsfaktor), 1 µg/ml Hydrocorti-
son), 50 ng/ml Amphotericin B, 50 µg/ml Gentamicin (Pro-
vitro, Germany)

U87MG-Medium MEM (Corning Cellgro, USA), 10 % fötales Rinderserum (At-
lanta Biologicals, USA), 50 µg/mL Streptomycin, 50 IU/mL
Penicillin (Invitrogen, USA)
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Tabelle 2.4.: Verwendete Pufferlösungen

Bezeichnung Zusammensetzung und Hersteller

Trypsin/ EDTA 0,05 % (w/v) Trypsin, 0,02 % (w/v) EDTA in PBS,
Gibco (USA)

Beschichtungs-Lösung PLL 25 µg/ml PLL in Aqua bidest., steril

BSA-Lösung 1 % (w/v) BSA in DPBS

DPBS Dulbecco‘s Phosphat-gepufferte NaCl-Lösung,
Gibco (USA)

DPBSG 0,1 % (w/v) Glucose in DPBS

Heparin in DPBS 0,1 % (w/v) Heparin in DPBS

MTT-Lösung 5 mg/ml MTT in DPBS
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2.2. Arbeitsmittel

2.2.3. Lipide

Die verwendeten PEGylierten Lipide wurden von Corden Pharma (Schweiz) und alle
anderen, soweit nicht anders erwähnt, von Avanti Polar Lipids (USA) bezogen.

Tabelle 2.5.: Verwendete Lipide

Abkürzung Chemische Bezeichnung MW [g/mol]

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphatidylcholin

760,1

PEG750-PE N-(Carbonyl-Methoxypolyethyleneglycol
750)-1,2 Distearoyl-sn-Glycero-3-Phospho-
ethanolamin, Natriumsalz

1528

PEG2000-PE N-(Carbonyl-Methoxypolyethyleneglycol
2000)-1,2 Distearoyl-sn-Glycero-3-Phospho-
ethanolamin, Natriumsalz

2805,5

Rhodamin-PE 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-
Phosphoethanolamin-N-(Lissamin Rho-
damin B Sulfonyl), Ammoniumsalz

1301,7
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2.2. Arbeitsmittel

2.2.4. Lipopeptide

Tabelle 2.6.: Synthetisierte Lipopeptide (W - Tryptophan, K - Lysin, G - Glycin, L - Leucin,
R - Arginin, E - Glutaminsäure, Pal - Palmitoylrest, Fluo - 5(6)-Carboxyfluorescein)

Abkürzung Chemische Bezeichnung MW [g/mol]

P2A2 Pal-WK(Pal)G LRKLR KRLLR LRKLR KRLLR-
NH2

3532,8

P2R12 Pal-WK(Pal)G RRRR G RRRR G RRRR-NH2 2853,7

P2K12 Pal-WK(Pal)G KKKK G KKKK G KKKK-NH2 2517,5

P2E12 Pal-WK(Pal)G EEEE G EEEE G EEEE-NH2 2528,8

P2fA2 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G LRKLR KRLLR LRKLR
KRLLR-NH2

4019,3

P2fR12 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G RRRR G RRRR G RRRR-
NH2

3340,2

P2fK12 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G KKKK G KKKK G KKKK-
NH2

3004,0

P2fE12 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G EEEE G EEEE G EEEE-
NH2

3015,3
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2.2. Arbeitsmittel

2.2.5. Zelllinien

HAoEC:

• Immortalisierte humane Aortenendothelzellen

• invitrogen GmbH (Deutschland)

• Referenz: Venugopal et al. 2002

HBMEC:

• Immortalisierte humane mikrovaskuläre Hirnkapillarendothelzellen

• Molecular Cell Physiology, AG Blasig, FMP

• Referenz: Eigenmann et al. 2013

U87MG:

• Immortalisierte humane Glioblastomazellen

• ATCC (USA)

• Referenz: Bastida et al. 1984
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2.3. Lipopeptid-modifizierte Liposomen und Mizellen

2.3.1. Synthese, Reinigung und Charakterisierung der
Lipopeptide

Die Peptide wurden in der Peptidsynthese-Gruppe von Dr. Michael Beyermann am
Leibniz-Institut für Molekulare Pharmakologie (FMP) hergestellt (Sauer et al. 2006).

2.3.2. Herstellung der Liposomen

Die Herstellung der Liposomen erfolgte nach der Filmmethode (Leupold et al. 2008).
Hierzu wurden die Chloroform/ Methanol (2:1)-Lösungen der Lipide (bevorzugt POPC
und ggf. Rhodamin-PE als Marker) in entsprechenden molaren Verhältnissen in vorher
abgewogene Rundkolben gegeben. Mittels Rotationsverdampfer wurde das Lösungsmit-
tel evaporiert. Um Lösungsmittelrückstände zu entfernen, wurde der entstandene Lipid-
film über Nacht (mind. 8 h) an einer Hochvakuumpumpe getrocknet. Die getrockneten
Lipidfilme wurden durch Zugabe der entsprechenden Pufferlösungen und intensives Vor-
texen oder kurzer Behandlung (ca. 20 sec) im Ultraschallbad rehydratisiert.

2.3.3. Herstellung von kleinen unilamellaren Vesikeln (SUV)

Kleine unilamellare Vesikel (SUV) wurden durch Beschallung mittels eines Ultraschall-
stabs hergestellt (Leupold et al. 2008). Hierfür wurde ca. 1 ml einer 20 mM Lipidsuspen-
sion im Eisbad, unter Sickstoffbegasung ca. 20-30 min beschallt. Die hergestellten SUV
wurden durch Zentrifugation (3000 g, 5 min) von möglichem Titanabrieb getrennt.

2.3.4. Herstellung von großen unilamellaren Vesikeln (LUV)

Die Herstellung von großen unilamellaren Liposomen (LUV) mit einem Durchmesser
von ca. 100 nm erfolgte mittels Extrusion. Hierfür wurde die Lipidsuspension (20 mM
Lipid, ca. 0,5-1 ml) 35 mal durch eine Polycarbonatdoppelmembran (Porengröße 100 nm)
mithilfe eines Miniextruders gedrückt (Leupold et al. 2008, Leupold, Nikolenko und
Dathe 2009).

Die Herstellung von CrA-beladenen Liposomen erfolgt analog, wobei vor der Extrusion
CrA (1 mM in 70% DMSO/Wasser (v/v)) im molarem Verhältnis von 1:20 (CrA:POPC)
zur Lipidlösung zugegeben wurde.
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2.3.5. Lipopeptidmodifizierung von Liposomen

Eine Adsorption von Lipopeptiden an der Lipidoppelschicht von Liposomen wurde mit-
tels post-Insertion erreicht (Leupold et al. 2008, Leupold, Nikolenko und Dathe 2009).
Hierbei wurden Aliquote der Liposomensuspension und Lipopeptidlösung im gewünsch-
ten molaren Lipid-Peptidverhältnis (cl/p) mindestens 1 h bei Raumtemperatur geschüt-
telt.

2.3.6. Lipopeptid-modifizierte PEG-PE-Mizellen mit PCL

PEG-PE-Mizellen wurden durch Rehydrierung eines vorher präparierten Lipidfilms her-
gestellt (Lukyanov, Gao und Torchilin 2003). Hierzu wurde die gewünschte Menge an
PEG-PE in Chloroform in einen Rundkolben gegeben. Für Zytotoxizitätsstudien wurde
zusätzlich Paclitaxel in Methanol im Verhältnis von 0,18 mg/15 mg PEG750-PE respek-
tive 0,36 mg/30 mg PEG2000-PE zugegeben. Zur Markierung der PEG-PE-Mizellen
wurde Rhodamin-PE (1 % m/m) vor dem Abrotieren des Lösungsmittels zugeführt.
Mittels Rotationsverdampfer und anschließender Lyophilisierung von mindestens 4 h
wurden Lösungsmittelreste evaporiert. Die fertigen Lipidfilme wurden nach Zugabe von
PBS (1-2 ml) rehydriert, gevortext und gegebenenfalls im Ultraschallbad resuspendiert.
Nicht inkorporiertes PCL wurde durch Filtration durch einen 0,2 µm Spritzenfilter (Nal-
ge Nunc International, USA) abgetrennt (Dabholkar et al. 2006). Lipopeptid-modifizierte
PEG-PE-Mizellen (5 mol% Lipopeptid) wurden durch post-Insertion über 8 h bei 37 °C
hergestellt (Abschnitt 2.3.5). Das entspricht einem PEG-PE/ Lipopeptid-Verhältnis von
ca. 1/20.
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2.3. Lipopeptid-modifizierte Liposomen und Mizellen

Tabelle 2.7.: Zusammensetzung der verwendeten Lipopeptidpräparationen (± - je nach Ex-
periment mit oder ohne Signalmolekül)

Verwendung Trägersystem Komponenten Signalmolekül
cl/p (mol/mol)

Aufnahme- Mizellen Lipopeptid
untersuchungen SUV20 POPC/ LP 20/1

in HBMEC/ HAoEC SUV1000 POPC/ LP 1000/1 ± Rh-PE 0,1 % (w/w)
LUV1000 POPC/ LP 1000/1 ± Rh-PE 0,1 % (w/w)

± CrA cl/CrA = 20/1

Aufnahme- PEG-PE Mizellen PEG-PE/ LP 20/1 ± Rh-PE 1 % (w/w)
untersuchungen PEG-PE PCL Mizellen PEG-PE/ LP 20/1 PCL 1,2 % (w/w)

in HBMEC/ HAoEC
und U87MG
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2.4. Physikalische Charakterisierung von

Lipopeptid-modifizierten Trägersystemen

2.4.1. Photonenkorrelationspektroskopie/ Dynamische
Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) – auch auch Photonenkorrelationsspektroskopie
(PCS) genannt – ist eine Methode zur Bestimmung der (hydrodynamischen) Partikel-
größe von kolloidalen Systemen, deren Größen im Bereich von ca. 3 nm bis 3 µm lie-
gen (Müller und Schuhmann 1996). Dieses Verfahren beruht auf der Auswertung der
mittleren Intensitätsschwankung pro Zeit des an den Partikeln gestreuten Laserlichtes.
Partikel ändern in kolloidalen Systemen aufgrund der Brown‘schen Molekularbewegung
des Dispersionsmittels ständig ihre Lage zueinander. Dabei ist die Diffusionsgeschwin-
digkeit abhängig von der Teilchengröße, d.h. dass sich kleine Partikel schneller bewegen
als große und somit die Intensitätsfluktuationen des Streulichtes schneller sind. Dieser
Zusammenhang zwischen der Diffusionskonstante und Teichenradius wird mittels der
Stokes-Einstein-Gleichung beschrieben.

r =
k · T
6πηD

(2.1)

r mittlerer Teilchenradius T absolute Temperatur
k Boltzmannkonstante D Diffusionskonstante
η dynamische Viskosität

Bei kleinen Partikeln ist eine größere Fluktuation der Streulichtintensität gegenüber
großen Partikeln zu beobachten. Aus den gemessenen Streulichtintensitäten pro Zeit wird
ein Autokorrelationsfunktion g(τ) erstellt, aus der die Diffusionskonstante berechnet
werden kann.

g(τ) = e−2Dq2τ (2.2)

q Betrag des Streulichtvektors D Diffusionskonstante
τ Verzögerungszeit
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2.4. Physikalische Charakterisierung von Lipopeptid-modifizierten Trägersystemen

Lipopeptid-Mizellen wurden bei einer Konzentration von 25 µM in MilliQ Wasser, pH
7,4 (eingestellt mit 0,1 N HCl bzw. 0,1 N NaOH), vermessen. Die Größe der Lipopeptid-
modifizierten Liposomen wurde bei einer Lipopeptidkonzentration von 1 µM in ihrem
jeweiligen molaren Lipid- zu Lipopeptid-Verhältnis (cl/p) in MilliQ Wasser, pH 7,4 (ein-
gestellt mit 0,1 N HCl bzw. 0,1 N NaOH), bestimmt. Die DLS-Messungen erfolgten mit
einem Zetaziser ZS der Firma Malvern im Winkel von 173°, bei 25 °C. Dabei wurde ein
Laser der Wellenlänge 632,8 nm verwendet. Bei den Untersuchungen von Lipopeptid-
PEG-PE-Mizellen in PBS, wurde eine Lipopeptidkonzentration von 25 µM verwendet.
Diese Untersuchungen wurden mit einem Zetaziser Nano ZS90 bei 25 °C im 90°-Winkel
durchgeführt.

2.4.2. Zetapotential (ZP)

Nanopartikulare Trägersysteme können aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaf-
ten zur Aggregation oder Sedimentation neigen. Um die Stabilität solcher kolloidaler
Systeme abschätzen zu können, bedient man sich des Zetapotentials. Das Zetapotential
gibt Aufschluss über die Ladungseigenschaften von Nanopartikeln (Müller, Nitzsche und
Paulke 1996).

Die Grundlage zur Bestimmung des Zetapotentials von kolloidalen Systemen ist die
Elektrophorese. Wenn geladene Partikel einem elektrischem Feld ausgesetzt werden,
dann beginnen sie sich entsprechend ihrer Ladung gerichtet zu bewegen. In Abhängig-
keit von der Stärke des elektrischen Feldes kommt es zum Abriss von Teilen der diffusen
Ionenschicht an der Scherebene.

FK = 6πaηv (2.3)

FK Reibungskraft η Viskosität
a Teilchenradius v Geschwindigkeit

Die Partikel werden im elektrischen Feld nach dem Stokes´schen Gesetz mit zu-
nehmender Geschwindigkeit einer höheren Reibungskraft ausgesetzt, was wiederum die
Scherebene zur Teilchenoberfläche hin verschiebt. Das Potential zwischen der Scherebene
und einem Punkt in unendlicher Entfernung im Medium wird als Zetapotential bezeich-
net. Kommt es zu keiner weiteren Abstreifung der diffusen Schicht durch Erhöhung des
elektrischen Feldes, dann ist die Geschwindigkeit des Teilchens konstant.
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ZP = v/εηE (2.4)

ZP Zetapotential E elektrische Feldstärke
ε Dielektrizitätskonstante v Geschwindigkeit
η Viskosität

So ist die Reibungskraft FK gleich der beschleunigenden Kraft des elektrischen Fel-
des FE. Die Geschwindigkeit der Teilchen wird mittels Laser-Doppler-Anemometrie be-
stimmt. Das Zetapotential kann vereinfacht mit der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung
dargestellt werden. Die Dicke der diffusen Schicht ist abhängig vom pH-Wert, der Kon-
zentration und Wertigkeit der Elektrolyte in der Lösung (Müller, Nitzsche und Paul-
ke 1996). Für die Potentialmessungen Lipopeptid-basierter Trägersysteme wurden Li-
popeptid-Stock-Lösungen in MilliQ Wasser hergestellt. Ausgehend von diesen Stock-
Lösungen wurden die Messlösungen wiederum verdünnt, sodass die Lipopeptidkonzen-
tration für mizellare Systeme bei 25 µM und für liposomale Strukturen bei 1 µM lag.
Daraufhin wurde der pH-Wert mittels pH-Meter auf 7,4±0,3 mit 0,1 N HCl respektive
0,1 N NaOH eingestellt. Es wurden die Messungen zudem bei einer Leitfähigkeit von
100±25 µS/cm durchgeführt, welche bedarfsweise mit einer NaCl-Lösung (25 mg/ml)
eingestellt wurde. Die Messungen erfolgten am Zetaziser ZS. Für Lipopeptid-modizierte
PEG-PE-Mizellen ergab sich eine Leitfähigkeit von ca. 1 mS/cm2 in PBS. Hierbei wurden
die Messungen am Zetaziser ZS90 durchgeführt.

2.4.3. Zirkulardichroismus (CD)

Das spektroskopische Verfahren des Zirkulardichroismus bietet die Möglichkeit, Aussa-
gen über die Sekundärstruktur von Peptiden zu bekommen. Die Messmethode bedient
sich der optischen Aktivität von Molekülen mit chiralen Zentren. Es werden mit der
CD-Spektroskopie die unterschiedlichen Absorptionen von links und rechts zirkular po-
larisiertem Licht in Abhängigkeit von der Wellenlänge bestimmt. Es existieren charakte-
ristische Spektren für Peptid-/Protein-Strukturen (α, β, ungeordnet, turn), deren Ban-
denlagen und -intensitäten in Abhängigkeit von den Lösungsbedingungen aufgenommen
wurden. Diese Spektren erlauben quantitative sowie qualitative Aussagen zur Sekundär-
struktur der zu untersuchenden Probe und liefern Informationen zu Strukturänderungen
bei Veränderung der Umgebungsbedingungen (Fasman 2010).
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Es wurden für alle Lipopeptide CD-Spektren in 10 mM Phosphat-Puffer, pH 7,4, in
Gegenwart von 50 % Trifluorethanol (TFE) bei einer Konzentration von 20 µM aufge-
nommen. Unter gleichen Bedingungen wurden Lipopeptid-modifizierte SUV mit einer
Lipidkonzentration von 2 mM (cl/p = 1000) untersucht. Die Probe wurde in eine Küvet-
te (1 mm Schichtdicke) überführt und bei Raumtemperatur mit einer Bandbreite von
1 nm und einer Geschwindigkeit von 50 nm/min gemessen. Soweit die Spannung am
Photomultiplier nicht 800 V überstieg, wurden Spektren von 260-182 nm mit 10 Akku-
mulationen aufgenommen. Die Messungen erfolgten mit einem CD-Spektrometer J-720
der Firma Jasco.

2.4.4. Calceinfreisetzung

Untersuchungen von Keller et al. 2005 haben gezeigt, dass sich P2A2 aufgrund seiner
amphiphilen Struktur in Lipidmembranen einlagert und konzentrationsabhängig stö-
ren kann. Unterhalb einer cl/p von 80 sind Liposomen nicht mehr stabil. Mithilfe des
Farbstoffs Calcein kann man die Integrität von Liposomen in Gegenwart von Lipopepti-
den bestimmen. Calcein zeigt bei hohen Konzentrationen und in Liposomen inkorporiert
selbst-quenchende Eigenschaften. Die Peptid-induzierte Freisetzung aus Liposomen führt
zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensität (I) (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009, Da-
the et al. 2002).
Für die Farbstofffreisetzungsversuche wurden 80 mM Calcein in 25 µM POPC-LUV

inkorporiert. Mittels Gelfiltration über eine Sephadex-G50-Säule wurde freies Calcein
von den POPC-LUV entfernt. Calcein wurde bei 490 nm angeregt und die Emission bei
520 nm detektiert. Es erfolgte die Messung der Fluoreszenzintensität (I) über einen Zeit-
raum von 5 min nach Zugabe unterschiedlicher Peptidkonzentrationen. Danach wurden
100 µL Triton X-100 (entspr. 0,4 % in der Messlösung) zugegeben, um eine vollständige
Freisetzung des Calceins aus den Liposomen zu erzielen (I 100%). Die Fluoreszenzinten-
sität nach 5 min (I) wurde für die Auswertung verwendet.

F (%) = 100 · I − I0%
I100% − I0%

(2.5)

F(%) prozentuale Calceinfreisetzung
I0% Fluoreszenzintensität vor Peptidzugabe
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2.4.5. Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie

Die Untersuchung der morphologischen Eigenschaften nanopartikulärer Systeme ist ein
wesentlicher Bestandteil, um beispielsweise die Stabilität oder die Form einzelner Partikel
zu beurteilen. Elektronenmikroskopische Untersuchungen gehören zu den besten bildge-
benden Verfahren im Nanometerbereich. Die Probenbearbeitung sowie die Aufnahme
der Cryo-TEM Bilder erfolgte durch Frau Dr. Lorenz (AG Cellular Imaging, FMP).
Dazu wurden Lipopeptidmizellen in einer Konzentration von 25 µM und Lipopeptid-
modifizierte Liposomen bei einer Peptidkonzentration von 10 µM in DPBSG (cl/p = 20)
untersucht. Die Probe wurde auf ein Kohlenstoffgitter, ein sogenanntes Grid, der Fir-
ma Quantifoil Micro Tools aufgetropft. Mithilfe eines Vitrobot der Firma FEI wurden
die mit Proben beschichteten Grids in flüssigem Ethan Schock gefroren. Diese Methode
bedingt die Bildung von vitrifiziertem Eis, was wiederum die Bildung von Probenarte-
fakten minimiert. Die vitrifizierten Grids wurden mithilfe eines Gatan Cryohalters in
ein Tecnai F20 Elektronenmikroskop der Firma FEI eingebracht. Die Proben wurden
bei -170 °C bei einer Vergrößerung von 29000 oder 50000 mit einer 2kx2k CCD Kamera
der Firma Gatan untersucht (Adrian et al. 1984).

2.4.6. Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzeigenschaften von Fluorophoren, wie z.B. Intensität oder Emissionswel-
lenlänge, sind z.T. stark von den Umgebungseigenschaften abhängig (Szmacinski und La-
kowicz 1993). So lassen sich mittels der Änderung der Fluoreszenzeigenschaften Aussagen
zur Bindung von Carboxyfluorescein-markierten Lipopeptiden in Lipiddoppelschichten
machen (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Zudem sind bei Fluoreszenz-basierten
Zellaufnahmestudien die Fluoreszenzeigenschaften der jeweiligen Fluorophore für die In-
terpretation der Ergebnisse von Bedeutung.

Fluoreszenzmessungen von Lipopeptidmizellen und -liposomen wurden an einem FP-
6500 der Firma Jasco und für Lipopeptid-modifizierte PEG-PE-Mizellen an einem Bio-
Tek Mikroplattenleser der Firma Winooski durchgeführt. Die Anregungswellenlänge für
Carboxyfluorescein-markierte Lipopeptide war 488 nm und es wurde ein Emissionsspek-
trum von 500-600 nm aufgenommen bzw. die Fluoreszenzintensität wurde bei 525 nm
gemessen. Rhodamin-PE modifizierte PEG-PE-Mizellen wurden bei 520 nm angeregt
und die Emission wurde bei 590 nm gemessen. Messungen mit dem FP-6500 erfolgten
bei einer Scan-Geschwindigkeit von 100 nm/min, einer Spaltenbreite von 5 nm/ 5 nm
(Ex/Em) und einer geringen Sensitivität.
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2.4.7. Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) ist ein etabliertes Verfahren zur
Quantifizierung von Substanzen. Die Trennung von unterschiedlichen Molekülen an einer
festen Phase erfolgt über ionische, hydrophobe/ hydrophile Interaktionen oder aufgrund
ihrer Größe. Nach Elution der Substanz kann diese mittels unterschiedlichster Detektoren
quantifiziert und analysiert werden.

Um die Menge an Paclitaxel inkorporiert in PEG-PE-Mizellen zu quantifizieren, wur-
de zunächst eine Eichkurve von PCL in der mobilen Phase erstellt. Danach wurden
Aliquote der mizellaren Präparation mit der mobilen Phase im Verhältnis von 1/50
(v/v) für PEG750-PE und von 1/100 (v/v) für PEG2000-PE-Mizellen versetzt. Der ho-
he Lösungsmittelanteil in der mobilen Phase führt zur Störung der Mizellstruktur und
Freisetzung des eingebauten PCL. Die Analyse der Proben (Auftragevolumen 25 µl) er-
folgte an einem D-7000 HPLC System der Firma Hitachi, ausgestattet mit einem Dioden
Array Detektor und einer Umkehrphasen Säule Xbridge C18 der Firma Waters. Bei einer
Flussrate von 1 ml/min wurde Paclitaxel bei 227 nm detektiert.
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2.5. In vitro Untersuchungen

2.5.1. Allgemeine Zellkultivierung

Die Kultivierung der HBMEC, HAoEC und U87MG erfolgte ausschließlich unter einer
sterilen Werkbank. Nach dem Auftauen der Zellen in Cryoröhrchen wurden diese in 10
ml Medium ohne Serum überführt und für 5 min bei 1000 g zentrifugiert. Der Überstand
wurde entfernt und die Zellen im entsprechenden Medium (Tabelle 2.3 auf Seite 32) re-
supendiert. Diese Zellsuspension wurde in 75 cm2 oder 150 cm2 Kulturflaschen überführt
und für mindestens 24 h im Brutschrank bei 37 °C und in einer Atmosphäre mit 5 % CO2

kultiviert. Es erfolgte ein Mediumwechsel alle 2 bzw. 3 Tage, wobei darauf zu achten war,
dass die Zellen nicht über eine Konfluenz von 80 % wuchsen. Um die Zellen zu passagie-
ren, wurden diese mit 10 ml DPBSG einmal gewaschen und dann für mindestens 5 min
mit 0,05 % Trypsin-EDTA inkubiert. Die Zellen wurden durch leichtes Klopfen der Zell-
kulturflaschen abgelöst und im Medium resuspendiert. Die Kultivierung der einzelnen
Zelllinien wurde ab der Passsage 15 gestoppt, um zellbiologische Unterschiede zwischen
den einzelnen Experimenten zu minimieren. Die Zellzahl für die einzelnen Versuche wur-
de bei den HBMEC und HAoEC mittels Casy 1 der Firma Innovativ AG bestimmt.
U87MG Zellen wurden mit einer Neubauer Zählkammer quantifiziert. Durch die Zugabe
von Trypanblau im Überschuss war es möglich, blau gefärbte, tote Zellen von lebenden
Zellen zu unterscheiden.

2.5.2. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Mit der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) ist es möglich, Träger-Zell-
Interaktionen zu untersuchen. Voraussetzung ist eine entsprechende Markierung der Trä-
gersysteme mit Fluorophoren. Es wurde die Internalisierung von Lipopeptid-modifizierten
Trägersystemen an lebenden Zellen und an fixierten Zellen betrachtet. CLSM beruht auf
den Prinzipien der Fluoreszenzmikroskopie. Bei der konfokalen Laser-Scanning-Mikrosko-
pie tastet ein fokussierter Laser-Lichtstrahl das Untersuchungsobjekt rastermäßig ab und
setzt die pixelweise registrierte Fluoreszenz zu einem Bild zusammen (Minsky 2011).

CLSM von lebenden Zellen

Analog zu den Untersuchungen von Leupold, Nikolenko und Dathe 2009, wurden HBMEC
1 Tag vor Versuchsbeginn auf PLL-beschichteten Glas-Deckgläschen bzw. Chamber-
Slides in einer Zelldichte von 3*105 Zellen/ml kultiviert. Bei den HAoEC wurden 3*105
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Zellen/ml für 2 Tage kultiviert. Nach einmaligem Waschen mit DPBSG wurden der
Zellen für 1 h bei 37 °C mit 1 ml der entsprechenden Formulierung inkubiert. Die Lipo-
peptidkonzentration war jeweils 1 µM. Für Aufnahmeuntersuchungen mit Endozytosein-
hibitoren wurden die Zellen mit dem jeweiligen Inhibitor 0,5 h vorinkubiert, mit DPBSG
gewaschen und dann mit der entsprechenden Präparation inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurden die Zellen mit eiskaltem DPBSG gewaschen. Die CLSM-Bilder wurden an
einem LSM 510 konfokalen Laser Scanning Mikroskop der Firma Zeiss, ausgestattet
mit einem Pan-Neofluar 60x/ 1,3 Öl-Objektiv, aufgenommen. Die Anregung des Car-
boxyfluoresceins erfolgte mit einem 200 mW Argon Laser bei einer Wellenlänge von 488
nm und einer Laserintensität von 10 %. Hierbei wurde die Emission mit einem BP505-
530 Bandpass-Filter erfasst. Für die Detektion von Rhodamin-PE markierten Liposomen
erfolgte die Anregung mit einem 15 mW Helium-Neon Laser bei 534 nm. Die Emission
wurde mit einem BP585-615 Bandpass-Filter detektiert. Die Viabiliät der Zellen wurde
mithilfe einer 0,5 %igen Trypanblau-Lösung überprüft. Bei lebenden Zellen akkumuliert
der Farbstoff an der Membran und erreicht nicht das Zytoplasma. Hierfür wurden 1-2
Tropfen der Trypanblau-Lösung auf die Zellen gegeben, bei 633 nm mit einem 15 mW
Helium-Neon Laser mit 80 % Intensität angeregt und die Fluoreszenz mit einem LP650
Langpassfilter detektiert. Der Durchmesser der Lochblende (Pinhole) wurde auf 300 µm
eingestellt.

CLSM an fixierten Zellen

Für die mikroskopischen Studien zu U87MG Zellen wurden 2*104 Zellen/ 500 µl auf
30 mm Deckgläschen in 12-Well Zellkulturplatten positioniert, ausgesät. Die Zellen wur-
den anschließend für 1 Tag bei 37 °C kultiviert. Vor der Inkubation mit Lipopeptid-
modifizierten PEG-PE-Mizellen wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Es erfolgte die
Inkubation mit 300 µM PEG-PE/ 5 mol% Lipopeptid Präparationen für 5 h bei 37 °C.
Nach der Inkubation wurden die Zellen 3 mal mit PBS 37 °C gewaschen und mit 50 nM
Lysotracker DND22 blue® in PBS für 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden
wiederum dreimal mit PBS gewaschen und mithilfe einer 4 % Paraformalehyd-PBS Lö-
sung für 10 min bei 37 °C fixiert. Die Paraformaldehyd-Lösung wurde abgesaugt und
die Zellen wurden mit 1 µg/ml Hoechst 33342 in PBS für weitere 10 min bei 37 °C
behandelt. Die Deckgläschen wurden dreimal mit PBS gewaschen. Auf den Objektträ-
ger wurde ein Tropfen Fluoromount G gegeben und das Deckgläschen wurde mit der
Zellseite nach unten auf den Objektträger positioniert. CLSM Bilder wurden mit ei-
nem LSM 700 der Firma Zeiss aufgenommen. Ausgestattet war das LSM700 mit einem
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Plan-Apochromat 63x/1,4 Öl-Objektiv. Hierbei wurden Hoechst 33342 (detektiert mit
einem LP490 Langpassfilter) und der Lysotracker DND22 blue® (detektiert mit einem
SP490 Kurzpassfilter) mit einem Dioden Laser der Wellenlänge von 405 nm angeregt.
Die Anregung von Carboxyfluorescein erfolgte mit einem Argonlaser bei 488 nm (detek-
tiert mit einem SP555 Kurzpassfilter). Rhodamin wurde mit einem Helium-Neon Laser
bei 534 nm angeregt und mit einem LP560 Langpassfilter detektiert. Von den zu unter-
suchenden Zellen wurden z-Schnitte (mindestens 5, 0,54 µm Dicke) aufgenommen. Alle
CLSM-Bilder wurden mit ImageJ analysiert.

2.5.3. Durchflusszytometrie

Zellinteraktionen von Lipopeptid-modifizierten Trägerstrukturen wurden mittels Durch-
flusszytometrie (engl. fluorscence activated cell sorting (FACS)) analysiert und quanti-
fiziert.

Aufnahmeuntersuchungen in HAoEC, HBMEC und U87MG

Für Aufnahmeuntersuchungen an HBMEC wurden je Well 1,2*105 Zellen/3 ml in ei-
ne 6-Well Zellkulturplatte ausgesät und für 1 Tag kultiviert. Bei Untersuchungen an
HAoEC wurden 1,2*105 Zellen/3 ml je Well in eine 6-Well Zellkulturplatte gegeben
und für 2 Tage kultiviert. Die Zelldichte lag dann bei beiden Zelllinien bei ca. 70 %.
Vor der Inkubation mit den jeweiligen Lipopeptidpräparationen wurden die Zellen mit
DPBSG (37 °C) gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 1 ml 1 µM Lipo-
peptidpräparation für 1 h bei 37 °C. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit
eiskaltem DPBSG gewaschen und für 5 min mit 0,1 % (w/v) Pronase E/ 0,5 mM EDTA
in DPBS auf Eis inkubiert, um die Zellen abzulösen. Um die Aktivität der Pronase E
nach der Inkubation zu stoppen, wurde je Well 0,7 ml 1 % BSA in DPBSG zugeführt.
Die Zellen wurden durch mehrfaches Resuspendieren abgelöst und die Zellsuspension in
Eppendorf-Gefäße überführt und bei 800 g (4 °C, 8 min) zentrifugiert. Der Überstand
wurde sorgfältig abgesaugt oder dekantiert. Bis kurz vor der Messung wurde das Zell-
pellet auf Eis gelagert. Für die Messung wurden die Zellen je nach Zelldichte mit 1 %
BSA in DPBSG resuspendiert.

U87MG Zellen wurden in 12-Well Zellkulturplatten in einer Zelldichte von 4*104 Zel-
len/ml für 1 Tag kultiviert. Nach dem Waschen der Zellen mit PBS wurden sie mit
der jeweiligen PEG-PE Präparation inkubiert. Die Lipopeptid-modifizierten PEG-PE
Präparation enthielt 12,5 µM Lipopeptid. Die Inkubationszeit betrug 5 h bei 37 °C.
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Danach wurde die Formulierung abgesaugt und die Zellen wurden mit PBS gewaschen.
Das Ablösen der Zellen erfolgte mithilfe von 0,5 ml Accutase® bei 37 °C für 10 min. Die
Zellen wurden danach in 1 ml PBS resuspendiert und bei 1000 g für 5 min zentrifugiert.
Der Überstand wurde verworfen und die Zellen wurden direkt vor der Messung je nach
Zelldichte in ca. 500 µL PBS resuspendiert.

Quantitative Aufnahmeuntersuchungen wurden an einem FACSCalibur Zytometer der
Firma BD Biosciences durchgeführt. Die zu untersuchende Zellpopulation wurde entspre-
chend ihrer Streuungseigenschaften von Zelldebris und toten Zellen getrennt betrachtet.
Die Fluorophore wurden mit einem 488 nm Laser angeregt und entsprechend der Emis-
sionseigenschaften detektiert. Carboxyfluorescein markiertes Lipopeptid wurde mit ei-
nem 530/30 nm Emissionsfilter (FL1) bei 500 V Detektorspannung und Rhodamin-PE
markierte PEG-PE-Mizellen über einem 585/42 nm Emissionsfilter (FL2) und einer De-
tektorspannung von 550 V detektiert. Bei jeder Probe wurden mindesten 10.000 Zellen
analysiert, und jedes Experiment erfolgte zweimal in Doppelbestimmung.

Untersuchungen zum Aufnahmemechanismus

Um nähere Erkenntnisse zum Aufnahmemechanismus von Lipopeptid-modifizierten Trä-
gersystemen zu erhalten, wurden quantitative FACS Studien in Anwesenheit verschie-
dener Endozytoseinhibitoren durchgeführt (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Da-
durch konnten einzelne Aufnahmewege, wie Clathrin-vermittelte Endozytose, Caveolin-
vermittelte Endozytose oder Makropinozytose, inhibiert werden (Abschnitt 1.3 auf Sei-
te 11, Tabelle 2.8).

Chlorpromazin ist ein positiv geladenes amphiphiles Molekül (Neuroleptikum), wel-
ches die Bildung von Clathrin-beschichteten Membrandomänen inhibiert. Chlorpromazin
bindet an Clathrin und es kommt zu einer Umverteilung des Proteins. Die Zellmembran
verarmt an Clathrin und es kommt zu einer Anreicherung von Clathrin-Proteinen in der
Endosomenmembran (Wang, Rothberg und Anderson 1993).

Um die Aufnahme von Strukturen durch Makropinozytose zu unterbinden, eignen
sich Stoffwechselprodukte von Pilzen, so genannte Cytochalasine. Insbesondere Cyto-
chalasin D hat die Eigenschaft an F-Actin zu binden, es zu depolymerisieren und so die
Ausbildung von Actinfilamenten zu inhibieren (Flanagan und Lin 1980).

Das Sterol-bindende Antimykotikum Nystatin inhibiert die Caveolae-vermittelte En-
dozytose, indem es die Bildung von Caveolinen an der Zelloberfläche stört (Schnitzer
et al. 1994).

Die Zellen wurden entsprechend der Aufnahmeuntersuchungen kultiviert. Es erfolgte
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Tabelle 2.8.: Übersicht der verwendeten Endozytoseinhibitoren

Inhibitor Aktivität/ Wirkung Effekt Referenz

Chlorpromazin Clathrinbindung Hemmung der Wang et al. 1993
Clathrin-vermittelten

Endozytose

Nystatin stört Bildung von Hemmung der Schnitzer et al. 1994
Caveolen Caveolae-vermittelten

Endozytose

Cytochalasin D blockiert Actin- Hemmung der Flanagan et al. 1980
Filamente Makropinozytose

eine Vorinkubation mit 10 µg/ml Chlorpromazin, 2 µg/ml Cytochalasin D oder 25 µg/ml
Nystatin in DPBSG für 30 min bei 37 °C. Danach wurden die Zellen mit der entspre-
chenden Präparation und dem Endozytoseinhibitor inkubiert und gemäß den oben be-
schriebenen Bedingungen am FACSCalibur vermessen.

2.5.4. Zytotoxizitätsbestimmungen

Untersuchungen zur Toxizität von Lipopeptid-modifizierten Trägersystemen wurden mit-
hilfe des etablierten MTT-Tests durchgeführt (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009, Sau-
er et al. 2005). Um die Zellviabilität zu quantifizieren, bedient man sich des gelben, was-
serlöslichen Farbstoffs MTT, der in Gegenwart von zellulären Reduktionsäquivalenten,
wie z.B. NADH, NADPH und mitochondrialer Dehydrogenasen, zu einem wasserunlös-
lichen, violetten Formazan reduziert wird. Das Formazanprodukt wird in DMSO gelöst
und kann photometrisch quantifiziert werden.

HBMEC und HAoEC wurden 1 Tag, respektive 2 Tage, vor der Inkubation in 96-Well
Mikrotiterplatten in einer Zelldichte von 20.000 Zellen/200 µl/Well ausgesät. Danach
wird das Medium abgesaugt und die Zellen wurden in einer Konzentrationsreihe von
0,025-7,5 µM mit den entsprechenden Lipopeptidpräparation in DPBSG für 1 h bei
37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Lösungen abgesaugt und es folgte
die Inkubation mit 20 µl MTT Reagenz (5 mg/ml) in 200 µl MEM-Medium pro Well
über 4 h für HAoEC und 2 h für HBMEC bei 37 °C. Danach wurde das MTT-Reagenz
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abgesaugt und das wasserunlösliche Formazanprodukt der Zellen wurde in 100 µl DMSO
pro Well gelöst. Um die Absorption des Formazanproduktes zu bestimmen, wurden die
Mikrotiterplatten im Plattenleser der Firma Tecan bei einer Wellenlänge von 550 nm
vermessen. Als Referenzabsorption diente eine Messung bei 650 nm. Die Absorption der
Zellen, welche mit reinem DPBSG inkubiert wurden, wurde als 100 %-Wert genommen.

Die Zytotoxizität von modifizierten PEG-PE-Mizellen wurde mittels Celltiter Blue®

Viabilitätstest bestimmt. Das Celltiter Blue® Reagenz beinhaltet einen blauen Re-
doxfarbstoff Resazurin, der von lebenden Zellen zu dem fluoreszierenden Produkt Re-
sorufin reduziert wird. Aufgrund der geringen Anzahl von untersuchten U87MG Zellen,
erwies sich der Celltiter Blue® Test als geeigneter und robuster verglichen zum MTT-
Test.

Einen Tag vor der Inkubation mit den Präparationen wurden 3000 U87MG Zellen in
100 µl/Well in einer 96 Well Mikrotiterplatte kultiviert. Die Zellen wurden anschließend
mit den jeweiligen Präparationen in steigenden Konzentrationen an PEG-PE und PCL
für 5 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit
MEM-Medium gewaschen und mit jeweils 200 µL komplettem MEM-Medium für 2 Tage
bei 37 °C kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen für 30 min bei 37 °C
mit 40 µl kompletten MEM-Medium und 10 µl/Well Celltiter Blue® Reagenz inkubiert.
Das Resorufin wurde in einem Plattenleser der Firma Winooski bei 525 nm angeregt und
die Emission wurde bei 590 nm detektiert. Die Fluoreszenzintensität von unbehandelten
Zellen wurde als 100 % Viabilität definiert.

Zytotoxizitätsmessungen von CrA und CrA-beladenen Liposomen erfolgten mittels
Celltiter Blue® Viabilitätstest. HBMEC wurden 1 Tag vor der Inkubation in einer Zell-
dichte von 20.000 Zellen/200 µl/Well in 96-Well Mikrotiterplatten ausgesät. Danach
erfolgte die Inkubation mit CrA und CrA-beladenen Liposomen für 4 h bei 37 °C. Nach
der Inkubation wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und anschließend für 30 min bei
37 °C mit 40 µl MEM-Medium und 10 µl/Well Celltiter Blue® Reagenz inkubiert. Die
Resorufinfluoreszenz wurde mit Plattenleser der Firma Tecan bei einer Anregungswel-
lenlänge von 525 nm und einer Emission bei 590 nm detektiert. Die Fluoreszenzintensität
von unbehandelten Zellen wurde als 100 % Viabilität definiert.

2.5.5. Xe-NMR Messungen

Die aufgenommene Menge an CrA in HBMEC und HAoEC wurde mithilfe der Xe-NMR
bestimmt. Die NMR- und MRT-Messugen wurden von Matthias Schnurr (ERC Project
BiosensorImaging, AG Schröder, FMP) durchgeführt. HBMEC und HAoEC wurden
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mindestens 12 Tage in 150 cm2 Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von ca. 80 %
kultiviert. Die Zellen wurden vor der Inkubation mit DPBS gewaschen. Danach wurden
sie mit 2 ml einer CrA-Liposomen Präparation (50 µM CrA, 1 mM POPC-LUV ± 1 µM
P2R12 ) für 4 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in kaltem DPBS
resuspendiert und bei 1000 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und
die Zellen wurden mit kaltem DPBSG bis zur gewünschten Zellkonzentration (0,5*106

HBMEC/mL bzw. 0,5*106 HAoEC/mL) verdünnt. Um eventuelles Aufschäumen durch
das Einleiten von Xe Gas zu verhindern wurde 0,1 % (v/v) Pluronic® L81 zu 2 mL
der Zellsuspension zugegeben. Die Proben wurden an einem 9,4 T NMR Spektometer
der Firma Bruker Biospin, ausgestattet mit einem doppelresonanten Probenkopf (10 mm
Innendurchmesser) für 1H und 129Xe -Anregung und -Detektion, vermessen. Die Messung
erfolgte auch bei 37 °C. In die Probe im NMR Röhrchen wurde hyperpolarisiertes Xe
Gas für 20 s bei einem Druck von 4,5 bar eingeleitet. Nach einer Wartezeit von 2 s war
die Suspension frei von möglichen Xe-Blasen. Für jeden Datenpunkt im CEST-Spektrum
wurde ein 10 µT Radiofrequenzpuls in der jeweiligen Frequenz abgegeben und nach 8 s
die verbleibende Magnetisierung in Z-Achse (Mz) von Xe-in-Lösung, bei 110,70464 MHz,
detektiert.

2.5.6. Hyper-CEST MRT

Für einen direkten Vergleich beider Zelllinien inkubiert mit P2R12-modifizierten CrA-
Liposomen wurde ein Phantom-Bild aufgenommen. Hierfür wurde ein 5 mm NMR-
Röhrchen mit HBMEC in ein 10 mm NMR-Röhrchen mit HAoEC gesteckt. Die Zell-
dichte betrug jeweils 0,8*106/600 µL und beide Zelllinien wurden vor der MRT Auf-
nahme analog zu den NMR Experimenten 4 h bei 37 °C mit CrA beladenen P2R12-
Liposomen inkubiert. Hyper-CEST MRT Aufnahmen wurden mithilfe der RARE (engl.
rapid acquisition with relaxation enhancement)-Sequenz generiert. Die Auflösung in der
Ebene war 32x32 Pixel (RARE-Faktor = 32), was bei einer betrachteten Fläche von
15x15 mm2 einer Auflösung von 0,22 mm2 bei 20 mm Schichtdicke entspricht. Die Band-
breite des Detektionssignals war 78 kHz bei der entsprechenden Xe in Lösung Resonanz
von 110.70464MHz.
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2.6. Statistische Auswertungsmethoden

Die Daten sind entweder als Mittelwert mit der Standardabweichung oder mit dem
Standardfehler des Mittelwertes abgebildet.

Um signifikante Unterschiede zwischen Befunden zu erfassen, wurde ein Student t-Test
durchgeführt, wobei die Signifikanzgrenze bei p < 0,05 lag. Bei Zytotoxizitätsstudien an
U87MG wurde eine Signifikanzanalyse mithilfe des 2-Wege-ANOVA-Test durchgeführt
(nicht Signifikant (ns) p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Physikalische Charakterisierung P2A2

abgeleiteter Lipopeptide

3.1.1. Hintergrund & Fragestellung

Um eine Bindung von Peptiden in die Lipiddoppelschichten von Liposomen zu erreichen,
hat sich die zweifache Palmitoylierung als beste Variante herausgestellt. Dabei ist es
entscheidend, dass die Palmitoylierung am N-terminalen Ende des Peptides erfolgt. Es
konnte gezeigt werden, dass P2A2 hinsichtlich der Selbstassoziation zu Mizellen und
der stabilen Integration in die Lipiddoppelschicht von Liposomen gegenüber anderen
palmitoylierten A2 Peptidanaloga überlegen ist (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009,
Sauer et al. 2006, Keller et al. 2005).
Um die Frage zu beantworten, in welchem Zusammenspiel die Aminosäuresequenz des

Peptides, die Größe des Trägersystems und die Oberflächenspannung von nanopartiku-
lären Trägersystemen zu einer selektiven Internalisierung in Hirnkapillarendothelzellen
führen, wurden Lipopeptide unterschiedlicher kationischer und anionischer Aminosäure-
sequenz synthetisiert. Die dipalmitoylierte Struktur und Anzahl an geladenen Amino-
säuren wurde in Anlehnung an P2A2 mit 12 Resten beibehalten.

In dieser Arbeit wurden im Vergleich zum P2A2 (Leupold et al. 2008), das Arginin-
reiche P2R12 (MW: 2853,7 g/mol), das Lysin-reiche P2K12 (MW: 2517,5 g/mol) und
das Glutaminsäure-reiche P2E12 (MW: 2528,8 g/mol), die je 12 geladene Reste tragen,
untersucht. Für Fluoreszenz-basierte Untersuchungen, wie CLSM und FACS, wurden
5(6)-Carboxyfluorescein-modifizierte Analoga eingesetzt (Tabelle 3.1 auf der nächsten
Seite).
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Tabelle 3.1.: Chemische Struktur des P2A2 und P2A2-abgeleitete Lipopeptide im Ein-
Buchstaben-Aminosäure-Code (W Tryptophan, K - Lysin, G - Glycin, L - Leucin, R - Arginin,
E - Glutaminsäure, Pal - Palmitoylrest, Fluo - 5(6)-Carboxyfluorescein).

P2A2 Pal-WK(Pal)G LRKLR KRLLR LRKLR KRLLR-NH2

P2R12 Pal-WK(Pal)G RRRR G RRRR G RRRR-NH2

P2K12 Pal-WK(Pal)G KKKK G KKKK G KKKK-NH2

P2E12 Pal-WK(Pal)G EEEE G EEEE G EEEE-NH2

P2fA2 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G LRKLR KRLLR LRKLR KRLLR-NH2

P2fR12 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G RRRR G RRRR G RRRR-NH2

P2fK12 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G KKKK G KKKK G KKKK-NH2

P2fE12 Pal-K(Pal)WK(Fluo)G EEEE G EEEE G EEEE-NH2
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3.1.2. Bestimmung der Fluoreszenzintensität
Carboxyfluorescein-markierter Lipopeptide

Die Quantifizierung von intrazellulären Lipopeptiden ist entscheidend für die Beurtei-
lung der Aufnahmeeffizienz und Lokalisation der Träger in der Zelle. Die Markierung
von Peptiden oder Nanopartikeln mithilfe von Fluorophoren bietet die Möglichkeit, eine
Vielzahl von qualitativen sowie quantitativen Aufnahmestudien durchzuführen. Analog
zum Carboxyfluorescein-markierten Lipopeptid P2fA2 (Leupold et al. 2008) erfolgte bei
den anderen Lipopeptiden die kovalente Bindung des 5(6)-Carboxyfluorescein an ein
zusätzlich eingeführtes Lysin in Position 3 der Peptide (Tabelle 3.1 auf der vorherigen
Seite).

Frühere Untersuchungen hatten gezeigt, dass die Fluoreszenzintensität von Carboxy-
fluorescein sehr stark von den Eigenschaften des umgebenen Mediums abhängig ist
(Aschi et al. 2008). Zudem beeinflusst die kovalente Bindung von Carboxyfluorescein
an Aminosäuresequenzen dessen Fluoreszenzeigenschaften, wie Intensität und Fluores-
zenzmaximum (Gehne et al. 2013).

Zusätzliche Fluoreszenzlöschung, auch Quenching-Effekte genannt, führen zu einer
verminderten Fluoreszenzintensität von Carboxyfluorescein und treten dann auf, wenn
es z.B. bei hohen Konzentrationen zu intermolekularen Wechselwirkungen kommt. Diese
Quenching-Effekte zeigten sich auch bei P2fA2 (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009)
und P2fA2-abgeleiteten Derivaten. Um valide Aussagen über fluoreszenzbasierte Aufnah-
mestudien auf zellulärer Ebene zu treffen, ist es notwendig, die Fluoreszenzeigenschaften
neu synthetisierter Lipopeptide zu beschreiben. Hierfür wurden die Lipopeptidpräpara-
tionen bei einer Konzentration von 1 µM Lipopeptid in DPBSG untersucht.
Die Fluoreszenz der Mizellen ist im Vergleich zu den Liposomen gering (Abbildung

3.1). Die Ergebnisse in Abbildung 3.1 zeigen darüber hinaus, dass es leichte Schwan-
kungen in der Fluoreszenzintensität bei Lipopeptidmizellen gibt. Grund hierfür können
intramolekulare Quenching-Effekte mit dem an Position 2 befindlichen Tryptophan sein,
welches Carboxyfluorescein in fluoreszenzarme Ground-state Komplexe versetzt (Mar-
mé et al. 2003). Dequenching-Effekte zeigen sich nach Bindung an Liposomen, wobei
sich beim Lipid-zu-Lipopeptid-Verhältnis von 1000 die Intensitäten der verschiedenen
Lipopeptide am stärksten unterscheiden. Die allgemeine Intensitätserhöhung deutet zu-
dem darauf hin, dass sich Lipopeptide in die Lipiddoppelschicht der Liposomen einla-
gern (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009), was mit einer Dissoziation der Aggregate
einhergeht und so intermolekulare Effekte abnehmen. Erwähnenswert ist die drastisch
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Abbildung 3.1.: Die relative Fluoreszenzintensität mizellarer und liposomaler Lipopeptidprä-
parationen bei einer Lipopeptidkonzentration von 1 µM. SUV20 (cl/p = 20), SUV1000 (cl/p =
1000), LUV1000 (cl/p = 1000). Unterschiede wurden entsprechend gekennzeichnet (ns (nicht
signifikant mit p > 0,05), ∗ (signifikant mit p < 0,05).

gestiegene Fluoreszenzintensität des P2fA2 gebunden an SUV mit einer cl/p von 1000.
Interessanterweise ist diese hohe Fluoreszenzintensität nicht mehr bei großen Liposomen
mit ähnlichem Lipid-zu-Lipopeptid-Verhältnis zu erkennen. Das Glutaminsäure-reiche
P2fE12 zeigt keine Änderung in der Fluoreszenzintensität bei allen Präparationen. Un-
tersuchungen von Gehne et al. 2013 sprechen dafür, dass P2fE12 keine Mizellen bildet
und auch als Monomer an Liposomen bindet.

3.1.3. Sekundärstruktur der Lipopeptide

Für P2A2-Mizellen konnte bereits gezeigt werden, dass die Peptidsequenz partiell un-
geordnet und helikal vorliegt. In Gegenwart von TFE wurden α-helikale Strukturen
beschrieben. Eine α-helikale Struktur bildet sich auch aus, wenn P2A2 an Lipiddoppel-
schichten gebunden vorliegt (Leupold et al. 2008). Sie ist im CD charakterisiert durch
negative Elliptizitäten bei ca. 205 und 220 nm und eine positive Bande unterhalb 200 nm.
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Abbildung 3.2.: CD-Spektren von 20 µM Lipopeptid in Phosphat-Puffer, pH 7,4.

Kationische und anionische Lipopeptide zeigen unter physiologischen Bedingungen
keine Ausbildung von α-helikalen Strukturen (Abbildung 3.2). Der Zusatz von TFE
induziert die Bildung von Helixstrukturen bei Peptiden durch die Begünstigung intra-
molekularer H-Brücken (Rohl, Chakrabartty und Baldwin 1996). Auch in Gegenwart
von 50 % TFE oder Liposomen werden in P2R12, P2K12 und P2E12 keine definierten
Sekundärstrukturen induziert (Abbildung 3.3). Aufgrund der hohen Streuung von SUV
unterhalb von 200 nm, war eine Messung bis 180 nm nicht möglich (Abbildung 3.4).
Wesentliche Grundvoraussetzungen für die Internalisierung Zell-penetrierender Peptide
ist zum einen deren positive Ladung (Abschnitt 1.2.2 auf Seite 7). Untersuchungen von
Scheller et al. 1999 deuten zudem darauf hin, dass α-helikale amphipathische CPPs eine
gesteigerte Aufnahme in Zellen zeigen. Analog zu Oligo-Arginin-Peptiden (Ueno, Shi-
mabayashi und Saito 2011) zeigt P2R12 keine α-helikale Sekundärstruktur. Auch für
Oligo-Lysin Peptide sind ungeordnete Sekundärstrukturen beschrieben (Drake, Siligardi
und Gibbons 1988). Die hohe Ladungsdichte im Peptidteil verhindert die Ausbildung
von helikalen Strukturen unter physiologischen Bedingungen, sowie in Gegenwart von
TFE oder SUV (Tang et al. 2013).
Auch beim P2E12 liegt eine ungeordnete Sekundärstruktur vor. Im Gegensatz zu

P2E12 haben Martín, Teixidó und Giralt 2011 Glutaminsäure-reiche Peptide syntheti-

58



3.1. Physikalische Charakterisierung P2A2 abgeleiteter Lipopeptide

siert, die Helixstrukturen ausbilden. Jedoch besitzen diese Peptide eine geringere Anzahl
an Glutaminsäureresten im Vergleich zu P2E12.
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Abbildung 3.3.: CD-Spektren von 20 µM Lipopeptid in 50 % TFE/Phosphat-Puffer.
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Abbildung 3.4.: CD-Spektren von 20 µM Lipopeptid mit 2 mM SUV in Phosphat-Puffer.
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3.1. Physikalische Charakterisierung P2A2 abgeleiteter Lipopeptide

3.1.4. Größenuntersuchungen von Lipopeptidmizellen und
-liposomen

Fluoreszenzanisotrophie-Messungen wurden eingesetzt, um die CMC von Lipopeptiden
zu bestimmen. Für alle kationischen Lipopeptide wurden so CMCs im unteren mikromo-
laren Bereich bestimmt (P2A2 CMC = 1,0-2,9 µM, P2R12 CMC = 4,7-14 µM, P2K12
CMC = 1,9-3,9 µM) (Gehne et al. 2013). Verglichen mit anderen Lipopeptiden (McGre-
gor et al. 2003) ist die starke Aggregationstendenz eines der besonderen Merkmale der
in dieser Arbeit untersuchten Lipopeptide.

Größenbestimmungen mittels dynamischer Lichtstreuung wurden bei einer Peptid-
konzentration von 25 µM durchgeführt. Alle Lipopeptide lagen als Mizellen mit einem
mittleren hydrodynamischen Durchmesser von ca. 10-15 nm vor. Der Polydispersitäts-
index lag zwischen 0,2 und 0,3, was für eine breite Größenverteilung spricht (Tabelle
3.2). Das Zusammenspiel von Acylketten und der Ladung der Peptidsequenz bedingt
die Bildung von Mizellen mit einer geringen CMC. Die elektrostatische Abstoßung der
geladenen Peptidsequenzen kann die durch hydrophobe Wechselwirkungen bestimmte
Aggregationstendenz nicht kompensieren. Interaktionen der hydrophoben Teile der Pep-
tide dominieren die Bildung von Mizellen. Auch bei dem P2E12 ist in der Lichtstreu-
ung eine Assoziation zu Mizellen zu beobachten. Im Gegensatz dazu konnten Gehne et
al. 2013 keine Aggregation von P2fE12-Mizellen mittels Fluoreszenz-basierter Messun-
gen beobachten, was mit der umgebungsunabhängigen Fluoreszenzintensität des P2fE12
zu erklären ist (Abbildung 3.1).

Untersuchungen von Keller et al. 2005 zum Aggregationsverhalten von Peptiden und
zum Inkorporationsverhalten von P2A2 in Liposomen führten zur Erstellung eines Pha-
sendiagrammes. Während bei kleinen molaren Lipid-zu-Lipopeptid-Verhältnissen (cl/p)
gemischte Mizellen, Gemische von Mizellen und Peptid-beladenen Liposomen vorliegen,
zeigte sich, dass ab einem cl/p > 80 nur Lipopeptid-markierte Liposomen existieren. In
dieser Arbeit wurden LUVs bei einem cl/p von 1000 (LUV1000) untersucht. Um kleine
Liposomen hinsichtlich ihrer Oberflächenladung zu modifizieren, wurden diese mit einem
cl/p von 20 (SUV20) und 1000 (SUV1000) hergestellt (Tabelle 3.2). Interessanterweise
zeigten Liposomen mit einer hohen Lipopeptid-Besetzungsdichte (SUV20) nur gerin-
ge Veränderungen hinsichtlich ihrer Größe im Vergleich zu unmodifizierten Liposomen
(Tabelle 3.2). Der Polydispersitätsindex stieg bei den Präparationen mit hoher Peptid-
beladung nicht an. Das deutet darauf hin, dass keine zusätzlichen Populationen von
z.B. Mischmizellen, Aggregaten oder Fusionsprodukte entstanden sind. Die Liposomen

60



3.1. Physikalische Charakterisierung P2A2 abgeleiteter Lipopeptide

Tabelle 3.2.: Größenuntersuchungen von Lipopeptidpräparationen.

Durchmesser D in nm
PDI

NLP / P2A2 P2R12 P2K12 P2E12 ohne LP
100 nm2

Mizelle 3 14,7±5,2 14,5±4,2 11,7±4,6 24,9±7,7 -
0,237±0,082 0,345±0,036 0,274±0,037 0,375±0,066

SUV20 17 24,1±6,1 23,2±3,8 24,8±5,1 24,4±5,7 32,3±3,9
0,224±0,078 0,402±0,011 0,376±0,049 0,258±0,047 0,298±0,037

SUV1000 0,3 23,7±4,9 20,5±2,6 25,5±2,8 27,4±4,3 32,3±3,9
0,258±0,028 0,342±0,031 0,311±0,027 0,299±0,034 0,298±0,037

LUV1000 0,6 102,9±4,9 86,5±2,2 101,7±2,2 100,7±1,8 101,4±1,6
0,087±0,025 0,118±0,025 0,083±0,021 0,077±0,023 0,073±0,019

Legende: D - hydrodynamischer Durchmesser
PDI - Polydispersitätsindex
NLP /100 nm2 - berechnete Anzahl an LP pro 100 nm2 siehe Abschnitt 3.1.6
Mizelle: Peptidmizellen; SUV20: POPC/Peptid 20/1
SUV1000: POPC/Peptid 1000/1; LUV1000: POPC/Peptid 1000/1

bewahren ihre Integrität bei den gewählten molaren Lipid-zu-Lipopeptid-Verhältnissen.
Die Berechnung der Partikelgröße beruht bei der dynamischen Lichtstreuung auf der
Annahme, dass die zu untersuchenden Strukturen sphärischer Natur sind. Aggregate
aus amphiphilen Molekülen können jedoch auch elipsoide oder wurmartige Strukturen
bilden (Vucic et al. 2009). Vor diesem Hintergrund wurden Untersuchungen mittels der
Elektronenmikroskopie durchgeführt.

3.1.5. Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie
(Cryo-TEM)

Auskunft über die Morphologie der Lipopeptid-basierten Strukturen sollen elektronen-
mikroskopische Untersuchungen geben. Cryo-TEM Aufnahmen zeigen, dass bei allen
Lipopeptiden sphärische Nanopartikel vorliegen (Abbildung 3.5). Die Größe der Lipo-
peptidmizellen ist in Kohärenz zu den DLS Ergebnissen. Auch negativ geladene P2E12-
Mizellen haben unter den gegebenen Bedingungen eine sphärische Form. Interessan-
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terweise bildet das negativ geladenen Zell-penetrierende Peptid SAP(E) wurmartigen
Strukturen, wobei dieses Peptid eine amphipathische Helixstruktur aufweist (Martín,
Teixidó und Giralt 2011). Die zweifache Palmitoylierung am N-terminalen Ende eines
geladenen Peptides mit bis zu 20 Aminosäuren begünstigt eine Aggregation zu mizellaren
Strukturen.

e

fd

ca

b

Abbildung 3.5.: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Lipopeptidmizellen und Peptid-
modifizierten Liposomen. (a) P2A2 (b) P2K12 (c) P2R12 und (d) P2E12 und Liposomen (e)
POPC-SUV ohne Lipopeptid (f) P2A2 SUV20. Größenbalken, 50 nm. Die Lipopeptidkonzen-
tration betrug 25 µM für Mizellen und 10 µM für SUV20.

Es konnte zusätzlich gezeigt werden, dass Lipopeptid-modifizierte Liposomen selbst
bei einer hohen Peptidbeladung sich in ihrer Form nicht von den unmodifizierten Li-
posomen unterscheiden. Die hohe Peptidoberflächendichte hat keinen Einfluss auf die
Integrität liposomaler Formulierungen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Keller et
al. 2005 wurden keine Mischmizellen bei einer cl/p von 20 gefunden (Abbildung 3.5).
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3.1. Physikalische Charakterisierung P2A2 abgeleiteter Lipopeptide

3.1.6. Besetzungsdichte mizellarer und liposomaler
Lipopeptidstrukturen

Aus den bisher gewonnen Größendaten lässt sich die theoretische Besetzungsdichte der
Lipopeptide pro 100 nm2 berechnen. Die Oberfläche wurde mithilfe der Durchmesser für
Mizellen (14 nm), SUV (25 nm) und LUV (100 nm) hergeleitet. Hierbei ergibt sich eine
theoretische Oberfläche von 615 nm2 für Mizellen, 1965 nm2 für SUV und 31400 nm2

für große Liposomen. In früheren Studien konnte mittels analytischer Ultrazentrifugati-
on ein Peptidgehalt von 19 P2A2-Peptide pro Mizelle, das entspricht 3 Molekülen pro
100 nm2, berechnet werden (Keller et al. 2005). Um die Besetzungsdichte auf Liposomen
zu berechnen, wird zuerst die Anzahl an POPC-Molekülen pro Liposom berechnet:

Ntot =

[
4π

(
d

2

)2

+ 4π

(
d

2
− h

)2]
a

(3.1)

h Dicke POPC-Doppelmembran d Durchmesser
a Oberfläche der Lipidkopfgruppe

Dabei wurde für die Dicke der Lipiddoppelschicht h = 5 nm und für die Oberfläche
des Lipidkopfes eines POPC-Moleküls 0,66 nm2 veranschlagt (Zhao et al. 2007). So er-
gibt sich für SUV eine Anzahl von 4046 und für LUV von 86156 POPC-Molekülen pro
Liposom. Bei der Berechnung wurde berücksichtigt, dass die Lipopeptide nur auf der äu-
ßeren Lipidmembran exponiert sind. Zusätzlich besteht bei SUV ein Lipidverhältnis von
innerer zu äußerer Membran von 3/5. Bei großen Liposomen sind 50 % der Lipidmolekü-
le zugänglich für Lipopeptide. Das resultierende molare Lipopeptid-zu-Lipid-Verhältnis
(cp/l*) ist demnach für SUV20 = 1/12, für SUV1000 = 1/600 und für LUV 1/500. So-
mit kann die Anzahl an Lipopeptiden pro 100 nm2 mit folgender Gleichung berechnet
werden:

Np = Ntot · cp/l∗ · 100/S (3.2)

S Oberfläche des Partikels

Es ergibt sich somit für SUV20 eine theoretische Besetzungsdichte von 17 Lipopeptid-
molekülen pro 100 nm2. Bei kleinen und großen Liposomen, die eine Lipid-zu-Lipopeptid-
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Verhältnis von 1000 haben, ist die theoretische Besetzungsdichte 0,6 Peptidmoleküle/
100 nm2 (LUV1000) bzw. 0,3 Peptidmoleküle/ 100 nm2 (SUV1000) (Tabelle 3.2).

3.1.7. Zetapotential

Das Zetapotential Lipopeptid-modifizierter Nanopartikel soll Aufschluss darüber geben,
inwieweit die Ladung von Partikeln durch die Modifizierung mit Lipopeptiden beeinflusst
wird. Zudem können Rückschlüsse über den Zusammenhang zwischen Aminosäurese-
quenz und Ladung der Trägersysteme gezogen werden. In Abbildung 3.6 ist ersichtlich,
dass Lipopeptidmizellen gemäß ihrer Aminosäuresequenz ein positives bzw. negatives
Zetapotential aufweisen.

Für kleine Liposomen mit einer hohe Peptidbesetzung wird ein vergleichbares Po-
tential gefunden. Dies spricht für eine Exposition der Peptidketten in die Umgebung.
Je nach Art und Position der kovalent gekoppelten Lipidkette an der Peptidsequenz
kommt es zu Unterschieden in der Zugänglichkeit der Peptidkette für die Umgebung
(Sauer et al. 2006). Für die aufnahmevermittelnden Eigenschaften von Lipopeptiden ist
eine Zugänglichkeit des Peptidteils essentiell (Sawant et al. 2006).
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Abbildung 3.6.: Zetapotentialmessungen von Lipopeptidmizellen und Peptid-modifizierten
Liposomen gegenüber nicht modifizierten SUV und LUV. NLP /100 nm2 - berechnete Anzahl
an LP pro 100 nm2 siehe Abschnitt 3.1.6.

Betrachtet man kleine und große Liposomen mit einem Lipid-zu-Lipopeptid-Verhältnis
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von 1000, so kann keine wesentliche Veränderung des Oberflächenpotentials im Vergleich
zu nicht modifizierten Liposomen festgestellt werden. Frühere Aufnahmeuntersuchungen
haben gezeigt, dass P2A2-modifizierte Liposomen mit einem cl/p von 1000 zu einer effi-
zienten Aufnahme in bovine Aortenendothelzellen sowie Hirnkapillarendothelzellen der
Ratte führte (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Ein positives Zetapotential des Trä-
gersystems ist offenbar nicht Voraussetzung für die aufnahmevermittelnde Wirkung von
P2A2.

3.1.8. Calceinfreisetzung

Es konnte bereits in früheren Untersuchungen gezeigt werden, dass P2A2 bei einem cl/p
kleiner 80 Mischmizellen bildet, d.h. es zur Auflösung der liposomalen Struktur kommt
(Leupold, Nikolenko und Dathe 2009, Sauer et al. 2006, Keller et al. 2005).
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Abbildung 3.7.: Calceinfreisetzungs aus LUVs (25 µM POPC mit 80 mM Calcein) inkubiert
mit Lipopeptiden unterschiedlicher Konzentrationen.

Die Bestimmung der Peptid-induzierten Calceinfreisetzung aus Liposomen mittels
Fluoreszensspektroskopie soll Aufschluss über deren Stabilität in Anwesenheit der neuen
Lipopeptide geben. Wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist, kommt es in Gegenwart von P2A2
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zu einer Calceinfreisetzung ab einer cl/p von 500-600. Die halbmaximale Freisetzung liegt
bei einer cl/p von 90.

In Gegenwart P2A2-abgeleiteter Lipopeptide wurde keine Calceinfluoreszenz im un-
tersuchten Bereich bis zu einer cl/p von 2,5 gefunden. Wie in Abschnitt 3.1.7 auf Seite 64
gezeigt, bewirkt die Interaktion der Lipopeptide mit Liposomen bei einem cl/p von 20
eine Veränderung des Oberflächenpotentials. Diese Ergebnisse bestätigen, dass P2R12,
P2K12 und P2E12 sich in die Lipiddoppelschicht der Liposomen einlagern. P2A2 ist im
Gegensatz zu den Oligopeptiden eine potentiell amphipathische Sequenz. Bei Bindung
von P2A2 an Liposomen kommt es zusätzlich zur Ausbildung einer α-Helix (Abbil-
dung 3.4 auf Seite 59). Diese lagert sich in die Grenzflächen der Lipidköpfe und Acylket-
ten ein und destabilisiert so die Lipiddoppelschicht zusätzlich. Diese Ergebnisse korrelie-
ren mit dem hohen Permeabilisierungspotential des amphiphilen Modellpeptides KLA,
welches nach Ausbildung einer Helixkonformation an der Lipidmembranen zur Calcein-
freisetzung bereits ab einer cl/p von 5000 führt (Dathe et al. 2002). Die polykationischen
Peptidsequenzen des R12, K12 und E12 haben diese Eigenschaften nicht (Abbildung 3.4
auf Seite 59). Schlussfolgernd ist nicht allein der amphiphile Charakter von Lipopeptiden
entscheidend für das Störpotential an Lipidmembranen, sondern vor allem die Fähigkeit
der Peptidsequenz zur Ausbildung einer amphiphatischen, raumfordernden α-helikalen
Struktur.

3.1.9. Stabilitätsuntersuchungen

Die Stabilität aller Lipopeptidformulierungen wurde über einen Lagerungszeitraum von
26 Tagen bei 37 °C untersucht. Hierzu wurden an den Tagen 1, 12 und 26 Größenmes-
sungen mittels DLS durchgeführt.

Bei P2R12-Mizellen kam es zu einem leichten Größenwachstum von ca. 16 nm auf
27 nm im Durchmesser über 12 Tage. Alle anderen Lipopeptidmizellen zeigten keine
Änderung des Durchmessers während der Lagerung.

Bei P2A2-modifizierten SUV20 stieg der hydrodynamische Durchmesser von 22 nm zu
49 nm nach 12 Tagen (Tabelle 3.3). Ähnliche Beobachtungen machten Lentz, Carpenter
und Alford 1987, die bei der Lagerung von SUV oberhalb der Phasenübergangstempera-
tur nach 19 Tagen Intermediate fanden. Diese zeigen ein ähnliches Größenwachstum wie
P2A2 SUV nach 12 Tagen. POPC-SUV sind aufgrund ihrer stärkeren Oberflächenkrüm-
mung thermodynamisch instabiler als LUV. Dennoch sind bei SUV Präparationen mit
P2R12, P2K12 und P2E12 solche Intermediate nicht vorhanden. Die Befunde korre-
lieren mit den aus Calceinfreisetzungs-Experimenten gewonnenen Aussagen zur Vesikel-
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destabilisierenden Wirkung der Peptide. Zudem sind P2A2-SUV1000 bis zu 26 Tage lang
stabil. Wie auch Calceinfreisetzungsversuche zeigten, ist die Stabilität abhängig von der
Besetzungsdichte an Peptiden und der Möglichkeit des Peptides, α-helikale Strukturen
auszubilden (Abschnitt 3.1.8 auf Seite 65). Alle Lipopeptid-modifizierten LUV zeigten
keine Änderung der Größe über einen Zeitraum von 26 Tagen.

Tabelle 3.3.: Stabilitätsuntersuchungen Lipopeptid-modifizierter Trägersysteme mittels DLS.
Durchmesser (D) in nm.

D in nm
Messtag P2A2 P2R12 P2K12 P2E12

1 9,7±1,4 15,6±4,6 10,9±2,6 10,2±1,3
Mizelle 12 10,0±3,1 26,5±7,3 10,5±3,0 10,2±1,3

26 8,5±1,9 22,0±10,0 11,7±3,9 9,7±1,4

1 21,6±8,1 18,7±4,5 24,5±3,1 23,4±3,4
SUV20 12 48,8±7,1 22,6±5,4 25,8±3,8 27,1±4,0

26 42,3±6,1 23,4±3,4 23,4±3,4 25,3±7,2

1 17,7±4,0 21,2± 2,7 22,3± 3,3 20,2± 2,9
SUV1000 12 21,3±3,8 16,6± 5,4 16,1± 6,0 15,3± 7,0

26 20,4±4,1 21,2± 2,7 16,3± 7,7 21,2± 2,7

1 83,6±12,3 75,8±11,0 80,0±14,4 87,8± 12,8
LUV1000 12 75,8±11,0 87,8±12,8 79,4± 10,1 87,8±12,8

26 87,8±12,8 83,6±12,3 87,8± 12,8 83,6± 12,3
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3.1.10. Schlussfolgerung

Für alle P2A2-Derivate konnte eine Bildung von Mizellen im unteren mikromolaren Be-
reich festgestellt werden (Gehne et al. 2013). Dabei zeichnen sich die Lipopeptidmizellen
durch eine sphärische Form und eine hohe Peptidbesetzungsdichte pro 100 nm2 aus. Das
Zetapotential der mizellaren Trägersysteme wird durch die Ladung der Aminosäuren des
jeweiligen Peptidteils bestimmt.

Mittels Fluoreszenz-basierter Untersuchungen von P2fE12 konnte keine Bildung von
Mizellen bis in den millimolaren Bereich festgestellt werden (Gehne et al. 2013). Je-
doch lassen sich mittels DLS und Cryo-TEM Strukturen mit einem hydrodynamischen
Durchmesser von ca. 15 nm nachweisen. Unterschiedliche Experimental- und Präparati-
onsbedingungen, wie z.B. das verwendete Puffersystem, machen den direkten Vergleich
der Ergebnisse schwierig.

Für Lipopeptid-Liposomen lässt sich eine einheitliche Größe aus der DLS und Cryo-
TEM ableiten. Auch bei einem Lipid-zu-Peptid-Verhältnis von 20 bleiben die Liposomen
erhalten. Die Änderung der Fluoreszenzintensität im Vergleich zu Lipopeptidmizellen
spricht für eine Einlagerung in die Lipid-Doppelschicht. Für Lipopeptid-modifizierte Li-
posomen konnte eine Korrelation zwischen Peptidbesetzungsdichte und Oberflächenpo-
tential gezeigt werden.

P2R12, P2K12 und P2E12 zeigen keine Ausbildung einer Sekundärstruktur. Grund
hierfür ist die Aminosäuresequenz der Lipopeptide. P2A2 bildet eine amphipathische
α-Helix nach Bindung an Lipidmembranen aus (Leupold et al. 2008). Bei einer hohen
Peptidbesetzungsdichte destabilisiert P2A2 damit liposomale Strukturen, während die
palmitoylierten Oligo-Aminosäuresequenzen die liposomale Stabilität nicht zu beeinflus-
sen scheinen.
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3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen

3.2.1. Viabilitätsuntersuchungen

Die Zytoxizität P2A2-basierter Trägersysteme wurde bereits an Hirnkapillarendothel-
zellen der Maus und bovinen Aortenendothelzellen beschrieben. So kommt es bei einer
Konzentration von 1 µM mizellarem und an Liposomen gebundenem P2A2 zu einer Ver-
minderung der Viabilität um ca. 20 % (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Besonders
positiv geladene Nanopartikel interagieren mit der negativ geladenen Zellmembran und
zeigen zytotoxische Eigenschaften (Nel et al. 2009).

Abbildung 3.8.: Viabilitätsuntersuchungen mittels MTT-Test an humanen Hirnkapillarendo-
thelzellen (HBMEC). Lipopeptid-Präparationen in steigender Peptidkonzentration. a) Mizellen
b) SUV20 c) SUV1000 und d) LUV1000.

Für Aufnahmeuntersuchungen ist die Bestimmung von toxischen Eigenschaften der
Oligopeptide von Bedeutung. Daher wurden MTT-Tests an Aortenendothelzellen und
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Hirnkapillarendothelzellen durchgeführt (Abbildung 3.8/3.9). Es zeigt sich keine Toxi-
zität (bis 80 % Viabilität) für HBMEC bis zu einer Konzentration bis zu 5 µM Lipo-
peptid. Für HAoEC zeigen sich ähnliche Ergebnisse. Im Allgemeinen erwiesen sich die
Lipopeptid-Präparationen als weniger toxisch gegenüber humanen Zelllinien im Vergleich
zu bovinen Zelllinien (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009).

Abbildung 3.9.: Viabilitätsuntersuchungen mittels MTT-Test an humanen Aortenendothel-
zellen (HAoEC). Lipopeptid-Präparationen in steigender Peptidkonzentration. a) Mizellen b)
SUV20 c) SUV1000 und d) LUV1000.

3.2.2. Aufnahmestudien

Um Aussagen über die Interaktion Lipopeptid-modifizierter Nanopartikel zu bekom-
men, wurden CLSM Studien an lebenden Zellen durchgeführt. Diese Aufnahmestudien
wurden jeweils bei einer nicht toxischen Konzentration von 1 µM Lipopeptid durchge-
führt (Abschnitt 3.2.1). Wie in Abbildung 3.10 und 3.11 zu erkennen ist, unterscheiden

70



3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen

sich HBMEC und HAoEC hinsichtlich ihrer Morphologie. Die Einfärbung der zellulären
Membran mit Trypanblau diente der Überprüfung der Viabilität.

Lipopeptidmizellen

In Abbildung 3.10 ist zu sehen, dass alle Lipopeptidmizellen je nach Peptidsequenz ent-
weder internalisiert, internalisiert und assoziiert oder ausschließlich assoziiert an der Zell-
membran vorliegen. P2fA2- und P2fR12-Mizellen werden ins Zytoplasma aufgenommen
und zeigen nur minimale Fluoreszenz an der äußeren Zellmembran (Abbildung nicht ge-
zeigt). Hingegen sind P2fK12-Mizellen sowohl internalisiert, als auch akkumuliert an der
Zellmembran. Bei allen drei positiv geladenen Lipopeptidmizellen ist die intrazelluläre
Fluoreszenz perinukleär lokalisiert und konzentriert auf einzelne zelluläre Kompartimen-
te, wie es bei einer Anreicherung in z.B. Lysosomen oder Endosomen beschrieben ist
(Yang et al. 2012).
Für Lysin-reiche CPPs wird berichtet, dass sie über elektrostatische Wechselwirkungen

mit ubiquitär vorkommenden HSPGs auf der Zellmembran interagieren können (Åmand
et al. 2012). Ähnliche Wechselwirkungen wurden auch für Arginin-reiche CPPs und
P2fA2 beschrieben (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009), wobei so gut wie keine Mem-
branfluoreszenz für die hier untersuchten P2fA2-/P2fR12-Präparationen beobachtet wer-
den konnte. Frühere Studien legen nahe, dass eine Internalisierung von R-reichen CPP
der Internalisierungseffizienz von K-reichen CPP überlegen ist (Mitchell et al. 2000).
Im Vergleich zu den positiv geladenen Lipopeptid-Mizellen zeigen negativ gelade-

ne P2fE12-Mizellen ausschließlich Fluoreszenzsignale an der Zellmembran (Abbildung
3.10/3.11). Dass negativ geladene Partikel schlechter in Zellen internalisiert werden im
Vergleich zu positiv geladenen, konnte bereits bei Untersuchungen mit negativ geladenen
PEG-PE Mizellen beobachtet werden (Wang, Mongayt und Torchilin 2005). Bisher ist
nach eigenem Kenntnisstand eine starke Adsorption von negativ geladenen Lipopepti-
den an der Zellmembran noch nicht beschrieben worden. Die Nettoladung der meisten
Zellen ist leicht negativ (Bondar et al. 2012). Es ist davon auszugehen, dass die be-
obachtete Interaktion nicht auf elektrostatischen Effekten beruht. Offenbar dominieren
hydrophobe Wechselwirkungen der Lipidketten des Lipopeptides mit der Lipidmatrix
der Zellmembran die Einlagerung und Akkumulation monomerer P2E12 Moleküle.

Lipopeptid-modifizierte Liposomen

Arginin-reiche Lipopeptide führen zu einer Aufnahme aller Trägerstrukturen in Hirnka-
pillarendothelzellen (Abbildung 3.10). Zellen inkubiert mit Liposomen mit einer hohen
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Abbildung 3.10.: CLSM Aufnahmen verschiedener Lipopeptidpräparationen in HBMEC
nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration betrug 1 µM. Grün =
Carboxyfluorescein-markiertes Lipopeptid, rot = Trypanblau.

Beladungsdichte an P2R12 (SUV20), zeigen ähnliche Fluoreszenzmuster wie mit Lipo-
peptidmizellen behandelte Zellen. Für oligo-Lysin-SUV20 sind eine starke Interaktion
mit der Zellmembran, sowie internalisierte Strukturen zu erkennen, was bei weniger be-
ladenen SUV1000 und LUV1000 nicht beobachtet werden konnte. Unabhängig von der
Zelllinie (Abbildung 3.10 und 3.11) zeigen sich P2fE12 SUV20 ausschließlich an der
Zellmembran. Für P2fE12 beladene SUV1000 und LUV1000 konnten keine zellulären
Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Im Unterschied zu den hoch beladenen P2fE12-
Mizellen und SUV20 sind die hydrophobenWechselwirkungen der Acylketten der Peptide
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mit der Lipidmembran von Liposomen so stark, dass monomere P2fE12-Moleküle nicht
mehr für eine Interaktion mit der Zellmembran verfügbar sind.

Abbildung 3.11.: CLSM Aufnahmen verschiedener Lipopeptidpräparationen in HAoEC
nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration betrug 1 µM. Grün =
Carboxyfluorescein-markiertes Lipopeptid, rot = Trypanblau.
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3.2.3. Quantifizierung der Aufnahme

Aufgrund der gewonnen Erkenntnisse aus den CLSM Untersuchungen, erfolgten quan-
titative Studien zum Interaktionsverhalten der Lipopeptid-modifizierten Trägersysteme
mithilfe der Durchflusszytometrie. Um die unterschiedlichen Fluoreszenzintensitäten der
verwendeten Lipopeptide zu berücksichtigen, wurden die FACS-Ergebnisse jeweils auf
die mittlere Fluoreszenzintensität von P2fA2-Mizellen normiert (Abbildung 3.12, Abbil-
dung 3.13, Abbildung 3.14, Abbildung 3.15).

Lipopeptidmizellen

Zytometrie-Studien mit Lipopeptidmizellen zeigen eine signifikant erhöhte Aufnahme
von P2fA2- und P2fR12-Mizellen in Hirnkapillarendothelzellen (Abbildung 3.12). Für
P2fA2-Mizellen bestätigen diese Ergebnisse frühere Untersuchungen mit Hirnendothel-
zellen der Maus (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Interessanterweise ist diese Zell-
selektivität noch stärker bei Arginin-reichen Lipopeptidmizellen ausgeprägt. Deutlich
höhere FACS-Signale sind bei P2fK12- und P2fE12-Mizellen zu beobachten. Dabei ha-
ben CLSM Untersuchungen gezeigt, dass es sich hierbei weitestgehend nicht um intra-
zelluläre Fluoreszenzsignale handelt, sondern das Membran-akkumulierte Peptide einen
wesentlichen Betrag zur Fluoreszenz leisten. Daher spiegeln die Intensitäten im Falle
von P2fK12-Mizellen internalisierte und an der Zellmembran gebundene Peptide wider
(Abbildung 3.12, Abbildung 3.10 auf Seite 72).

Vorstellbar ist, wie auch bei dem negativ geladenen P2E12, eine Dissoziation der
Mizellen bei Kontakt mit der Zelle, sodass eine Einlagerung in die Zellmembran über
die Palmitoylketten erfolgt.

Lipopeptid-modifizierte SUV20

Lipopeptid-modifizierte SUV mit einem molaren Lipid- zu Lipopeptidverhältnis von 20
zeigen ein Aufnahmemuster ähnlich dem der Lipopeptidmizellen (Abbildung 3.13). Nur
für P2fR12-modifizierte Liposomen ist eine signifikant bessere Aufnahme in HBMEC im
Vergleich zu HAoEC zu erkennen.

Darüber hinaus ist zu erwähnen, dass P2fK12-modifizierte SUV stärker in Interaktion
mit beiden Zelllinien treten als die anderen SUV20 Präparationen. P2fK12-Mizellen und
kleine Liposomen (Abbildung 3.12 und 3.13) zeigen die jeweils höchste Zellinteraktion,
wobei jedoch keine Selektivität für eine der Zelllinien zu erkennen ist.
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Abbildung 3.12.: FACS-Aufnahmestudien von Lipopeptidmizellen in HBMEC (weiß) und
HAoEC (schwarz) nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration betrug 1 µM.
Unterschiede wurden entsprechend gekennzeichnet (ns (nicht signifikant mit p > 0,05), ∗ (si-
gnifikant mit p < 0,05).
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Abbildung 3.13.: FACS-Aufnahmestudien von Lipopeptid-modifizierten SUV20 in HBMEC
(weiß) und HAoEC (schwarz) nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration
betrug 1 µM. Unterschiede wurden entsprechend gekennzeichnet (ns (nicht signifikant mit p >
0,05), ∗ (signifikant mit p < 0,05).
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Die Interaktion von P2fE12-modifizierten SUV20 ist stark reduziert, bedingt durch
elektrostatische Abstoßung.

Lipopeptid-modifizierte SUV1000/ LUV1000

Mit abnehmender Peptidbesetzungsdichte sinkt gleichzeitig die Interaktionseffizienz al-
ler Lipoeptid-modifizierten SUV mit den Endothelzellen. Dennoch ist eine signifikant
erhöhte Aufnahme von P2fR12-SUV1000 in Hirnkapillarendothelzellen im Vergleich zu
Aortenendothelzellen zu beobachten (Abbildung 3.14). Ein ähnliches Interaktionsmus-
ter, wie in Abbildung 3.14, zeigt sich auch bei LUV mit einem mittleren Durchmesser
von ca. 100 nm (Abbildung 3.15). Bei gleichen Lipid- zu Lipopeptidverhältnissen ist die
Größe somit nicht entscheidend für die Zellselektivität.
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Abbildung 3.14.: FACS-Aufnahmestudien von Lipopeptid-modifizierten SUV1000 in
HBMEC (weiß) und HAoEC (schwarz) nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzen-
tration betrug 1 µM. Unterschiede wurden entsprechend gekennzeichnet (ns (nicht signifikant
mit p > 0,05), ∗ (signifikant mit p < 0,05).

Dennoch ist die Aufnahmeeffizienz von modifizierten LUV1000 besser als die der
SUV1000. Diese Ergebnisse decken sich mit Untersuchungen von Gan et al. 2012, bei de-
nen die höchste Zellaufnahme bei 100 nm großen Nanopartikeln beobachtet wurde. Wird
die Beladungsdichte von Peptiden bei SUV erhöht (SUV20), so ist die Aufnahmeeffizienz
mit der von Peptid-beladenen LUV1000 vergleichbar (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.15.: FACS-Aufnahmestudien von Lipopeptid-modifizierten LUV1000 in
HBMEC (weiß) und HAoEC (schwarz) nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzen-
tration betrug 1 µM. Unterschiede wurden entsprechend gekennzeichnet (ns (nicht signifikant
mit p > 0,05), ∗ (signifikant mit p < 0,05).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Selektivität der P2fR12-modifizierten Trägersysteme
nicht ausschließlich über eine positive Oberflächenladung des Trägersystems zu erklären
ist. Vielmehr bewirkt die Guanidinostruktur der Arginine eine verbesserte Internalisie-
rung speziell in Hirnkapillarendothelzellen. Daher müssen membranständige Interakti-
onspartner, die in den Endothelzellen der Hirnkapillaren exprimiert sind, zur Aufnahme
von Arginin-modifizierten Trägersystemen beitragen. Åmand et al. 2012 zeigten bereits,
dass R-reiche Peptide stabil über hydrophobe Wechselwirkungen an Proteoglykanstruk-
turen binden. Hingegen basiert die Bindung von Lysin-reichen Peptiden vornehmlich
auf elektrostatischen Wechselwirkungen. Wie in den quantitativen Untersuchungen zu
erkennen ist, korreliert die Besetzungsdichte von P2fK12-modifizierten Liposomen mit
deren Interaktionstendenz gegenüber Zellen.
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3.2.4. Kolokalisationsstudien

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Aufnahmecharakteristika der untersuchten Lipo-
peptidpräparationen ist zu klären, inwieweit die Lipopeptid-modifizierten Liposomen
nach der Aufnahme in die Zelle intakt vorliegen. Für P2fA2 Liposomen konnte bereits ge-
zeigt werden, dass P2fA2-Rhodamin-PE-Liposomen eine Kolokalisation der Fluorescein-
und Rhodamin-Fluoreszenz zeigen (Leupold et al. 2008, Abbildung 3.16). Rhodamin-PE
ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der dank seiner Emissionswellenlänge von 583 nm geeignet
ist, um parallel mit Carboxyfluorescein detektiert zu werden. In Abbildung 3.17 ist er-
sichtlich, dass auch die Fluoreszenz von P2fR12 und Rhodamin-PE der untersuchten
SUV1000 überlagert ist. Dies spricht für eine Aufnahme der intakten Liposomen.

Abbildung 3.16.: CLSM Aufnahmen P2fA2-modifizierter SUV1000 (0,1 % (m/m) Rhodamin-
PE) in HBMEC nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration war 1 µM in
DPBSG. (a) Carboxyfluorescein-markiertes P2fA2 (b) Rhodamin-PE modifizierte SUV (c)
Überlagerung der Kanäle a und b.

Abbildung 3.17.: CLSM Aufnahmen P2fR12-modifizierter SUV1000 (0,1 % (m/m)
Rhodamin-PE) in HBMEC nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration war
1 µM in DPBSG. (a) Carboxyfluorescein-markiertes P2fR12 (b) Rhodamin-PE modifizierte
SUV (c) Überlagerung der Kanäle a und b.

Das Lysin-reiche Lipopeptid P2fK12 zeigt, wie auch schon in Abbildung 3.10 zu sehen,
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eine vermehrte Adsorption an der Zellmembran und im Verhältnis zu P2fA2, respekti-
ve P2fR12, weniger intrazelluläre Fluoreszenz. Jedoch ist hier keine Überlagerung der
Fluoreszenz von Peptid und Lipid zu erkennen. Es bleibt zu klären, inwieweit es durch
Wechselwirkungen mit Membrankomponenten zu einer Umverteilung des P2K12 von
den Liposomen in die Membran kommt.

Abbildung 3.18.: CLSM Aufnahmen P2fK12-modifizierter SUV1000 (0,1 % (m/m)
Rhodamin-PE) in HBMEC nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration war
1 µM in DPBSG. (a) Carboxyfluorescein-markiertes P2fK12 (b) Rhodamin-PE modifizierte
SUV (c) Überlagerung der Kanäle a und b.

Das negativ geladene P2fE12 vermittelt keine Aufnahme von Liposomen in die Zel-
le (Abbildung 3.19) nach einer Inkubationszeit von 1 h. Es ist eine Kolokalisation von
Rhodamin-PE markierten Liposomen und Lipopeptid nur in wenigen Bereichen der Zel-
loberfläche zu erkennen.

Abbildung 3.19.: CLSM Aufnahmen P2fE12-modifizierter SUV1000 (0,1 % (m/m)
Rhodamin-PE) in HBMEC nach 1 h Inkubation bei 37 °C. Die Lipopeptidkonzentration war
1µM in DPBSG. (a) Carboxyfluorescein-markiertes P2fR12 (b) Rhodamin-PE modifizierte SUV
(c) Überlagerung der Kanäle a und b.

Die Interaktion positiv geladener CPPs mit den negativ geladenen Strukturen beruht
auf elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen (Nakase et al. 2008). Aktuelle
Studien legen nahe, dass negativ geladene CPPs auch ohne Interaktion mit HSPG in
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verschiedene Zellen nach 3 h aufgenommen werden (Martín, Teixidó und Giralt 2011). Ob
es eine zeitabhängige Internalisierung der P2fE12 Präparationen gibt, bleibt zu klären.

80



3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen

3.2.5. Untersuchungen zum Aufnahmemechanismus

Die bisher gewonnenen Erkenntnisse über die Aufnahme Lipopeptid-modifizierter Trä-
gersystemen in HBMEC und HAoEC zeigen ein differenziertes Internalisierungsmuster.
Träger mit Oligo-Arginin-Lipopeptiden (P2R12) zeigen unabhängig von der Größe und
der Peptidbesetzungsdichte eine verbesserte Aufnahme in Endothelzellen der Hirnkapil-
laren. Daher besteht Grund zu der Annahme, dass unterschiedliche Aufnahmemecha-
nismen für verschieden Trägermodifizierungen und Zellspezies eine Selektivität P2R12-
basierter Trägersysteme bedingen. Aufnahmeexperimente der unterschiedlichen Lipo-
peptidkonstrukte in Gegenwart von Endozytoseinhibitoren sollen Aufschluss über den
Internalisierungsweg in die jeweiligen Zelllinien und Hinweise auf deren intrazelluläres
Schicksal bringen.

3.2.6. CLSM Untersuchungen zum Einfluss von
Endozytoseinhibitoren

Endozytoseinhibitoren, wie z.B. Chlorpromazin, Cytochalasin D oder Nystatin, beein-
flussen physiologische Aufnahmewege in Zellen. So inhibiert Cytochalasin D die Ausbil-
dung von Actinfilamenten, wodurch die Aufnahme mittels Makropinozytose unterdrückt
wird.

Abbildung 3.20.: CLSM Aufnahmen von HBMEC inkubiert mit 1 µM P2fA2-Mizellen für
1 h in (a) DPBSG mit (b) 2 µg/ml Cytochalasin D, (c) 10 µg/ml Chlorpromazin bzw. (d) 25
µg/ml Nystatin.
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Es kommt gleichzeitig zu einer Beeinträchtigung des Zytoskelettes, welche eine Ver-
änderung in der Morphologie der Zelle bedingt (Schliwa 1982). Wie in Abbildung 3.20
zu sehen ist, führt der Verlust der Zytoskelettstruktur dazu, dass die Zellen in runder
Form vorliegen. Auch nach der Inkubation mit Chlorpromazin zeigt sich eine ähnliche
Morphologie. Die Trypanblaufärbung deutet darauf hin, dass auch nach der Inkubation
mit den Endozytosehemmer die Zellen intakt sind.

3.2.7. Zytometriestudien in Gegenwart von
Endozytoseinhibitoren

Lipopeptidmizellen

Der Aufnahmemechanismus von P2fA2-Mizellen in Hirnkapillarendothelzellen von Mäu-
sen ist die Clathrin-vermittelter Endozytose (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009). Für
die humanen Zelllinien konnten diese Ergebnisse bestätigt werden. Zudem zeigen auch
P2R12-Mizellen eine signifikant verringerte Aufnahme in Gegenwart von Cytochalasin
D und Chlorpromazin bei HBMEC (Abbildung 3.21). Neben der deutlich reduzierten
Aufnahme sind solche Einflussmuster auch weniger stark ausgeprägt bei humanen Aor-
tenendothelzellen zu finden (Abbildung 3.21). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
die Selektivität der Lipopeptidmizellen auf der Aktivierung unterschiedlicher Internali-
sierungswege in beiden Zelllinien beruht.

Eine hohe Peptidoberflächendichte führt zur Aktivierung Clathrin-abhängiger Aufnah-
mewege in HBMEC. Eine Interaktion mit zellmembranständigen HSPG gilt für P2fA2-
Mizellen als unwahrscheinlich (Leupold et al. 2008). Dennoch sprechen Studien mit an-
deren Arginin-reichen Peptiden für eine Bindung an Proteoglykanen und Endozytose
(Nakase et al. 2007).

Lipopeptid-modifizierte SUV20/ SUV1000

Bei SUV20 und SUV1000 ist der Effekt von Cytochalasin D und Chlorpromazin auf die
Aufnahme in HBMEC weniger stark ausgeprägt (Abbildung 3.22 und 3.23). Bei P2fR12-
modifizierten SUV20 lässt sich wiederum eine Clathrin-abhängige Aufnahme vermuten.

Bei Untersuchungen mit HAoEC zeigt sich lediglich eine minimale Änderung der Auf-
nahme nach der Inkubation mit Cytochalasin D. Die Inkubation mit Chlorpromazin
bzw. Nystatin scheinen die Aufnahme von SUV20 in HAoEC zu verbessern (Abbildung
3.22).
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HBMEC HAoEC

Abbildung 3.21.: FACS-Aufnahmestudien von HBMEC und HAoEC inkubiert mit 1 µM
Lipopeptidmizellen für 1 h in DPBSG mit 2 µg/ml Cytochalasin D, 10 µg/ml Chlorpromazin
bzw. 25 µg/ml Nystatin. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe bei 3 Wiederholungen.
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Abbildung 3.22.: FACS-Aufnahmestudien von HBMEC und HAoEC inkubiert mit 1 µM
Lipopeptid-modifizierten SUV20 für 1 h in DPBSG mit 2 µg/ml Cytochalasin D, 10 µg/ml
Chlorpromazin bzw. 25 µg/ml Nystatin. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe bei 3 Wiederholun-
gen.
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3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen

Die verringerte Besetzungsdichte mit Lipopeptiden auf kleinen Liposomen (SUV1000)
bewirkt eine verringerte Aufnahmeeffizienz, jedoch bleibt eine präferierte Aufnahme von
P2fR12 SUV1000 in HBMEC bestehen (Abschnitt 3.2.3 auf Seite 76). Wie auch schon
bei den P2fR12-basierten Mizellen und SUV20 zu erkennen, handelt es sich auch hier
um eine Clathrin-vermittelte Endozytose. Im Vergleich dazu werden P2fR12-, wie auch
P2fA2-basierte SUV1000 überwiegend über Makropinozytose in Endothelzellen der Aor-
ta internalisiert. Für P2fA2 SUV1000 zeigt sich eine verringerte Aufnahme in HBMEC
in Gegenwart von Cytochalasin D und Chlorpromazin (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23.: FACS-Aufnahmestudien von HBMEC und HAoEC inkubiert mit 1 µM
Lipopeptid-modifizierten SUV1000 für 1 h in DPBSG mit 2 µg/ml Cytochalasin D, 10 µg/ml
Chlorpromazin bzw. 25 µg/ml Nystatin. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe bei 3 Wiederholun-
gen.

Lipopeptid-modifizierte LUV1000

Eine Interaktion von P2fA2-modifizierten Liposomen mit HSPG gilt als erster Schritt
zu einer Aufnahme in die Zelle via Makropinozytose (Leupold et al. 2008). Ähnlich wie
bei Endothelzellen der Maus und dem Rind verhalten sich die Trägersysteme gegenüber
humanen Zellen.

In Abbildung 3.24 ist eine Inhibierung der Aufnahme von P2fA2 LUV1000 ausschließ-
lich in Gegenwart von Cytochalasin D zu beobachten. Für P2fR12-modifizierte Liposo-
men hingegen lässt sich wiederum eine reduzierte Aufnahme in Gegenwart von Cyto-
chalasin D und Chlorpromazin finden. P2fR12 bindet unabhängig von der Ladung, der
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3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen
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Abbildung 3.24.: FACS-Aufnahmestudien von HBMEC und HAoEC inkubiert mit 1 µM
Lipopeptid-modifizierten LUV1000 für 1 h in DPBSG mit 2 µg/ml Cytochalasin D, 10 µg/ml
Chlorpromazin bzw. 25 µg/ml Nystatin. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe bei 3 Wiederholun-
gen.

Größe und der Oberflächenbesetzungsdichte an Interaktionspartner auf der Zelloberflä-
che der Hirnendothelzellen, was dann eine Clathrin-vermittelte Internalisierung bewirkt
(Abbildung 3.21-3.24). Im Gegensatz dazu aktivieren P2fR12-modifizierte Trägersyste-
me eine Clathrin- und Caveolin-unabhängige Endozytose bei Endothelzellen der Aorta.

Interessanterweise ist nach einer Inkubation in Gegenwart von Nystatin bei allen Li-
popeptid Liposomen eine gesteigerte Fluoreszenzintensität, respektive Internalisierung
bzw. Interaktion mit HBMEC und HAoEC zu beobachten. Untersuchungen von Chen et
al. 2011 zeigen, dass die inhibitorische Wirkung von Nystatin auf die Caveolin-abhängige
Endozytose zu einem Ungleichgewicht zwischen Clathrin- und Caveolin-abhängiger En-
dozytose führt. Daher kommt es indirekt zu einer gesteigerten Aufnahme über Clathrin-
vermittelter Endozytose.

85



3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen

3.2.8. Schlussfolgerung

P2A2, P2R12, P2K12 und P2E12 wurden hinsichtlich ihrer in vitro Aktivität unter-
sucht. Studien an humanen Endothelzellen von Hirnkapillaren und der Aorta zeigten bis
zu einer Konzentration von 5 µM Peptid keine Zytotoxizität aller verwendeten Lipopep-
tidpräparationen.

Die geringe CMC der Lipopeptidmizellen ermöglichte Aufnahmeexperimente bei ei-
ner Peptidkonzentration von 1 µM, wobei CLSM Untersuchungen unterschiedliche In-
teraktionscharakteristika der einzelnen Lipopeptidnanopartikel mit den Endothelzellen
ergaben. So zeigen P2fA2 und P2fR12 Trägersysteme eine Internalisierung in beide Zell-
linien, wobei sich für P2fK12 Präparationen eine Internalisierung und Adsorption an der
Zellmembran zeigt. P2fE12 Präparationen werden nicht von den Zellen aufgenommen,
jedoch ist eine starke Bindung des Peptides an der Zellmembran zu erkennen.

Kolokalisationsstudien zeigen zudem eine Internalisierung intakter Lipopeptid Lipo-
somen in die Zelle für P2fR12 und P2fA2-Liposomen.

Quantitative Aufnahmeuntersuchungen belegen, dass mit abnehmender Oberflächen-
ladung die Interaktionstendenz abnimmt. Mizellen zeigen die höchste Interaktion, gefolgt
von SUV20, LUV1000 und SUV1000.

Vergleicht man beide Zelllinien, so lässt sich eine höhere Aufnahme von P2fA2- und
P2fR12-Mizellen in HBMEC beobachten. Diese Befunde bestätigen vorangegangene Stu-
dien (Leupold, Nikolenko und Dathe 2009) und zeigen zudem, dass für eine erhöhte
Aufnahmeeffizienz in HBMEC die Aminosäure Arginin verantwortlich sein muss (Futa-
ki 2005). Zudem wurde eine Selektivität für HBMEC bei allen P2fR12 Präparationen
gefunden. Die P2fR12-vermittelte zelluläre Aufnahme ist somit unabhängig von der Art,
Größe und Ladung der Trägersysteme.

P2fA2-basierte Trägersysteme zeigen eine solche Präferenz für humane Hirnendothel-
zellen nur in mizellarer Form. Möglicherweise ist die hohe Flexibilität der A2-Sequenz
in der Mizellstruktur relevant für die gute Aufnahmevermittlung, während die Bindung
in Liposomen die Sequenz als Helix in der Lipiddoppelschicht fixiert.

Im Gegensatz dazu bleibt die Sekundärstruktur von P2R12 auch nach der Bindung
an Liposomen ungeordnet. Die Flexibilität und die Präsenz von Argininresten sind vor-
teilhaft für die Interaktion mit membranständigen Interaktionspartnern.

Studien zum Aufnahmemechanismus aller kationischen Lipopeptidpräparationen füh-
ren zu der Schlussfolgerung, dass P2fA2-Mizellen und alle P2fR12 Präparationen über
Clathrin-vermittelte Endozytose in Hirnkapillarendothelzellen internalisiert werden.

Im Falle von P2fR12-modifizierten Nanopartikeln ist die Clathrin-vermittelte Aufnah-
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3.2. Zelluläre Aufnahmeuntersuchungen

me nicht abhängig von der Ladung des Trägersystems. Die maßgebliche Beteiligung von
negativ geladenen Oberflächenstrukturen, wie z.B. ubiquitär vorkommenden Proteogly-
kanen, an der Aufnahme in die Zelle erscheint zumindest für die oligo-Arginin Konstrukte
wahrscheinlich (Nakase et al. 2007). Die Internalisierung der Arginin- und Lysin-reichen
P2fA2-Mizellen ist unabhängig von HSPGs (Leupold et al. 2008). Es ist naheliegend,
dass die Komposition der Proteoglykane, welche je nach Zelltyp variiert (Thomas et
al. 2010, Libeu et al. 2001), für die Zellselektivität eine Rolle spielt. Lysin-reiche Li-
popeptidmizellen interagieren präferentiell mit der Zellmembran. Zu klären bleibt, mit
welchen membranständigen Strukturen P2fK12 in Interaktion tritt.
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3.3. Xe Hyper-CEST MRT mittels Lipopeptid-modifizierter Liposomen

3.3. Xe Hyper-CEST MRT mittels

Lipopeptid-modifizierter Liposomen

3.3.1. Physikalische Charakterisierung von
P2R12-CrA-Liposomen

Bestimmung der Größe, des Zetapotentials und der Stabilität

Die mit CrA beladenen POPC-Liposomen wurden hinsichtlich ihrer Größe und Zetapo-
tential untersucht. Es wurden analog zu vorangehenden Untersuchungen (Tabelle 3.2)
Größen um 100 nm erhalten und die Inkubation mit dem Lipopeptid P2R12 hatte keine
Auswirkung auf das Oberflächenpotential der Trägersysteme (Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4.: Größenanalyse und Zetapotentialmessungen von CrA-beladenen POPC-
Liposomen mit und ohne Lipopeptid.

CrA + LUV P2R12 + CrA + LUV

Durchmesser (nm) 116,0±2,8 124,5±3,4

Zetapotential (mV) -10,5±2,8 -9,0±2,1

Die Stabilität der liposomalen Präparationen wurde über einen Zeitraum von 83 Tagen
mittels DLS untersucht und ergab keine signifikanten Größenänderungen (Daten nicht
gezeigt).

3.3.2. In vitro Studien von CrA beladenen P2R12-Liposomen

Viabilitätsstudien von CrA beladenenen Liposomen an HBMEC

Die hohe Hydrophobizität von CrA bedingt eine vermehrte Einlagerung in Lipidmem-
branen, von z.B. der Zelle (Sloniec et al. 2013). Inwieweit die Inkubation von unterschied-
lichen Konzentrationen an Kryptophan zytotoxisch für Endothelzellen ist, soll mithilfe
von Viabilitätsstudien geklärt werden. In Abbildung 3.25 ist zu erkennen, dass die Via-
bilität ab einer Konzentration von 100 µM CrA unter 80% sinkt. Die Einlagerung in
die Membran bei hohen CrA Konzentrationen stört die Integrität der Zellmembran und
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3.3. Xe Hyper-CEST MRT mittels Lipopeptid-modifizierter Liposomen

intrazellulärer Kompartimente, wie z.B. Endosomen oder Lysosomen. Mit CrA belade-
ne Liposomen zeigen bei gleicher CrA Konzentration keine toxischen Effekte. P2R12
markierte Liposomen sind auch nach einer Inkubationszeit von 4 h nicht zytotoxisch.
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Abbildung 3.25.: Zytotoxizitätsstudien CrA-modifizierter Liposomen in steigender Konzen-
tration an HBMEC im Vergleich zu CrA. Die Lipidkonzentration betrug 2 mM bei cCrA = 100
µM, cl/p = 1000. Die Inkubationszeit betrug 4 h bei 37 ◦C.
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3.3. Xe Hyper-CEST MRT mittels Lipopeptid-modifizierter Liposomen

Aufnahmestudien von CrA beladenen Liposomen

In CLSM-Studien sind P2fR12 und Rhodamin-PE markierte Liposomen kolokalisiert
(Abbildung 3.26), was die Aufnahme intakter Liposomen zeigt.

Abbildung 3.26.: CLSM Aufnahmen von P2fR12-modifizierten Liposomen (cLP = 1 µM)
nach Inkubation bei 4 h und 37 °C. Grün = Carboxyfluorescein, rot = Rhodamin-PE, blau =
Hoechst 33342.

Ähnlich den Zytometrieuntersuchungen nach 1 h Inkubationszeit (Abschnitt 3.2.4 auf
Seite 78) ist nach 4 h Inkubation mit P2fR12 Liposomen eine signifikant höhere Fluo-
reszenz in HBMEC zu erkennen (Abbildung 3.27).

Die Aufnahme in HBMEC ist ca. doppelt so hoch wie in HAoEC. Im Vergleich dazu
war die Aufnahme nach 1 h Inkubation ca. 5-fach besser in HBMEC (Abschnitt 3.2.3
auf Seite 74). Nach längerer Inkubationszeit kommt es allerdings zur verstärkten Inter-
nalisierung in Aortenendothelzellen.

In Hyper-CEST Spektren mit P2R12-modifizierten und unmodifizierten Liposomen
zeigen, dass beide Formulierungen von beiden Zelllinien internalisiert werden (Abbil-
dung 3.28). Wie in Abbildung 3.28 auf der nächsten Seite zu erkennen ist, sind jeweils
zwei Peaks zu sehen. Das Signal bei 71 ppm kommt von Xe im Käfig in der Membran.
Wenn sich CrA im wässrigen Milieu befindet, gibt es ein Xe Hyper-CEST Signal bei
63 ppm (Klippel et al. 2013). Der CEST-Effekt bei den mit P2R12-Liposomen inkubier-
ten Hirnkapillarendothelzellen ist am größten. Der Unterschied zwischen P2R12-freien
und -modifizierten Formulierungen ist in HAoEC nicht signifikant. Das entspricht ei-
ner identischen Aufnahme von beiden Liposomenpräperationen, was jedoch den FACS-
Ergebnissen widerspricht. Grund hierfür könnte die geringere Sensitivität der Xe-NMR
gegenüber Fluoreszenz-basierter Messmethoden sein.
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Abbildung 3.27.: FACS-Aufnahmeuntersuchungen P2fR12-modifizierter Liposomen (cLP =
1 µM) in HBMEC (weiß) und HAoEC (schwarz). Inkubationszeit betrug 4 h bei 37 ◦C. Analyse
von 10.000 Zellen/ Probe bei 3 Wiederholungen.
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Abbildung 3.28.: Xe-NMR Z-Spektren von HBMEC (links) und HAoECs (rechts) inkubiert
mit CrA-beladenen Liposomen (Cyan) oder P2R12-modifizierten CrA Liposomen (Magenta)
(cCrA = 50 µM) für 4 h bei 37 °C. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichung drei
unabhängiger Messungen. P-Werte der t-Tests beider Kurven sind über den jeweiligen Spektren
dargestellt.

Mithilfe des zielgerichteten Transportes Lipopeptid-modifizierter Liposomen in die
Zellen war es möglich, ausreichende Signalintensität mit lediglich 0,5x106 Zellen/ml zu
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erzielen. Um die Selektivität P2R12-modifizierter Liposomen im direkten Vergleich dar-
zustellen, wurden Hyper-CEST MRT Experimente durchgeführt. Hierfür wurden beide
Zelllinien parallel inkubiert und vermessen. In 3.29 sind beide Zellkompartimente zu
sehen, wobei das innere, welches HBMEC enthält, einen weitaus höheren CEST-Effekt
zeigt, als das äußere (HAoEC). Für MRT Aufnahmen wurden lediglich 0,8*106 Zellen/ml
benötigt, um einen Unterschied im Hyper-CEST Effekt beider Zellkompartimente zu er-
kennen.

Abbildung 3.29.: a) Axiale Hyper-CEST MRT von HBMEC (innen) und HAoEC (außen),
jeweils inkubiert mit 50 µM CrA-beladenen P2R12 LUV für 4 h bei 37 °C. Gezeigt ist der
Mittelwert von 20 Messungen. b) Histogramm Pixelintensität in Abhängigkeit des Hyper CEST
Effektes im inneren und äußeren Kompartiment.
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3.3.3. Schlussfolgerung

Mithilfe Xe Hyper-CEST MRT konnten die zellselektiven Eigenschaften P2R12-modifi-
zierter Liposomen bestätigt werden. Es zeigte sich, dass die Inkorporation von hydro-
phobem Kryptophan in reine POPC Liposomen keinen Einfluss auf deren Stabilität hat.
Die Beladungskapazität für POPC Liposomen beträgt ca. 3800 CrA Molekülen/ Lipo-
som, was einem molaren CrA-zu-Lipid-Verhältnis von 1:20 entspricht. Zudem zeigten
Untersuchungen von Sloniec et al. 2013 eine Anreicherung und gleichmäßige Verteilung
von CrA-Molekülen in der Lipiddoppelschicht von Liposomen.

Zytotoxizitätsuntersuchungen an HBMEC zeigen eine deutliche Reduktion der Viabi-
lität nach der Inkubation mit CrA. Die Akkumulation in der Lipidmembran von Lipo-
somen und die Aufnahme der Liposomen in die Zelle über Endozytosewege vermindern
die zytotoxischen Eigenschaften vom CrA. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass auch
eine Inkubation über 4 h mit P2R12-modifizierten Liposomen keine Auswirkungen auf
die Viabilität von HBMEC hat.

Aufnahmeuntersuchungen konnten auch nach 4 h Inkubation eine verbesserte Aufnah-
me in HBMEC gegenüber HAoEC zeigen. Parallel dazu wurde ein höherer CEST-Effekt
von mit CrA-beladenen P2R12 LUV in HBMEC gegenüber HAoEC deutlich. Diese Un-
tersuchungen liefern den Beweis dafür, dass Lipopeptid-modifizierte Liposomen zu einer
diagnostisch relevanten Anreicherung von Biosensoren, wie Kryptophan, in Hirnendo-
thelzellen führen. Die aufnahmevermittelnden Eigenschaften des P2R12 erlauben zudem
bereits Messungen bei 0,8*106 HBMEC/ml im Vergleich zur bisherigen Detektionsgrenze
von ca. 15*106 Zellen/ml (Klippel et al. 2013).

93



3.4. Lipopeptid-PEG-PE Nanopartikel zur Adressierung von Gliomazellen

3.4. Lipopeptid-PEG-PE Nanopartikel zur

Adressierung von Gliomazellen

3.4.1. Hintergrund & Fragestellung

Die Überexpression möglicher Zielstrukturen auf der Zelloberfläche bietet die Grundlage
der Gliomaadressierung. Wie bereits im Abschnitt 1.6 erwähnt, findet man eine ver-
mehrte Expression von LDL-Rezeptoren in Gliomazellen. Zudem zeigen Studien, dass
bestimmte HSPGs, sogenannte Syndekane, bei Glioblastomazelllinien überexprimiert
sind (Watanabe et al. 2006). Die Tandem-Dimer Struktur des P2A2 zeigt eine hohe
Affinität zu den negativ geladenen Proteoglykanen. Auch die Guanodinogruppe des Ar-
ginins bindet bevorzugt an die Sulfat-Gruppen von Proteoglykanen (Abschnitt 1.4.2 auf
Seite 18).

Bei den vorrangegangenen Untersuchungen erwiesen sich Mizellen als effektivstes Trä-
gersystem zur Adressierung von Hirnkapillarendothelzellen. PEG-PE-basierte Mizellen
bieten in vielerlei Hinsicht Vorteile gegenüber reinen Lipopeptidmizellen. PEG-PE-Mi-
zellen mit einer Kettenlänge von 750-5000 Da zeigen abschirmende Eigenschaften ge-
genüber dem RES. Dadurch wird eine verlängerte Halbwertszeit im Blut erreicht. PEG-
Lipid-Mizellen zeichnen sich zudem durch eine CMC im unteren mikromolaren Bereich
aus. In diese Mizellen lassen sich hydrophobe Krebsmedikamente, wie z.B. Paclitaxel
(PCL) oder Doxorubicin, einfach inkorporieren.

Die Kombination von Lipopeptiden mit PEG-PE-Mizellen soll zeigen, ob der zytoto-
xische Effekt von PCL in Gliomazellen erhöht werden kann.

Physikalische Untersuchungen werden durchgeführt, um eine Einlagerung von Lipo-
peptiden in PEG-PE-Mizellen zu zeigen und zu überprüfen, inwieweit die Lipopeptide
einen Einfluss auf Größe und Zetapotential der Mizellen haben.

Aufnahmeuntersuchungen in HBMEC und HAoEC liefern zudem Informationen dazu,
ob die Selektivität gegenüber HBMEC auch für modifizierte Mizellen unterschiedlicher
PEG-Kettenlänge bestehen bleibt.
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3.4.2. Physikalische Charakterisierung von
Lipopeptid-PEG-PE-Mizellen

Bestimmung der Größe und der Oberflächenspannung

Für PEG-PE-Mizellen wird in der Literatur ein Durchmesser von 7-20 nm angegeben
(Torchilin 2007). Für die hier entwickelten Mizellen konnten diese Literaturwerte be-
stätigt werden (Tabelle 3.5). Bei PEG-PE-Mizellen ist nach post-Insertion der Peptide
keine Veränderung in der Größe zu beobachten. Anzumerken ist, dass keine Informa-
tionen zum vollständigen Peptideinbau in die PEG-Mizellen vorliegen. So ist auch eine
Koexistenz beider mizellarer Trägersyteme denkbar.

Tabelle 3.5.: Größenanalyse und Zetapotential unterschiedlicher PEG-PE-Mizellen mit und
ohne Lipopeptid.

Durchmesser (nm)/
Zetapotential (mV)

P2A2 P2R12 P2K12 ohne Lipopeptid

PEG750-PE 10,8±5,7 14,7±5,1 13,5±2,1 11,1±0,1
5 mol%LP -9,7±1,1 -12,4±0,9 -8,8±0,7 -8,4±0,5

PEG2000-PE 19,6±5,5 12,5±3,6 14,0±1,4 13,1±0,9
5 mol%LP -12,0±3,3 -4,5±1,3 -6,1±0,8 -9,8±1,0

Das Zetapotential der Nanopartikel war bei allen Modifikationen leicht negativ. Bei
einem Lipopeptid-zu PEG-PE-Verhältnis von ca. 20, wäre gemäß der Ergebnisse zu den
Lipopeptid-modifizierten SUV20 eine Änderung des Zetapotentials zu erwarten gewe-
sen. Nur bei der Modifizierung von PEG-Mizellen einer Kettenlänge von 2000 Da mit
P2R12- bzw. P2K12 ist das Zetapotential geringer negativ im Vergleich zum Träger ohne
Lipopeptid.

Fluoreszenzeigenschaften von Lipopeptid-PEG-PE-Mizellen

Wie schon im Abschnitt 3.1.2 auf Seite 56 gezeigt, ändert sich die Fluoreszenzintensität
des am Lipopeptid gebundenen Carboxyfluoresceins nach Adsorption an die Lipiddoppel-
schichten von Liposomen. Wie in Abbildung 3.30 zu sehen ist, kommt es nach Inkubation
mit PEG-Mizellen zu einem Fluoreszenzanstieg, was auf einen Einbau der Lipopeptide in
die PEG-PE Assoziate schließen lässt. Die Unterschiede in den Fluoreszenzintensitäten
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wurden bei den FACS-Untersuchungen berücksichtigt und es erfolgte eine Normierung
auf die Intensität von P2fA2-PE750-PE-Mizellen.
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Abbildung 3.30.: Relative Carboxyfluorescein Fluoreszenzintensitäten verschiedener
Lipopeptid-PEG-PE Präparationen (cPEG−PE = 30 µM, 5 mol% Lipopeptid) und Lipopep-
tidmizellen bei einer Peptidkonzentration von 1,5 µM in PBS. λex = 488 nm; λem = 520 nm.

Zusätzlich zum Carboxyfluorescein wurden Lipopeptid PEG-PE-Mizellen mit Rho-
damin-PE modifiziert. Die Fluoreszenzeigenschaften von Rhodamin sind weitaus we-
niger abhängig von äußeren Einflüssen, und es ist keine signifikante Änderung in der
Fluoreszenz zwischen den einzelnen Präparationen zu beobachten (Abbildung 3.31).
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Abbildung 3.31.: Relative Fluoreszenzintensität verschiedener Lipopeptid-PEG-PE Präpa-
rationen (0,1 % (w/w) Rhodamin-PE) bei einer PEG-PE Konzentration von 30 µM (5 mol%
Lipopeptid) in PBS. λex = 525 nm; λem = 590 nm.
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Inkorporation von Paclitaxel in PEG-PE-Mizellen

Paclitaxel (PCL) ist ein äußerst hydrophober Arzneistoff, der sich nach Rehydrierung mit
PEG-PE-Lipidfilmen in den hydrophoben Kern von PEG-PE-Mizellen einlagert (Torchi-
lin 2007). Vor der Modifizierung mit Lipopeptiden wurde die Menge an inkorporiertem
Paclitaxel mittels Umkehrphasenchromatographie (RP-HPLC) bestimmt. Hierzu wurde
zuerst eine Standardkurve unterschiedlicher Paclitaxelkonzentrationen aufgenommen.

Abbildung 3.32.: HPLC-basierte Eichkurve für PCL

Abbildung 3.33.: Umkehrphasenchromatogramm von PEG750-PE (15 mg/ml) mit PCL (180
µg/ml) 1:50 verdünnt. PCL-Peak bei 5,3 min.
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Abbildung 3.34.: Umkehrphasenchromatogramm von PEG2000-PE (30 mg/ml) mit PCL
(360 µg/ml) 1:100 verdünnt. PCL-Peak bei 5,3 min.

Um die Menge an inkorporiertem Paclitaxel zu bestimmen, wurde die Fläche unter
dem Paclitaxelpeak integriert und mithilfe der Eichkurve ausgewertet. Wie auch schon in
der Literatur beschrieben, beträgt die Menge an inkorporierten Paclitaxel ca. 1 % (m/m)
bezogen auf die Menge an eingesetztem Lipid (Tabelle 3.6, Musacchio et al. 2009).

Tabelle 3.6.: Menge an inkorporiertem Paclitaxel in PEG-PE-Mizellen.

PEG-PE Mizellen cPEG−PE cPCL eingesetzt cPCL via HPLC

PEG750-PE 15 mg/ml 180 µg/ml 74,0 µg/ml
=̂ 10 mM =̂ 0,21 mM =̂ 0,09 mM

PEG2000-PE 30 mg/ml 360 µg/ml 125,5 µg/ml
=̂ 10 mM =̂ 0,42 mM =̂ 0,15 mM

99



3.4. Lipopeptid-PEG-PE Nanopartikel zur Adressierung von Gliomazellen

3.4.3. In vitro Studien von Lipopeptid-PEG-PE-Mizellen

Aufnahmestudien in HBMEC und HAoEC

Die Aufnahme von Lipopeptid-modifizierten PEG-Mizellen in HBMEC und HAoEC wur-
de wiederum mithilfe von CLSM und Durchflusszytometrie untersucht. Alle Lipopeptid-
präparationen wurden internalisiert (Abbildung 3.35). Die abschirmenden Eigenschaften
der PEG-Ketten maskieren zwar die Ladung der Lipopeptide, dennoch kommt es zur
Aufnahme in die Zellen.

Abbildung 3.35.: CLSM-Aufnahmen (a) P2fA2- (b) P2fR12- und (c) P2fK12-modifizierter
PEG750-PE-Mizellen in HBMEC. Inkubation 1 h bei 37 °C. Lipopeptidkonzentration war
15 µM. Grün = Carboxyfluorescein, blau = Hoechst 33342.

Zytometrie-Studien zeigen zudem, dass die zellselektiven Eigenschaften der Lipopep-
tidmizellen auch bei leicht negativer Oberflächenspannung des Trägersystems bestehen
bleiben (Abbildung 3.36). Die Interaktion von mizellaren Lipopeptidsystemen mit der
Zelle ist somit nicht primär über die elektrostatischen Eigenschaften des Trägersystems
zu erklären.

P2fA2 PEG-Mizellen zeigen die höchste Aufnahmeeffizienz in HBMEC, gefolgt von
P2fR12 und P2fK12 (Abbildung 3.36). Festzuhalten bleibt, dass P2fA2-modifizierte
PEG-Mizellen ca. doppelt so gut in Hirnkapillarendothelzellen aufgenommen werden
wie P2fR12-modifizierte Mizellen, was in den FACS-Studien mit reinen Lipopeptidmi-
zellen und Lipopeptidliposomen nicht beobachtet werden konnte. Beide Systeme haben
ähnliche Aufnahmeeffizienzen in HAoEC (Abschnitt 3.2.3 auf Seite 74). Diese Ergebnisse
zeigen erneut, dass die Aufnahme-vermittelnden Eigenschaften von P2A2 von der Art
und der Größe des verwendeten Trägersystems abhängen.

Interessanterweise führt auch das Lysin-reiche P2fK12 zu einer verbesserten Aufnahme
in HBMEC gegenüber HAoEC (Abbildung 3.36). Die starke Adsorption an der Zellmem-
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bran, wie sie bei reinen P2fK12-Mizellen zu sehen war (Abschnitt 3.2.2 auf Seite 70),
wird offenbar durch den Einbau in PEG-PE-Mizellen unterdrückt. Die PEG-PE-Mizellen
sind stabiler.
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Abbildung 3.36.: FACS-Aufnahmeuntersuchungen verschiedener Lipopeptid-modifizierter
PEG750-PE-Mizellen (cPEG−PE = 300 µM (5 mol% Lipopeptid)) in HBMEC Zellen. Die
Inkubationszeit betrug 1 h bei 37 °C. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe bei 3 Wiederholungen.
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Internalisierungs- und Kolokalisationsstudien in U87MG

Die parallele Detektion von Lipopeptid und gelabeltem Lipid als Komponente der PEG-
PE-Mizellen im CLSM erlaubt es festzustellen, ob zum einen das Lipopeptid an den
PEG-PE-Mizellen gebunden hat und ob es eine Aufnahme vermittelt. Darüber hinaus
soll festgestellt werden, wo sich die Lipopeptid-Komplexe in der Zelle ansammeln. Hierzu
wurden mittels Lysotracker® die Lysosomen der Zelle markiert. Wie in der Abbildung
3.37 zu sehen ist, werden die P2fR12-modifizierten Mizellen internalisiert.

Abbildung 3.37.: CLSM-Aufnahmen P2fR12-modifizierter PEG750-PE-Mizellen nach Inku-
bation von 5 h bei 37 °C. Grün = Carboxyfluorescein, rot = Rhodamin-PE, blau = Hoechst
33342, cyan = Lysotracker® DND22 blue.

P2fK12-Mizellen und SUV20 zeigten eine starke Akkumulation an der Zellmembran
von Endothelzellen (Abbildung 3.10 und 3.11 auf Seite 72 f). Bei den Lipopeptid-
modifizierten PEG-PE-Mizellen ist die Peptiddichte ähnlich der der SUV20. PEG-Ketten
verhindern aber offenbar die Adsorption von P2fK12 Molekülen an der Zellmembran,
denn es ist ausschließlich intrazelluläre Lipopeptidfluoreszenz zu erkennen (Abbildung
3.38). P2fK12 vermittelt trotz der abschirmenden PEG-Ketten eine Aufnahme in die
Zellen.

Das Oberflächenpotential aller Präparationen ist leicht negativ (Abschnitt 3.4.2 auf
Seite 95), was bedeutet, dass bei den Lipopeptiden die Aufnahme in U87MG unabhängig
von der Nettoladung der Partikel ist.

Rhodamin-PE-markierte PEG-Mizellen und Carboxyfluorescein-markierte Lipopepti-
de sind bei den Aufnahmen mit dem Lysotracker® kolokalisiert (Abbildung 3.37 und
3.38). Die Mizellkonstrukte wurden intakt in die Zellen aufgenommen und sind nach einer
Inkubation von 4 h mehrheitlich in Lysosomen lokalisiert. Der Aufnahmeweg von Lipo-
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Abbildung 3.38.: CLSM-Aufnahmen P2fK12-modifizierter PEG750-PE-Mizellen nach Inku-
bation von 5 h bei 37 °C. Grün = Carboxyfluorescein, rot = Rhodamin-PE, blau = Hoechst
33342, cyan = Lysotracker® DND22 blue.

peptidmizellen in Hirnkapillarendothelzellen ist eine Clathrin-vermittelte Endozytose.
Erfolgt die Aufnahme Clathrin-abhängig, so führt dieser Endozytoseweg meist zu einem
lysosomalen Recyclingprozess (Iversen, Skotland und Sandvig 2011). Jedoch ist nicht
auszuschließen, dass die Lipopeptid-PEG-Mizellen auch andere Aufnahmewege aktivie-
ren. TAT konjugierte Nanopartikel werden bspw. über Makropinozytose aufgenommen,
was im intrazellulären Transport über Makropinosomen zur Ansammlung in Lysosomen
führt (Rapoport und Lorberboum-Galski 2009).

Aufnahmestudien in Gliomazellen

Mithilfe Fluoreszenz-basierter Zytometrieuntersuchungen wurde die Aufnahme der mo-
difizierten PEG-Mizellen in Glioblastomazellen quantifiziert. Hierzu wurden zum einen
Rhodamin-markierte PEG-PE-Mizellen mit Lipopeptid verwendet, sowie Mizellen mit
Carboxyfluorescein-markiertem Lipopeptid untersucht. Wie in Abbildung 3.39 auf der
nächsten Seite zu erkennen, hat die PEG-Kettenlänge Einfluss auf die Internalisierungs-
effizienz. So bewirken längere PEG-Ketten eine, wenn auch minimal, verringerte Aufnah-
me von Mizellen in U87MG Zellen. Ähnliche Einflüsse der Kettenlänge auf das Aufnah-
meverhalten PEGylierten Trägersysteme konnten auch Steinmetz und Manchester 2009
beobachten.

Interessanterweise vermitteln die Lipopeptide, lokalisiert in der Mizelle, eine Aufnahme
in die Zellen und müssen nicht, wie es beim TAT der Fall ist, am distalen Ende der
PEG-Ketten gekoppelt werden, um in Interaktion mit Komponenten der Zellmembran
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Abbildung 3.39.: FACS Aufnahmeuntersuchungen verschiedener Lipopeptid-modifizierter
PEG-PE-Mizellen (cPEG−PE = 300 µM (5 mol% Lipopeptid), 1 % (w/w) Rhodamin-PE)
in U87MG Zellen. Inkubationszeit betrag 5 h bei 37 ◦C. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe bei
3 Wiederholungen. Dargestellt ist die Rhodamin-PE Fluoreszenz pro Zelle.

zu treten (Sawant und Torchilin 2009).
Die Aufnahmeeffizienz ist abhängig von der Aminosäuresequenz, wobei P2R12-modi-

fizierte PEG-Mizellen unabhängig von der PEG-Kettenlänge am besten internalisiert
werden (Abbildung 3.39). P2A2-modifizierte Mizellen zeigen die geringste Aufnahmeef-
fizienz in die Zellen. Auch Lysin-reiche Lipopeptide bewirken eine verbesserte Aufnahme
von PEG-Mizellen in U87MG. Während P2K12-Mizellen bei Interaktion mit Endothel-
zellen zu dissoziieren scheinen und die Peptide in der Membran akkumuliert werden
(Abschnitt 3.2.2 auf Seite 71), wirkt sich PEG-PE hingegen günstig auf die Stabilität
der Mizellen aus.

Aufgrund der Rh-PE basierten Zytometrieuntersuchungen ergibt sich folgende Auf-
nahme-vermittelnde Effizienz der Lipopeptide für PEG-Mizellen: P2fR12 > P2fK12 >
P2fA2.

Diese Ergebnisse korrelieren insofern mit früheren Untersuchungen, als dass Arginin-
reiche CPPs generell eine höhere Aufnahme-vermittelnde Fähigkeit zeigen als andere
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Abbildung 3.40.: FACS-Aufnahmeuntersuchungen verschiedener Lipopeptid-modifizierter
PEG-PE-Mizellen (cPEG−PE = 300 µM (5 mol% Lipopeptid), 1 % (w/w) Rhodamin-PE)
in U87MG Zellen. Die Inkubationszeit betrug 5 h bei 37 °C. Analyse von 10.000 Zellen/ Probe
bei 3 Wiederholungen. Dargestellt ist die Carboxyfluorescein-Fluoreszenz pro Zelle normiert
auf die Fluoreszenzintensität reiner P2fA2-Mizellen.

kationische Sequenzen (Mitchell et al. 2000).
Die Auswertung der Fluoreszenz der Lipopeptide führt zu vergleichbaren Ergebnis-

sen (Abbildung 3.40). Wiederum ist die Aufnahmeeffizienz von P2fA2-Mizellen am ge-
ringsten. Zudem ist die Aufnahme von modifizierten PEG750-PE-Mizellen gegenüber
PEG2000-PE-Mizellen begünstigt.
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Zytotoxizitätsstudien an Gliomazellen

Im Folgenden wird die Zytotoxizität reiner Lipopeptid-PEG-PE-Mizellen und Paclitaxel-
beladener Mizellen betrachtet. Paclitaxel bindet an der β-Tubulinuntereinheit des α-/β-
Heterodimers und unterdrückt die Mikrotubulibildung (Löwe et al. 2001). Somit kommt
es zu einer Inhibierung der Mitose, was wiederum zur Aktivierung von Apoptoseprozes-
sen in der Zelle führt (Bharadwaj und Yu 2004).

Für unbeladene Lipopeptid-modifizierte PEG-Mizellen kann keine Zytotoxizität bis zu
einer Konzentration von 3,4 µM Lipopeptid festgestellt werden (Abbildung 3.41 - 3.43).
Bei CLSM-Untersuchungen wurde eine Lipopeptidkonzentration von 15 µM eingesetzt.
Die Fragmentierung des Nukleus ist charakteristisch für die Apoptose der Zelle (Forrester
et al. 1999). Bei den CLSM-Untersuchungen ist keine Fragmentierung zu erkennen, was
für eine geringe Zytotoxizität Lipopeptid-modifizierter PEG-Mizellen auch bei hohen
Peptidkonzentrationen spricht (Abbildung 3.37 auf Seite 102). Ähnlich zu den Studien
von Fields et al. 2012, bieten PEG-PE Derivate im Zusammenspiel mit Lipopeptiden
den Vorteil, dass bestehende zytotoxische Effekte von Lipopeptiden (Leupold, Nikolenko
und Dathe 2009) verringert werden und gleichzeitig bleiben die Aufnahme-vermittelnden
Eigenschaften der Peptide erhalten.

Abbildung 3.41.: Zytotoxizitätsstudien verschiedener P2A2-modifizierter PEG750-PE-
Mizellen in U87MG Zellen. Die Inkubationszeit betrug 5 h bei 37 °C. PEG-PE Konzentration
für cPCL = 0,5 µg/ml entspricht 67,5 µM (cLP = 3,4 µM).
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Abbildung 3.42.: Zytotoxizitätsstudien verschiedener P2R12-modifizierter PEG750-PE-
Mizellen in U87MG Zellen. Die Inkubationszeit betrug 5 h bei 37 °C. PEG-PE Konzentration
für cPCL = 0,5 µg/ml entspricht 67,5 µM (cLP = 3,4 µM).

Lipopeptid-freie Mizellen mit inkorporiertem PCL zeigen eine Reduktion der Viabilität
um ca. 30 % im Vergleich zu unbeladenen Mizellen. Modifiziert mit P2R12 oder P2K12
erhöht sich der zytotoxische Effekt von PCL um weitere 10 % gegenüber unmodifizierten
PCL-Mizellen. P2A2-modifizierte Mizellen zeigen keine verbesserte Zytotoxizität. Diese
Zytotoxizitätsmuster nach 5 h Behandlung (Abbildung 3.41 - 3.43) korrelieren mit der
Aufnahmeeffizienz der Lipopeptid-PEG-Mizellen in U87MG Zellen (Abschnitt 3.4.3 auf
Seite 103).

Musacchio et al. 2009 hatten PEG-PCL-Mizellen mit einem Benzodiazepinrezeptor-
Liganden modifiziert, um die Zytotoxizität in Gliomazellen zu verbessern. Hier wur-
den vergleichbare Zytotoxizitätsmuster nach einer Inkubationszeit von 72 h gefunden.
Auch bei Angiopep-modifizierten Polymermizellen zeigen sich ähnliche zytotoxische Ef-
fekt nach einer Inkubationszeit von 72 h (Xin et al. 2011).
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Abbildung 3.43.: Zytotoxizitätsstudien verschiedener P2K12-modifizierter PEG750-PE-
Mizellen in U87MG Zellen. Die Inkubationszeit betrug 5 h bei 37 °C . PEG-PE Konzentration
für cPCL = 0,5 µg/ml entspricht 67,5 µM (cLP = 3,4 µM).
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3.4.4. Schlussfolgerung

Die chemotherapeutische Behandlung von Glioblastoma mittels konventioneller Krebs-
medikamente ist aufgrund unzureichender Anflutung im Gehirn und unerwünschter Ne-
benwirkungen stark limitiert. Die zielgerichtete Ansteuerung der Blut-Hirn-Schranke
mit nanopartikulären Arzneistoffträgersystemen bietet die Möglichkeit, die Konzentrati-
on von Chemotherapeutika im Gehirn und damit auch im Bereich von Hirntumorzellen
zu erhöhen (Steiniger et al. 2004).

Die dargestellten Untersuchungen zeigen deutlich, dass es möglich ist, PEG-Lipid-
Mizellen mit kationischen Lipopeptiden zu modifizieren. Die Größe und das Oberflä-
chenpotential wurden dabei nicht verändert. Mikroskopische und Zytometrieuntersu-
chungen beweisen die Ansteuerung von Hirnkapillarendothelzellen unabhängig von der
Ladung und der Aminosäuresequenz der Lipopeptide. Die zellspezifische Aufnahme von
P2R12-modifizierten Trägersystemen ist auch bei mizellaren Trägersystemen unabhän-
gig von der Oberflächenladung. Auch für P2A2- und P2K12-modifizierte PEG-Mizellen
wurde eine verbesserte Aufnahme in HBMEC gegenüber HAoEC gefunden. Es ist da-
von auszugehen, dass zellselektive Eigenschaften von P2A2 und P2K12 primär durch die
Art des Trägersystems und ihrer Peptidoberflächendichte bestimmt werden (Leupold et
al. 2008). Eine Internalisierung nach Bindung an zellspezifischen Rezeptoren, wie den
LDLr, ist unwahrscheinlich (Sauer et al. 2005). Vielmehr deuten diese Ergebnisse im Zu-
sammenhang mit vorangegangen Studien auf die Bindung an Zellmembran-lokalisierte
Proteoglykane hin.

Auch gegenüber Gliomazellen besitzen die Lipopeptide Aufnahme-vermittelnde Eigen-
schaften. In Abhängigkeit von der PEG-Kettenlänge werden die Mizellen unterschiedlich
gut internalisiert, wobei P2R12 die höchste Aufnahme-vermittelnde Effizienz besitzt.
Mikroskopieaufnahmen deuten zudem auf eine Akkumulation intakter Trägersysteme in
Lysosomen hin, was für eine hohe Stabilität der Lipopeptid-PEG-PE-Mizellen spricht.
Studien von Aguiar et al. 2002 und Hu et al. 2008 sprechen dafür, dass insbesonde-
re bei der Glykokalyx von Gliomazellen sulfatierte Proteoglykane überexprimiert sind,
über die solche Partikel mittels adsorptiver Endozytose aufgenommen werden können.
Mittels Viabilitätstests konnte eine Steigerung der zytotoxischen Eigenschaften von in-
korporierten Paclitaxel durch Lipopeptidmodifikation gezeigt werden. Zudem reduzie-
ren PEG-Ketten unerwünschte zytotoxische Eigenschaften der Lipopeptide. Inwiefern
Lipopeptid-PEG-Mizellen zu einem verbesserten Transport von Zytostatika in Hirntu-
morregionen führen, bleibt in in vivo Studien zu klären.
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Physikalische Charakterisierung

Die Darstellung von Lipopeptiden und die Herstellung Lipopeptid-modifizierter Trä-
gersysteme erfolgte analog zur Leitstruktur von P2A2. Die kovalente Kopplung von 2
Palmitoylketten (P2) am N-Terminus der Peptidsequenz bildet die Grundlage für die
Generierung und Modifizierung nanopartikulärer Strukturen. Es konnte gezeigt werden,
dass die Dipalmitoylierung auch bei oligo-Arginin(P2R12)-, oligo-Lysin(P2K12)- und
oligo-Glutaminsäuresequenzen (P2E12) zur Aggregation zu Mizellen im mikromolaren
Bereich führt, deren Stabilität sich jedoch unterscheidet (Gehne et al. 2013). Zusätzlich
ermöglicht die zweifache Palmitoylierung eine stabile Bindung der Lipopeptide in die
Lipiddoppelschicht von Liposomen (Sauer et al. 2006).

Größenuntersuchungen ergaben für Lipopeptid-Mizellen einen Durchmesser von 10-
15 nm. Das Oberflächenpotential der Peptidmizellen war abhängig von der Peptidse-
quenz entweder positiv bzw. negativ. Die PEG-Ketten von Lipopeptid-PEG-PE-Mizellen
maskieren die Ladung der Peptidsequenz, wodurch nur geringe Änderungen des Potenti-
als von PEG-PE-Mizellen zu beobachten war. Lipopeptid-modifizierte Liposomen wur-
den in den Größenklassen 25 und 100 nm hergestellt. Je nach molarem Peptid-zu-Lipid-
Verhältnis kommt es bei Liposomen zur Veränderung des Zetapotentials entsprechend
der Ladungseigenschaften der Peptidsequenz. Zudem konnte gezeigt werden, dass P2R12,
P2K12 und P2E12 die Integrität von Liposomen auch bei längerer Lagerung nicht stö-
ren. Die Bildung einer amphipathischen α-Helix, wie es nur bei P2A2 zu beobachten
war, führt zur Störung der Lipiddoppelschicht.

Aufnahmestudien in Hirnkapillarendothelzellen

Aufnahmeuntersuchungen Lipopeptid-modifizierter Nanopartikel wurden an Kapillarendo-
thelzellen des Gehirns (HBMEC) und an Aortenendothelzellen (HAoEC) durchgeführt.

Die Lipopeptid-Mizellen und Liposomen zeigten keine zytotoxischen Eigenschaften bis
zu einer Konzentration von 5 µM und auch die Inkubation über 4 Stunden mit P2R12
Liposomen hatten keine Einfluss auf die Viabilität von Hirnkapillarendothelzellen.

110



4. Zusammenfassung

Die Aufnahmeuntersuchungen zeigten unterschiedliche Aufnahmemuster in Abhängig-
keit von der Peptidsequenz, Besetzungsdichte und Größe des Trägersystems. Lipopep-
tidmizellen zeigten die höchste Interaktion mit den Zellen. Eine verbesserte Aufnahme in
HBMEC gegenüber HAoEC konnte für P2A2- und P2R12-Mizellen beobachtet werden.
Auch P2R12-modifizierte Liposomen zeigten eine Selektivität gegenüber Hirnkapilla-
rendothelzellen, die bei anderen Lipopeptidliposomen (P2A2, P2K12) nicht gefunden
wurde. Die selektive P2R12-vermittelte Aufnahme ist somit unabhängig von der Peptid-
besetzungsdichte und der Größe der Trägersysteme. Für das Lipopeptid P2A2 hingegen
ist eine hohe Peptiddichte und eine geringe Trägergröße Voraussetzung für eine selektive
Aufnahme in Hirnkapillarendothelzellen (Sydow et al. in Vorbereitung).

P2A2-Mizellen und P2R12-Systeme werden Clathrin-vermittelt internalisiert. Dies
spricht für eine Aufnahme nach Bindung an zellmembranständige Proteoglykane (Leu-
pold et al. 2008, Nakase et al. 2007). Ein hohes Expressionslevel an Proteoglykanstruk-
turen, speziell Syndecan-2, wurde für Hirnendothelzellen gezeigt (Fears, Gladson und
Woods 2006), was somit als primärer Bindungspartner anzusehen ist.

Xe Hyper-CEST MRT mithilfe P2R12-modifizierter Liposomen

Die Xe-basierte Hyper-CEST MRT ist eine nicht-invasive Methode mit ausreichend ho-
her Sensitivität, die sich als hilfreich bei der indirekten Quantifizierung der Zellselekti-
vität P2R12-modifizierter Liposomen erwiesen hat.

Die Inkorporation der für die Xe-MRT notwendigen Kryptophan-Struktur (CrA) in
Liposomen erfolgte mittels Extrusion. So war es möglich, große Mengen des hydrophoben
CrA in einem Trägersystem zu transportieren. Anschließend erfolgte die Modifizierung
des Trägers mit dem Lipopeptid P2R12. Viabilitätsstudien zeigten zytotoxische Effekte
von reinem CrA, welche bei CrA-beladenen P2R12 Liposomen nicht auftraten.

Die Selektivität von CrA-beladenen P2R12-Liposomen für HBMEC konnte sowohl
mittels Fluoreszenz-basierter Aufnahmestudien als auch mithilfe der Xe-basierten Hyper-
CEST MRT bei einer Zellkonzentration von ca. 1*106 Zellen/ml gezeigt werden. So-
mit bieten Lipopeptid-modifizierte Liposomen neben der zielgerichteten Aufnahme in
HBMEC die Möglichkeit, die Sensitivität der Hyper-CEST MRT um das 10-fache zu
verbessern (Schnurr et al. 2014, Klippel et al. 2013).

Die gewonnenen Ergebnisse sollen die Grundlage für erste in vivo Hyper-CEST MRT
Studien von Lipopeptid-modifizierten Trägersystemen bilden.
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Lipopeptid-modifizierte PEG-PE-Mizellen zur Adressierung von
Glioblastomzellen

Die zellphysiologischen Eigenschaften von Hirnkapillarendothelzellen, wie die Überex-
pression von LDL-Rezeptoren und eine bestimmte Zusammensetzung der Proteoglykan-
matrix, ist auch bei Gliomazellen zu finden. Daher bietet sich die Lipopeptidmodifizie-
rung von Trägersysteme an, um die Totoxizität von Zytostatika gegenüber Gliomazellen
zu erhöhen.

Aufnahmeuntersuchungen von Lipopeptid-modifizierten PEG-PE-Mizellen zeigten ei-
ne verbesserte Aufnahme in HBMEC gegenüber HAoEC, obwohl diese Mizellen ein leicht
negatives Zetapotential besitzen. Ähnlich der Aufnahme von P2R12-Liposomen unter-
schiedlicher Peptidbesetzungsdichte ist die Zellselektivität von P2R12-PEG-PE-Mizellen
für HBMEC unabhängig von der Oberflächenladung des Trägersystems.

Das Arginin-reiche P2R12 vermittelt die höchste Aufnahme von PEG-PE-Mizellen in
Gliomazellen. Mit Paclitaxel (PCL) beladene Lipopeptid-PEG-Mizellen zeigen eine ca.
10 % höhere Zytotoxizität gegenüber Glioblastomazellen im Vergleich zu unmodifizierten
PCL-PEG-PE-Mizellen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Anwendung von Vektorpeptiden, wie dem P2R12,
zur Adressierung von Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke, sowie von Gliomazellen
geeignet ist (Sydow, Torchilin und Dathe 2014).

Die präsentierten Ergebnisse zeigen, dass Lipopeptide vielversprechende Vektoren für
eine zielgerichtete Ansteuerung von Hirnkapillarendothelzellen und Gliomazellen sind.
Speziell oligo-Arginin Peptide zeigen zellselektive Eigenschaften unabhängig von der
Größe und der Peptidbesetzungsdichte der hier untersuchten Trägersysteme. Die Mo-
difikation anderer Trägersysteme, wie z.B. Polymerpartikel oder Lipid-Nanopartikel, ist
je nach Anwendungsgebiet denkbar und bietet die Möglichkeit, die vielversprechenden
Eigenschaften der Lipopeptide weiter zu studieren und zu optimieren.
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Physical Characterization

Lipopeptides and lipopeptide-modified carrier systems were generated according to the
parent peptide P2A2. Covalent coupling of two palmitoyl chains (P2) at the N-terminus
of the peptide sequence provides the basis for generating peptide based nanoparticula-
te structures. Like P2A2 synthesized poly-arginine (P2R12), poly-lysine (P2K12) and
poly-glutamic acid (P2E12) peptides were found to self associate into micelles in a low
micromolar concentrations (Gehne et al. 2013). Furthermore, the palmitoylation provi-
des stable anchoring in the lipid bilayer of liposomes (Sauer et al. 2006) and in PEG-PE
micelles (Sydow, Torchilin und Dathe 2014).
The size of lipopeptide micelles was 10-15 nm and their surface potential correlates

with the charge properties of the peptide sequence. PEG chains are known to mask char-
ge properties of carrier systems and therefore all lipopeptide-modified PEG-PE micelles
showed a slightly negative zeta potential comparable to peptide-free structures.
Besides peptide micelles, small (25 nm) and large (100 nm) lipopeptide-modified li-

posomes were prepared. With different molar peptide-to-lipid ratios the zeta potential
changes with respect to the charge characteristics of the peptide sequence. It was shown
that P2R12, P2K12 und P2E12 did not alter the integrity of the POPC-layer of liposo-
mes. The formation of an amphipathic α-Helix, as it was observed for P2A2, leads to
perturbation of the lipid bilayer.

Uptake Studies

Uptake studies of lipopeptide-modified nanoparticles were performed with brain capilla-
ry endothelial cells (HBMEC) and aortic endothelial cells (HAoEC). The lipopeptide-
micelles and -liposomes showed no cytotoxicity up to a concentration of 5 µM. Further-
more, no cytotoxic effects of P2R12-liposomes were found after an incubation time of
4 h.
The uptake studies showed different interaction patterns depending on the peptide se-

quence, peptide surface density and size of the carrier system. Peptide-micelles showed
pronounced interaction with cells. Notwithstanding, that only P2A2 and P2R12 micelles
showed an improved uptake into HBMEC compared to HAoEC, solely P2R12-modified li-
posomes showed selectivity for brain endothelial cells. Hence, the uptake-mediating effect
of P2R12 is independent of the peptide surface density and the size of the carrier systems.
However, for P2A2 a high peptide density and high flexibility of the peptide moiety are
prerequisite properties for a pronounced uptake in HBMEC compared to HAoEC (Sydow
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et al. in preparation).
P2A2 micelles and P2R12 systems were internalized via clathrin-mediated endocytosis.

This results point to an uptake after binding to cell surface-standing proteoglycans (Leu-
pold et al. 2008, Nakase et al. 2007). Additionally, proteglycans are suggested binding
partners of the structurally related TAT peptide (Gump und Dowdy 2007). Fears, Gladson
und Woods 2006 found a high expression level of proteoglycans, especially syndecan-2,
in brain endothelial cells. Hence, proteoglycans are considered to be one of the major
binding partners of arginine-rich lipopeptide systems.

Xe Hyper-CEST MRI with P2R12 modified liposomes

Xe-based Hyper-CEST MRI is a noninvasive method with high sensitivity for an indirect
quantification of the cell selectivity of P2R12-modified liposomes.
The biosensor Cryptophan (CrA), which is necessary for Xe Hyper-CEST MRI, was

incorporated into liposomes via the simple extrusion method. This method allows to in-
corporate and transport large amounts of CrA. Afterwards, CrA-bearing liposomes were
modified with P2R12.
Viability studies showed cytotoxic effects of CrA alone, which were not observed with

CrA-loaded P2R12-liposomes.
The cell selectivity of P2R12-CrA-liposomes was confirmed by fluorescence-based and

Xe-based Hyper-CEST MRI uptake studies. Xe Hyper-CEST MRI studies were perfor-
med with a HBMEC concentration of about 1*106 cells/ml. Hence, in addition to the
selective targeting properties of lipopeptide-modified liposomes, the sensitivity of Hyper-
CEST MRI could be improved by at least one order of magnitude compared to other
studies (Schnurr et al. 2014, Klippel et al. 2013).
The results obtained Hyper-CEST MRI studies with lipopeptide-modified carrier sys-

tems provide the basis for future in vivo studies.

Targeting Glioma cells with lipopeptide modified PEG-PE micelles

Cell physiological properties of brain capillary endothelial cells, such as the up regulation
of LDL receptors and a specific composition of the proteoglycan matrix were also found
in glioma cells. Therefore, the surface modification of existing carrier systems could lead
to an improved cytotoxicity against glioma cells.
Uptake studies of lipopeptide-PEG-PE micelles showed improved internalization in

HBMEC compared to HAoEC, although these micelles have a slightly negative zeta po-
tential. The cell selectivity of P2R12-micelles is independent of the peptide surface den-
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sity, as it was found for P2R12-modified liposomes. The arginine-rich P2R12 showed
the highest uptake-mediating efficiency for modified PEG-PE micelles in glioma cells.
Paclitaxel (PCL)-loaded lipopeptide-PEG micelles revealed an 10% higher cytotoxicity
in glioblastoma cells compared to unmodified PCL PEG-PE micelles. P2R12 PEG-PE
micelles without paclitaxel had no cytotoxic effect.
This studies demonstrate that vector peptide, such as the P2R12, are promising can-

didates targeting endothelial cells of the blood-brain barrier and glioma cells (Sydow,
Torchilin und Dathe 2014).

In summary, lipopeptides were found to be promising vectors targeting brain capillary
endothelial cells and glioma cells. Especially oligo-arginine peptides showed cell selectivity
independent of the size of the carrier system or the peptide surface density. The modi-
fication of other carrier systems, such as polymer particles or solid lipid nanoparticles
seems to be possible and will help to understand and optimize the promising properties
of lipopeptides.
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