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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Herstellung und Charakterisierung von ApoE-Peptid-Liposomen

Hier werden die Ergebnisse zur Herstellung und Charakterisierung der ApoE-Peptid-
Liposomen mit adsorptiver bzw. kovalenter Bindung der ApoE-Peptide vorgestellt. Das Ziel
der Arbeiten war, stabile Konjugate herzustellen, die die Voraussetzungen fiir einen LDL-

Rezeptor-vermittelten Aufnahmeweg in Gehirnkapillarendothelzellen erfiillen.

4.1.1 Adsorptive Bindung der ApoE-Peptide an Liposomen

Die adsorptive Verankerung der von Apolipoprotein E abgeleiteten Rezeptorbindungssequenz
A2 in der Liposomenbilayer erfolgte iiber lipidassoziierende Doménen, die zu diesem Zwecke
an das stark kationische A2-Peptid gekniipft wurden (Kapitel 3.3.1). Fiir die Herstellung
dieser Zweidominen-Peptide wurden eine amphipathische Helix (Q), eine transmembranale
Helix (T) oder Fettsduren wie Palmitinsdure (P) und Myristinsdure (M) verwendet. Alle
Peptide waren N-terminal acyliert und C-terminal amidiert; um die Ausbildung einer o-
helikalen Konformation zu unterstiitzen.

Die amphipathische Helix Q wurde aus der lipidbindenden Doméne von ApoE (AS 267 - 280)
entnommen (Wang et al. 1996). Transmembranale Helizes, wie die Sequenz T, durchspannen
die Liposomenbilayer und ermdglichen dadurch eine feste Verankerung (Bechinger 2001;
Wimley und White 2000). Zahlreiche Proteine sind auf diese Art in der Zellmembran
verankert, uv.a. auch der LDL-Rezeptor (Kapitel 1.4.2). Acylsdurereste sind strukturelle
Determinanten fiir die Membranbindung und essentiell fiir die biologischen Funktionen
zahlreicher Proteine (Janosch et al. 2004; Pool und Thompson 1998). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden sowohl mono- als auch diacylierte A2-Peptide untersucht. Zu Vergleichs-
zwecken wurde zusétzlich die von Datta beschriebene Sequenz AD verwendet, wobei D als
amphipathische Helix die adsorptive Bindung an die Liposomen vermittelt (Datta et al. 2000).
Die Herstellung der ApoE-Peptid-Liposomen erfolgte durch die spontane Assoziation
wihrend der Inkubation der Liposomen mit den Peptiden. Fiir die Acylketten und
transmembranale Sequenz wurde eine Verankerung in der Liposomenbilayer erwartet,

wihrend bei den amphipathischen Helizes die apolare Helixoberfliche mit den Acylketten der
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duBeren Lipidlayer interagierte und die kationische Oberfliche im Bereich der Lipidkopf-
gruppen lokalisiert war. Das A2-Peptid sollte aufgrund seiner starken positiven Ladung
erwartungsgemil nur wenig mit der elektrisch neutralen Liposomenoberfliche wechsel-

wirken. Abbildung 4.1 zeigt eine schematische Darstellung der ApoE-Peptid-Liposomen.
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Abbildung 4.1: Schema der Verankerung der Zweidoménen-
Peptide in Liposomen iiber eine transmembranale Helix (A2T),
amphipathische Helix (A2Q) und iiber Acylketten (A2P2)
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Nachfolgend werden die biophysikalischen Eigenschaften der Zweidoménen-Peptide und die

umfangreiche Charakterisierung ihrer Wechselwirkung mit Liposomen beschrieben.

Untersuchungen zur Struktur der ApoE-Peptide

Strukturelle Voraussetzung fiir die Bindung von ApoE-abgeleiteten Peptiden an den LDL-
Rezeptor ist die Bildung einer amphipathischen o-Helix (Dyer et al. 1995). Eine
amphipathische Helix ist durch eine polare Oberfliche, gebildet durch die kationischen
Aminoséurereste, und einen gegeniiberliegenden hydrophoben Bereich charakterisiert. Die
LDL-Rezeptor-Bindungsdoméne von ApoE befindet sich in Helix 4 eines Helixbiindels, in
dem die hydrophoben Helixoberflichen im Inneren des Biindels lokalisiert und somit vom
umgebenden hydrophilen Medium abgeschirmt sind. Bei Interaktion von ApoE mit lipophilen
Grenzflichen kommt es zu einer Entfaltung des Biindels. Erst durch diese strukturelle
Reorientierung wird eine Interaktion mit dem LDL-Rezeptor mdglich, was zu der Erkenntnis
fithrte, dass ApoE nur im lipidgebundenen Zustand funktionsfdhig ist (Weisgraber 1994).

Inwieweit die ApoE-Peptide iiber eine a-helikale Konformation verfliigen und damit die
strukturellen Voraussetzungen fiir die Rezeptorbindung erfiillen, wurde mit der

Circulardichroismus-Spektroskopie untersucht. Die CD-Untersuchungen der ApoE- Peptide
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wurden in wissriger Pufferlosung (TRIS/NaF pH 7,4), in Anwesenheit von POPC-SUVs und
in dem strukturinduzierenden Losungsmittel Trifluorethanol (TFE) durchgefiihrt. TFE
vermittelt eine Helixinduktion aufgrund der Verhinderung der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zu den umgebenden Wassermolekiilen, wodurch intra-
molekulare Wechselwirkungen die Strukturierung des Peptides begiinstigen. TFE wird daher
zur Bestimmung der Helix-Wahrscheinlichkeit verwendet. POPC-SUVs modellieren die
Lipid-Eigenschaften von Lipoproteinen und wurden daher eingesetzt, um die mit der Bindung
einhergehende Induktion einer a-helikalen Struktur nachzuweisen.

Abbildung 4.2 zeigt die Spektren des A2Q-Peptides. Es ist eine hauptsidchlich ungeordnete
Struktur des A2Q-Peptides in TRIS-Puffer zu erkennen, jedoch besitzt das Peptid ein hohes
Potential zur Ausbildung einer a-helikalen Struktur, wie an dem charakteristischen Spektrum,
aufgenommen in TFE, zu erkennen ist. In Gegenwart von POPC-SUVs wurde ebenfalls eine

helikale Struktur induziert, was die Bindung des A2Q-Peptides an die Liposomen nachweist.
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Abbildung 4.2: CD-Spektren von A2Q (cp =20 uM) in TRIS-Puffer,
in 50 % TFE (v/v) und in Anwesenheit von POPC-SUVs (¢, = 1 mM)

Zum Vergleich der helikalen Strukturanteile verschiedener Peptide bzw. eines Peptides unter
verschiedenen Messbedingungen wurde die nach Chen et al. berechnete Helizitét
herangezogen (Chen et al. 1972). Die berechneten Helixanteile der ApoE-abgeleiteten

Zweidominen-Peptide gemessen in unterschiedlichen Medien sind in Tabelle 4.1 dargestellt.
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Tabelle 4.1: Helizititen der ApoE-Peptide nach Chen et al. (Chen et al. 1972)

Helizitit (%) in
ApoE-Peptide
Puffer Puffer/TFE (1/1 v/iv) POPC (ci/cp =500)

A2 1 80 13

A2Q 7 80 48

A2T 77 100 100
A2Psp A2P 8 77 38 36

A2P2 16 82 36
A2Msp A2M 5 75 39 25

AD 54 89 63

Die CD-Untersuchungen zeigten, dass das A2-Peptid nur sehr schwach mit Liposomen
interagiert. Das Peptid ist in Puffer durch das Spektrum einer ungeordneten, flexiblen Kette
charakterisiert. Auch in Gegenwart von POPC-SUVs ist das Peptid wenig helikal. Jedoch
bestdtigte die hohe Helizitdt unter strukturinduzierenden Bedingungen (Puffer/TFE 1/1 v/v),
dass die A2-Sequenz iiber ein hohes Helixpotential verfiigt und somit die strukturellen
Voraussetzungen fiir eine LDL-Rezeptor-Bindung erfiillt.

Die Ankniipfung der amphipathischen Q-Helix bzw. der Acylketten P und M an das A2-
Peptid fiihrte zu keiner Anderung der strukturellen Eigenschaften in wissriger Pufferldsung.
In Gegenwart von POPC-SUVs wurde jedoch ein deutlicher Anstieg der Helizitdt beobachtet.
Da Acylketten keinen Beitrag zum CD-Signal liefern, ist an der fiir A2P erreichten Helizitdt
von 36 % erkennbar, dass dieses Peptid eine deutlich hohere Lipidaffinitdt besitzt als A2.

Bei A2T und AD beruhen die bestimmten Helizititen auf Beitrdgen der amphipathischen und
transmembranalen Sequenzen. Der hohe Helixanteil der Peptide in Puffer ist auf die
Ausbildung von Assoziaten zuriickzufiihren, bei der die hydrophoben Sequenzbereiche vom
umgebenden hydrophilen Milieu abgeschirmt werden. In Gegenwart von POPC-SUVs kam es
auch hier zu einer Erhdhung der Helizititen, was mit einer Bindung der Peptide an die
Liposomen interpretiert wird. Dies konnte durch weitere Experimente bestétigt werden.

Auch fiir das A2P2-Peptid wurde die Existenz von Assoziaten im wéssrigen Milieu
beobachtet, was mittels analytischer Ultrazentrifugation und Dynamischer Lichtstreuung
bestitigt werden konnte. A2P2 bildete aufgrund seiner lipidartigen Struktur (2 Acylketten,
hydrophile Peptidsequenz) mizellartige Assoziate, deren Grofle ca. 60 - 70 kDa betrdgt und
die aus 18- 19 Monomeren zusammengesetzt sind. Die in Gegenwart von POPC-SUVs
erhohte die Helizitdt verdeutlicht die Bindung des Peptides an POPC-SUVs. Die erreichte
Helizitét von 36 % entsprach der Strukturierung der sequenzgleichen, monoacylierten Peptide

und gibt den Helixanteil der lipidgebundenen A2-Sequenz wieder.
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Zusammenfassend konnte bestdtigt werden, dass die ApoE-Peptide {iiber ihre lipid-
assoziierenden Sequenzbereiche an POPC-SUVs binden und die Bindung mit der Ausbildung
einer a-helikalen Konformation der A2-Sequenz verbunden ist. Damit erfiillen die ApoE-

Peptide die strukturellen Voraussetzungen fiir eine Bindung an den LDL-Rezeptor.

Untersuchung der membranstorenden Effekte

Voraussetzung fiir die weitere Anwendung der ApoE-Peptid-Liposomen war eine
ausreichende Stabilitét der Komplexe. Oberflachenaktive, amphipathische Peptide kénnen bei
ausreichend hohen Konzentrationen Lipidmembranen permeabilisieren und zerstoren. Die
durch ApoE-Peptide induzierte Liposomenpermeabilisation wurde daher mit einem
Farbstofffreisetzungsversuch an Calcein-beladenen POPC-Liposomen untersucht. Die
erhaltenen Ergebnisse sind als ECso-Werte in Tabelle 4.2 dargestellt und verdeutlichen die
notwendige Konzentration des jeweiligen ApoE-Peptides fiir eine 50 % ige Freisetzung des

Calceins aus POPC-LUVs.

Tabelle 4.2: Permeabilisierung von POPC-LUVs durch ApoE-Peptide (cp =25 pM)

ApoE-Peptide EC50 (MM) CL/CP
A2 0,03 800
A2Q 0,02 1250
A2T 0,04 625
A2Psp A2P 0,02 0,04 1250 625
A2P2 0,04 625
A2Msp A2M 0,01 0,02 2500 1250
AD 0,01 2500

Die ECso-Werte sind vergleichsweise niedrig und sprechen fiir eine hohe membranstdrende
Aktivitit der Peptide. Im Vergleich zu A2 wurde fiir die lipidassoziierenden Doménen Q, T,
M und P kein zusitzlicher destabilisierender Effekt beobachtet. Das heisst, dass die
Rezeptorbindungsdomédne die lytische Aktivitit der Zweidoménen-Peptide dominiert.
Insgesamt war die Aktivitit der Peptide vergleichbar mit der bereits von Datta et al.
beschriebenen AD-Sequenz (Datta et al. 2000). Die ECsp-Werte geben die Konzentration an,
bei der ein messbarer membranstdrender Effekt auftritt. Das bedeutet nicht zwangslaufig, dass
die Integritit der Liposomen dabei verloren geht, vielmehr kann es sich auch um eine
voriibergehende Permeabilisierung handeln, wobei es unter Umstrukturierung der Liposomen

(Fusion, Lyse und Neuformierung) teilweise zum Ausfluss des eingeschlossenen Calceins
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kommt. Dennoch koénnen die ECsy Werte als Stabilititskriterium fiir die ApoE-Peptid-
Liposomen herangezogen werden. Aus dem Verhiltnis der eingesetzten Lipidkonzentration
und den jeweiligen ECso-Werten wurde das Lipid : Peptid-Verhéltnis ermittelt (ci/cp),
welches fiir die Herstellung von ApoE-Peptid-Liposomen nicht deutlich unterschritten werden

sollte, um die Stabilitit der Komplexe zu gewihrleisten.

Untersuchungen zur Integritdt der ApoE-Peptid-Liposomen

Mittels der Dynamischen Lichtstreuung konnte ebenfalls die Integritit der ApoE-Peptid-
Liposomen untersucht werden. Bei Interaktion mit den Zweidomédnen-Peptiden kam es in
Abhéngigkeit der Peptidkonzentration bedingt durch die Peptidinkorporierung zu
Veridnderungen der GroBe von POPC-SUVs. Keine Anderung der GroBenverteilung wurde
bei einem Lipid : Peptid-Verhéltnis von > 500 und nach Inkubation fiir 1 Stunde beobachtet.

Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen

Da ein Grofteil der Zweidominen-Peptide die aromatische Aminosdure Tryptophan (W)
enthielten, waren fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen zur Charakterisierung der
Wechselwirkungen mit Lipidbilayern moglich. Der Nachweis der Bindung der ApoE-Peptide
an POPC-SUVs erfolgte durch die Beobachtung einer Blauverschiebung des Fluoreszenz-
maximums des Tryptophans (Amax: 355 nm — 330 - 340 nm). Zumeist wird bei Bindung an
Liposomen auch eine Zunahme der Fluoreszenzintensititen beobachtet. Tabelle 4.3 zeigt die
Position der Fluoreszenzmaxima und die erreichten Intensititen der Zweidoméanen-Peptide in

wissriger Pufferlosung (TRIS/NaCl pH 7,4) und in Gegenwart von POPC-SUVs.

Tabelle 4.3: Darstellung der Fluoreszenzmaxima (Am.x) und Intensititen (F) der ApoE-
Peptide in Puffer und in Anwesenheit von POPC-SUVs (¢ =2 mM, cp =2 uM, ci/cp = 1000)

Medium Puffer POPC-SUVs
ApoE-Peptide Amax (Nnm) F (a.u.) Amax (nm) F (a.u.)

A2Q 354 64 333 56
A2T 333 110 331 127
A2Psp 350 61 342 110
A2P2 344 32 342 111
A2Msp 353 59 341 102
AD 350 82 336 108
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Die Peptide A2Q, AD sowie A2Msp und A2Psp zeigten ein charakteristisches Fluoreszenz-
maximum fiir ein Tryptophan in polarer Umgebung. In Gegenwart von POPC-SUVs konnte
als Folge der Bindung eine Blauverschiebung der Maxima zu kiirzeren Wellenldngen und, mit
Ausnahme von A2Q, auch eine deutliche Intensitidtserhohung beobachtet werden. Diese
Untersuchungen bestétigten damit die bereits mit der CD-Spektroskopie erzielten Ergebnisse
zur Bindung der ApoE-Peptide an Liposomen. Die Ergebnisse korrelieren mit Befunden zur
Bindung anderer amphipathischer Helizes wie Magainin (Wieprecht et al. 1999), und N-
terminal acylierter Peptide (Joseph und Nagaraj 1995) an neutrale Liposomen. Da im Falle
von A2T und A2P2 eine hohe Eigenassoziation vorlag, bei der das Tryptophan von der
wissrigen Umgebung abgeschirmt war und Fluoreszenzeigenschaften fiir eine apolare

Umgebung zeigte, war der Nachweis der Bindung an Liposomen damit nicht moglich.

Deshalb wurde ein Fluoreszenzloschungs-Assay unter Verwendung des Fluoreszenz-
quenchenden Lipidderivates DiBr-PSPC als eine weitere Methode zum Nachweis der
Bindung der ApoE-Peptide an POPC-SUVs etabliert. Die Loschung der Tryptophan-
Fluoreszenz kann nur erfolgen, wenn sich das Peptid in der Ndhe des DiBr-Lipides befindet,
also in die Bilayer inkorporiert ist. Abbildung 4.3 zeigt, dass alle untersuchten Peptide eine
vergleichbare Abhéngigkeit der Fluoreszenz von der Konzentration an DiBr-PSPC in POPC-

SUVs aufweisen und damit in die Liposomenbilayer inkorporiert sind.
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Abbildung 4.3: DiBr-PSPC-induzierte Loschung der W-Fluoreszenz von
SUV-gebundenen ApoE-Peptiden (cp =2 uM, ¢ =2 mM, Ay — Tab.4.3)
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Neben der erfolgreichen Bindung der ApoE-Peptide an Liposomen war insbesondere auch
deren Positionierung in der Lipidbilayer von Interesse, da zu erwarten war, dass diese die
Interaktion mit dem LDL-Rezeptor beinflussen wird. Mit der Parallax-Methode erfolgte die
Bestimmung der genauen Position des A2P2- und A2T-Peptides in der Bilayer von POPC-
SUVs. Da sich Tryptophan bevorzugt in der Grenzschicht der hydrophilen Kopfgruppe und
lipophilen Acylketten in einer Lipidlayer anlagert, wurde die hochste Quenchungseffizienz
bei Einsatz von Lipidderivaten mit dem Radikal an der Kopfgruppe (TEMPO-DOPC) und in
Position 5 an der Acylkette (Doxyl-5-PSPC) erreicht.
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Abbildung 4.4: Positionierung des A2P2-Peptides in der Bilayer. Z
ist der Abstand des Tryptophans (W) von A2P2 zum Bilayerzentrum.

Der Abstand des Tryptophans des A2P2- und A2T-Peptides vom Bilayerzentrum betrug 14-
14,5 A (Abbildung 4.4) und entspricht damit den aus der Literatur bekannten Daten zur
Lokalisation von Tryptophan in Lipidmembranen (Kachel et al. 1995). Diese Beobachtung
fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass die LDL Rezeptor-Bindungssequenz A2 der ApoE-
Peptide an der Oberfldche der Liposomen exponiert ist und somit fiir die Rezeptorbindung zur
Verfligung stehen sollte, wihrend die Acylketten bzw. die transmembranale Sequenz die

Zweidominen-Peptide in der Liposomenbilayer verankern.

Um Aussagen liber die Stabilitit der Verankerung zu gewinnen, wurde eine fluoreszenz-
spektroskopische Methode zur Erfassung der Umverteilung der Peptide bei Anderung des
Lipid : Peptid-Verhéltnisses angewendet. Dazu wurden zum Zeitpunkt 0 einer ApoE-Peptid-
haltigen POPC/DiBrPSPC-Liposomendispersion unmarkierte POPC-SUVs im Uberschuss
zugegeben und anschlieBend die Tryptophan-Fluoreszenz im Maximum bestimmt. Eine
Zunahme der Fluoreszenzintensitit ldsst auf eine Umverteilung des Peptides von

fluoreszenzldschenden DiBrPSPC-haltigen Vesikeln auf unmarkierte POPC-SUVs schlief3en.
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Abbildung 4.5: Zeitabhingigkeit der Tryptophan-Fluoreszenz von ApoE-
Peptiden in Gegenwart von POPC/DiBrPSPC SUVs (60/40 %mol/mol) u.
nach Zugabe von POPC-SUVs zum Zeitpunkt Null (c /cp = 2000)

Aus Abbildung 4.5 geht hervor, dass es bei Zugabe von POPC-SUVs zu A2Q-Peptid-
Liposomen zu einem sofortigen Anstieg der Fluoreszenzintensitét kam, was darauf hindeutet,
dass durch die amphipathische Helix Q des Peptides keine stabile liposomale Verankerung
erreicht wird. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir das amphipathische, antibakterielle Peptid
Magainin (M2a) gefunden (Wieprecht et al. 1996). Eine starke Umverteilung wurde auch fiir
AD gefunden, allerdings iiber einen wesentlich ldngeren Zeitraum. A2P und A2T waren
deutlich stabiler in der Membran verankert als die amphipathischen lipidbindenden
Sequenzen. Bei dem diacylierten A2P2 kam es innerhalb von 30 Minuten zu keiner
wesentlichen Umverteilung. Diese Versuche wurden bis auf 80 Minuten ausgedehnt, ohne
dass eine deutliche Anderung der Fluoreszenzintensitit zu bemerken war. Aus diesen

Untersuchungen geht hervor, dass dieses Peptid fest in der Liposomenbilayer verankert war.

AbschlieBBend lasst sich zu den durchgefiihrten fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
bemerken, dass alle Zweidoménen-Peptide an POPC-SUVs binden und die von ApoE-
abgeleitete LDL-Rezeptor-Bindungssequenz A2 auf der Liposomenoberfliche lokalisiert und
fiir eine Interaktion mit dem Rezeptor verfiigbar ist. Es gibt jedoch deutliche Unterschiede in
der Stabilitit der Komplexe. Fiir das dipalmitylierte A2P2-Peptid wurden optimale
Eigenschaften zur Herstellung von ApoE-Peptid-Liposomen beobachtet.
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Bestimmung der Lipidaffinitit der ApoE-Peptide

Die Bindung der ApoE-Peptide an liposomale Oberflaichen wurde bereits qualitativ mittels
CD-Spektroskopie und fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen nachgewiesen. Die
Bestimmung der quantitativen Bindungsparameter der ApoE-Peptide an POPC-Liposomen
erfolgte mit der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC). Auf der Grundlage der Bindungs-
konstanten konnten dann die molaren Verhéltnisse fiir eine vollstindige Bindung der
Zweidoménen-Peptide an POPC-Liposomen festgelegt werden, was fiir die Herstellung von

stabilen ApoE-Peptid-Liposomen Voraussetzung war.
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Abbildung 4.6: Titration von POPC-SUVs (¢, = 50 mM) in
A2Q (cp = 0,02 mM), A: Heizleistung zur Kompensation der
auftretenden Warmeténungen, B: Bindungsisotherme
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Abbildung 4.6 A zeigt die Warmetonungen aufeinanderfolgender Injektionen von POPC-
SUV-Aliquoten (¢ = 50 mM) in die A2Q-Peptidlésung (cp = 0,2 mM). In 4.6 B ist die daraus
generierte Bindungsisotherme, die Darstellung der molaren Reaktionswiarme als Funktion des
Lipid : Peptid-Verhiltnisses dargestellt. Die daraus fiir das A2Q-Peptid abgeleitete
hydrophobe Bindungskonstante betrug 15 000 1/M. Fiir die untersuchten ApoE-abgeleiteten
Zweidominen-Peptide ergaben sich die in Tabelle 4.4 dargestellten hydrophoben

Bindungskonstanten.

Tabelle 4.4: hydrophobe Bindungskonstanten von ApoE-abgeleiteten Zweidomanen-Peptiden

ApoE-Peptide A2Q A2P A2P2 A2M AD
Bindungskonstante
Ky (1/M) 15 000 30 000 >1 000 000 30 000 10 000

Die gefundene Abstufung der Lipidaffinititen der ApoE-abgeleiteten Zweidoméanen-Peptide

AD < A2Q < A2M = A2P « A2P2

bestitigte die Ergebnisse vorausgegangener spektroskopischer Untersuchungen. Fiir das A2-
Peptid konnte aufgrund der geringen Affinitit zu lipophilen Oberflichen keine
Bindungskonstante an POPC-SUVs bestimmt werden. Mit der CD-Spektroskopie wurde
zuvor bereits gefunden, dass A2 nicht mit Liposomen interagiert. Aufgrund der
Selbstassoziation von A2T konnte fiir dieses Peptid mit der ITC keine Bindungskonstante
bestimmt werden. Die Affinitdt des Mizellbildners A2P2 gegeniiber POPC-SUVs war sehr
hoch. Das Peptid verhidlt sich aufgrund seines amphiphilen Charakters mit zwei stark
hydrophoben Acylketten und der kationischen A2-Sequenz wie ein Lipid, was die enorm hohe
Lipidaffinitdt im Vergleich zu den monoacylierten Peptiden erkldrt. Die Bedeutung einer
zweiten Acylierung fiir eine hochaffine Bindung und stabile Verankerung von Peptiden in der
Lipidbilayer wurde bereits beschrieben (Schroeder et al. 1997). Fiir A2P2 konnte zudem mit
ITC-Messungen bestitigt werden, dass ab einem 100-fachen UberschuB von POPC alles
Peptid liposomal gebunden war, keine Mizellen vorlagen und die Integritit der Liposomen
gewahrt war. Die ApoE-Peptide mit amphipathischen Helizes A2Q und AD zeigten
vergleichsweise geringe Lipidaffinititen, wie auch fiir das amphipathische Magainin
beschrieben ist (Wieprecht et al. 1999). Fiir eine adsorptive Bindung der Vektorpeptide an
Liposomen scheint also das A2P2-Peptid die besten Voraussetzungen zu haben, da es {iber

eine sehr hohe Affinitit zu POPC-SUVs verfiigt und stabile liposomale Komplexe bildet.
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Zusammenfassende Charakteristik der ApoE-Peptid-Liposomen

Im folgenden Abschnitt werden die wesentlichen Eigenschaften der ApoE-Peptide und ApoE-
Peptid-Liposomen zusammengefasst. Tabelle 4.5 gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten

Kriterien fiir eine stabile adsorptive Bindung der Peptide an Liposomen.

Tabelle 4.5: Charakteristik der ApoE-Peptide in Wechselwirkung mit POPC-SUVs

ApoE-Peptide Helizitit (%) Kp (1/M) Verankerung ECso(uM)

Rezeptorbindungsregion (141-150),

A2 \ 13 n.d. n.d. 0.03
Zweidominen-Peptide fiir adsorptive Bindung an Liposomen

A2Q 48 15 000 gering 0,02
A2T 100 n.d. méiBig 0,04

A2Psp A2P 38 36 30 000 méBig 0,02 0,04
A2P2 36 > 1000 000 stark 0,04

A2Msp  A2M 39 25 30 000 n.d. 0,01 0,02
AD 63 10 000 gering 0,01

(n.d. = nicht bestimmt)

Das Ziel war es, stabile Komplexe aus Zweidomédnen-Peptiden und Liposomen mit einer
helikalen Konformation der Rezeptorbindungssequenz zu generieren. Die Hauptkriterien
waren eine hohe Lipidaffinitit des Peptides, die zu einer stabilen Verankerung in der
Liposomenmembran fiihrt, eine geringe membranstérende Aktivitit und eine bei liposomaler
Bindung induzierte Helizitdt der Peptide. Diese Anforderungen wurden durch das A2P2-
Peptid am besten erfiillt: es wies eine hohe Lipidaffinitdt auf, eine nur geringe Tendenz zur
Umverteilung und einen moderaten membranstdrenden Effekt. Vergleichbare Eigenschaften
wies das A2T-Peptid auf. Beide Peptide zeigten zudem ein hohes Helixpotential und die
Induktion einer a-helikalen Struktur bei Bindung an Liposomen.

Die biophysikalischen Untersuchungen fiihrten zu dem Schluss, dass Komplexe von POPC-
SUVs mit dem diacylierten A2P2-Peptid bzw. mit dem transmembranalen A2T-Peptid die
Stabilitdtskriterien und strukturellen Voraussetzungen fiir die Untersuchungen der LDL-
Rezeptor-vermittelten Aufnahme an Gehirnkapillarendothelzellen erfiillen konnten. Fiir die
weiteren Experimente wurden ApoE-Peptid-Liposomen mit einem Lipid : Peptid-Verhiltnis
von > 500 (mol/mol) eingesetzt. Bei diesem Verhéltnis war zum einen eine ausreichende

Lipidbindung des Peptides als auch eine geniigende Stabilitdt der Liposomen gewéhrleistet.
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4.1.2 Kovalente Bindung der ApoE-Peptide an sterisch stablisierte Liposomen

Fiir die kovalente Peptidkopplung wurden sterisch stabilisierte Liposomen verwendet, wobei
die Kopplung zwischen der terminalen Maleimid-Funktion des Mal-PEG-DPPE-Derivates
und dem thiolreaktiven Peptid unter Ausbildung eines Thioethers erfolgte. Die Anwendung
thiolreaktiver Kopplungsmethoden wurde schon erfolgreich fiir die Herstellung von
liposomalen Konjugaten eingesetzt (Huwyler et al. 1996; Frisch et al. 1996). Abbildung 4.7
zeigt eine schematische Darstellung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen.
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Abbildung 4.7: Schematische Darstellung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen
Charakteristik der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen

Fiir die Herstellung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen wurden SSL-Liposomen mit einer
GroBe von (75 £ 10) nm verwendet (sieche Kapitel 3.3.2). Die GroBe der Liposomen und die
PartikelgroBenverteilung dnderte sich nicht bzw. nur geringfiigig nach erfolgter Kopplung des
ApoE-Peptides, wie mittels DLS-Untersuchungen gezeigt werden konnte.

Durch die Kopplung an das terminale Ende der PEG-Ketten erfolgte eine rdumliche Trennung
des Peptides von der Liposomenoberfliche in einem Abstand von ca. 4 - 5 nm (Woodle et al.
1994). Dadurch wurden eine Interaktion des Peptides mit der Liposomenbilayer und daraus
resultierende membranstérende Effekte (sieche Kapitel 4.1.1), die eine Verdnderung der
Liposomengrofle induzieren konnten, vermieden. Andererseits war damit auch die Induktion
einer a-helikalen Peptidkonformation verringert gegeniiber den ApoE-Peptid-Liposomen mit

adsorptiv gebundenen Zweidoméanen-Peptiden.
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Stabilitdtsuntersuchungen mittels DLS bestitigten, dass die Liposomen ihre Integritét
ausreichend lange bewahrten, was die Anwendung einer Priparation fiir einen Zeitraum von

bis zu 2 Wochen ermdglichte.

Quantifizierung des gebundenen ApoE-Peptides

Nach der Abtrennung des ungebundenen Peptidanteiles von den liposomalen Konjugaten
mittels GroBenausschlusschromatographie konnte der Nachweis der erfolgreichen Kopplung
und die Quantifizierung der gebundenen Peptidmenge erfolgen.

Der qualitative Nachweis der HS-A2-Kopplung an Mal-PEG-PE ergab sich aus der mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie erhaltenen Massenverteilung um 5800 g/mol (Mal-PEG-
PE: 2819,4 g/mol, HS-A2: 3014,6 g/mol) mit der fiir PEG-Ketten charakteristischen Differenz
von 44 Masseneinheiten.

Mittels Tryptophan-Fluoreszenz konnte die Besetzungsdichte der Liposomen mit dem
gebundenen ApoE-Peptid bestimmt werden. Es wurde eine Kopplungseffizienz von ca. 50 %
erreicht, was zu einem Lipid : Peptid-Verhéltnis von 400 fiihrte. Das bedeutet, dass etwa die
Hiélfte der eingesetzten Peptidmenge kovalent gebunden wurde. Unter der Annahme, dass
Liposomen mit einem Durchmesser von 75 nm ca. 50 000 Lipidmolekiile enthalten und sich
die Hélfte davon auf der &uBleren Schicht der Bilayer verteilt, ergab sich bei einem Mal-PEG-
PE-Gehalt von 2,5mol % am Gesamtlipid, dass ca. 100 HS-A2-Molekiile auf der
Liposomenoberfliche lokalisiert waren. Da jedoch eine, wenn auch geringe, Blau-
verschiebung des Fluoreszenzmaximums von Tryptophan von A =355nm (HS-A2 in
wissriger Umgebung) zu A =350 nm fiir das gekoppelte Peptid beobachtet wurde, lésst
diese Beobachtung jedoch nur eine anndhernde Abschitzung der liposomal gebundenen
Peptidmenge zu. Die beobachtete Blauverschiebung des Fluoreszenzmaximums bei Bindung
ist wahrscheinlich auf eine Konformationsianderung des Peptides zurilickzufiihren, bei der das
Tryptophan nur noch iiber eine limitierte Flexibilitdt verfiigt und somit verdnderte
Fluoreszenzeigenschaften zeigt.

Uber die kovalente, thiolreaktive Kopplung konnten also ausreichend stabile ApoE-Peptid-
PEG-Liposomen hergestellt werden, die fiir die weiteren Untersuchungen an Gehirn-

kapillarendothelzellen und zur Untersuchung des Aufnahmemechanismus eingesetzt wurden.
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4.1.3 Zusammenfassung und Bedeutung der Ergebnisse

Es wurde gezeigt, dass sowohl mit adsorptiver als auch mit kovalenter Kopplung der ApoE-
Peptide stabile liposomale Konjugate hergestellt werden konnen. Damit standen zwei
unterschiedliche, umfangreich charakterisierte Systeme von ApoE-Peptid-Liposomen fiir
weitere Untersuchungen zur Internalisierung an Gehirnkapillarendothelzellen zur Verfiigung.
Wie aus der Literatur hervorgeht, wurden bisher hauptséchlich kovalente Kopplungsstrategien
zur Funktionalisierung von Liposomen verwendet (siche Kapitel 1.3.4). Mit der erfolgreichen
Umsetzung des Konzeptes der adsorptiven Peptidbindung {iber lipidbindende Sequenz-
bereiche wurde eine einfache Methode zur Funktionalisierung von Liposomen etabliert.

Der Vorteil der adsorptiven Kopplung liegt in der einfachen Herstellungsweise, die keine
chemische Modifikation der Reaktionspartner erfordert. Nachteilig ist jedoch die limitierte
Stabilitidt dieser Komplexe und die bestehende Gefahr der Desorption des Vektors. Von
Baillie et al. wurden bereits Komplexe aus Lipid-Mikroemulsionen und ApoB-abgeleiteten
Peptiden hergestellt, die in Zellproliferationsstudien LDL-modellierende Eigenschaften
besitzen (Baillie et al. 2002), womit das Konzept der Verwendung von Zweidominen-
Peptiden zur Lipidkopplung und zur Erzielung spezifischer Funktionen bestdtigt wurde.

Fiir die kovalente Kopplung wurde eine bewihrte Strategie verwendet, die auf die speziellen
Anforderungen des ApoE-Peptid-Systems erfolgreich iibertragen werden konnte. Die Thiol-
Maleimido-Kopplungschemie ist bereits mehrfach fiir die Funktionalisierung von Liposomen
eingesetzt worden (Huwyler et al. 1996; Janssen et al. 2003; Frisch et al. 1996) und war
besonders in diesem Fall unkompliziert, da bereits wihrend der Peptidsynthese ein Mercapto-
propionsdurederivat (MPS) an die Peptidkette gekoppelt wurde und keine weitere
Sekundidrmodifikation des Vektors ndtig war. Der Vorteil der kovalenten Bindung ist, dass
Konjugate mit unterschiedlichen Peptidgehalten hergestellt werden kénnen und die Gefahr
der Desorption des Vektorpeptides oder der Destabilisierung der Liposomen nicht besteht.

Die Funktion der ApoE-Peptid-Liposomen hinsichtlich LDL-Rezeptor-Bindung und

Internalisierung war Gegenstand der in den folgenden Kapiteln dargestellten Untersuchungen.
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4.2 Untersuchungen an Gehirnkapillarendothelzellen

4.2.1 LDL-Rezeptor-Expression

Die Expression und Funktion des LDL-Rezeptors an verschiedenen Gehirnkapillar-

endothelzellen wurde iiber die Bindung, Aufnahme und Degradation von '*’I-markiertem

LDL nach der Methode von Goldstein (Goldstein et al. 1983) in Kooperation mit Herrn Dr.

Scharnagl, Universitdtsklinik Freiburg, bestimmt. Es wurden primdre sowie immortalisierte

Ratten-Gehirnkapillarendothelzellen (RBMEC, RBE4) als auch immortalisierte Maus-Gehirn-

kapillarendothelzellen (b.End3) untersucht. Zum Vergleich wurden diese Experimente auch

an primdren humanen Fibroblasten, die als Modellzellen fiir LDL-Rezeptor-Untersuchungen

verwendet werden (Goldstein et al. 1983), als auch an LDL-Rezeptor-defizienten FH-Fibro-

blasten durchgefiihrt (FH - familidre Hypercholesteroldmie) (Goldstein und Brown 1979).
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Abbildung 4.8: Bindung von 125]-markiertem LDL an Gehirnkapillar-
endothelzellen bei stimulierter und normaler LDL-Rezeptor-Expression

Aus Abbildung 4.8 geht hervor, dass die LDL-Rezeptor-Expression bei allen Zellen durch die

Verwendung von Lipoprotein-freiem Serum stimulierbar war. Durch Aufnahme- und

Degradationsexperimente konnte weiterhin bestétigt werden, dass der LDL-Rezeptor in allen
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Zellen funktionell exprimiert wurde. Fiir das Ausmall der LDL-Rezeptor-Expression wurde
folgende Abstufung gefunden: Fibroblasten > RBE4 > b.End3 > RBMEC > FH-Fibroblasten.
Bei RBE4-Zellen entsprach die Expression damit in etwa der von Fibroblasten, wohingegen
die LDL-Rezeptor-Besetzungsdichte auf b.End3 und RBMEC Zellen deutlich geringer war.
Fiir RBE4- und b.End3-Zellen konnte im Rahmen dieser Untersuchungen bestétigt werden,
dass die LDL-Rezeptor-Expression auf Gehirnkapillarendothelzellen deutlich hdoher ist
verglichen mit Endothelzellen groBer Gefille (Aortenendothelzellen) (Dehouck et al. 1994).
Da von Dehouck et al. bereits beschrieben wurde, dass die LDL-Rezeptor-Expression
primdrer Gehirnkapillarendothelzellen durch einen unbekannten, von Astrozyten sezernierten,
l6slichen Faktor hochregulierbar ist, wird die hier gefundene, vergleichsweise geringe
Expression auf RBMEC-Zellen verstandlich. Inwiefern durch eine Co-Kultur der RBMEC-
Zellen mit Astrozyten die Expression gesteigert werden kann, wird derzeit in Kooperation mit
Frau [.Dunay und Herrn Dr. Scharnagl untersucht.

Mit Abschluss dieser Untersuchungen standen eine Reihe von verschiedenen Gehirnkapillar-

endothelzellen mit charakterisiertem LDL-Rezeptor-Expressionsstatus zur Verfiigung.

4.2.2 Toxizitat der ApoE-Peptid-Liposomen

Voraussetzung flir die Internalisierungsuntersuchungen waren Kenntnisse iiber die
zytotoxischen Effekte der ApoE-Peptide und ApoE-Peptid-Liposomen. Da oberfldchenaktive,
amphipathische Peptide aufgrund ihres Vermogens, an Lipidmembranen zu binden,
grundsitzlich auch membranstorende Aktivitdit aufweisen und die Peptide zudem stark
kationisch geladen sind, waren zytotoxische Effekte der ApoE-Peptide sehr wahrscheinlich.
Deshalb wurden MTT-Tests an den verschiedenen Gehirnkapillarendothelzellen mit ApoE-
Peptiden als auch mit ApoE-Peptid-Liposomen durchgefiihrt. Grundsitzlich bestanden

zwischen den verschiedenen Zelllinien nur geringe Unterschiede im toxischen Effekt.

ApoE-Peptide

Abbildung 4.9 zeigt die Ergebnisse der Toxizitdtsuntersuchungen fiir die ApoE-Peptide an
RBE4-Zellen. Die ApoE-Peptide wirkten im unteren mikromolaren Konzentrationsbereich
toxisch, wobei die ECso-Werte (effektive Konzentration bei 50 % Zellvitalitit, d.h. Uberleben

der Zellen) aller Peptide im Bereich von 5 - 20 uM lagen. Die lipidassoziierenden Doménen
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Q, T, P und der Fluoreszenzmarker Fluos hatten keinen nennenswerten Einflul auf die
Toxizitdt des A2-Peptides, was darauf hindeutet, dass der Hauptanteil des zytotoxischen
Effektes durch die kationische Rezeptorbindungsdomédne von ApoE (A2) verursacht wird.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die Zelllinie b.End3 erhalten, was darauf hindeutet,

dass der toxische Effekt der ApoE-Peptide zellunspezifisch ist.
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Abbildung 4.9: Zytotoxizitit von ApoE-Peptiden an RBE4-Zellen nach
30 Minuten Inkubation bei 37 °C in Serum-freiem Medium

Liposomen mit adsorptiv gebundenen ApoE-Peptiden

Der toxische Effekt der Komplexe aus ApoE-abgeleiteten Zweidoménen-Peptiden und POPC-
SUVs wurde an b.End3-Zellen untersucht. Die erzielten Ergebnisse unterschieden sich nicht
von denen, die fiir die ApoE-Peptide erhalten wurde (siche Abbildung 4.9). POPC-SUVs
selbst wiesen keinen zytotoxischen Effekt auf. Diese Ergebnisse bestdtigten damit die
Erwartungen, dass die ApoE-Peptide aufgrund ihrer Amphipathie und aufgrund der starken
kationischen Ladung mit der Zellmembran interagieren und zytotoxisch wirken konnen.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnte fiir die weiteren Untersuchungen an
Gehirnkapillarendothelzellen eine Maximalkonzentration von Cpepig =2 pM fiir eine 30-
miniitige Inkubation festgelegt werden, bei deren Einhaltung eine Zellvitalitit von mindestens

80 % gewidhrleistet ist.
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ApoE-Peptid-PEG-Liposomen

Die Toxizitdt der PEG-Liposomen mit und ohne kovalent gebundenem HS-A2 Peptid wurde
an RBMEC- und an RBE4-Zellen untersucht. Ebenso wurde das unkonjugierte HS-A2 Peptid
untersucht, welches fiir die kovalente Bindung an die Maleimid-Funktion der PEG-Ketten
verwendet wurde. Dessen Toxizitdt unterschied sich kaum von der des A2-Peptides. Wie aus

Abbildung 4.10 ersichtlich ist, erhohte die Peptidkopplung die Toxizitdt der PEG-Liposomen.
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Abbildung 4.10: Zytotoxizitidt von PEG-Liposomen an RBMEC-Zellen
nach 1 h bei 37 °C in Serum-freiem Medium, kleine Abb: HS-A2-Peptid

Unter der Annahme, dass durch die kovalente Kopplung von HS-A2 an PEG-Liposomen die
toxischen Eigenschaften des Peptides nicht wesentlich beeinflusst werden, liefern die obigen
Ergebnisse eine Bestéitigung fiir die in Kapitel 4.1 getroffenen quantitativen Aussagen zur
Kopplungseffizienz. Die bei einer Lipidkonzentration von cripig =2 mM ermittelte Peptid-
bedingte Reduktion der Zellvitalitit auf 85 % entspricht dem Effekt einer HS-A2
Konzentration von Cpepig = 5 pM und damit einem Lipid : Peptid Verhiltnis von ci/cp = 400.
Das wiederum entspricht dem Verhéltnis von Lipid zu gebundenem Peptid, das bei einem
Kopplungsansatz von ci/cp = 200 und einer Kopplungseftizienz von 50 % realisiert wurde.

Fiir weitere Untersuchungen der Interaktion der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen mit Zellen
wurde eine maximale Konjugatkonzentration von Cripiq=0,5mM (Cpepia = 1,25 pM)

verwendet werden, um eine mindestens 80 % ige Zellvitalitit zu gewahrleisten.
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4.2.3 Internalisierung der ApoE-Peptid-Liposomen

Die Untersuchungen zur Internalisierung der Liposomen mit sowohl adsorptiv als auch
kovalent gebundenen ApoE-Peptiden wurden an verschiedenen Gehirnkapillarendothelzellen
mittels der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) durchgefiihrt. Diese Methode
ermOglicht die intrazellulire Detektion von Fluorophoren, erlaubt jedoch keine
Quantifizierung der Internalisierung. Es wurden sowohl Fluoreszenz-markierte Peptide
(Fluoreszein) als auch Liposomen (Rhodamin) verwendet. Die Aufnahmeuntersuchungen
wurden bei 37 °C und auch bei 4 °C durchgefiihrt, um Aussagen iiber den Mechanismus der

Internalisierung zu erhalten.

Liposomen mit adsorptiv gebundenen ApoE-Peptiden

Die Internalisierung von Rhodamin-markierten POPC-Liposomen mit und ohne adsorptiv
gebundenen ApoE-abgeleiteten Zweidomédnen-Peptiden wurde an b.End3-Zellen mittels
CLSM mikroskopisch untersucht.

Wie im Kapital 4.1 dargestellt, wurden vorab die Bedingungen fiir eine stabile Adsorption der
Zweidominen-Peptide auf der Liposomenoberfliche gekliart, wobei Komplexe aus dem
dipalmitylierten A2P2-Peptid und POPC-SUVs die besten Voraussetzungen zeigten. Fiir die
CLSM-Untersuchungen wurden A2P2-POPC-SUVs mit einem Lipid : Peptid-Verhéltnis von
500 verwendet. Auf der Grundlage der Toxizitdtsuntersuchungen wurde eine maximale
Peptidkonzentration von cpepia = 2 UM festgelegt, um toxische Effekte zu minimieren.
Abbildung 4.11 zeigt CLSM-Aufnahmen nach Inkubation der b.End3-Zellen mit A2P2-
POPC-SUVs und Blank-POPC-SUVs. A2P2-POPC-SUVs wurden in b.End3-Zellen vesikulér
internalisiert, wohingegen Peptid-freie Blank-POPC-SUVs keine Interaktion mit den Zellen
zeigten. Im Zellkern wurde keine Fluoreszenz detektiert. Im Anschluss daran durchgefiihrte
Trypanblau-Féarbungen bestitigten jeweils die Intaktheit der Zellmembran. Die Aufnahme war
also nicht durch einen toxischen Effekt bedingt.

Die Internalisierung der Rhodamin-markierten Liposomen wurde durch das ApoE-Peptid
A2P2 vermittelt. Das Vorhandensein fluoreszierender, vesikuldrer Strukturen im Zellinneren
lasst auf einen endozytotischen Aufnahmeprozess schliessen, was durch die fehlende

intrazelluldre Fluoreszenz bei Internalisierungsexperimenten bei 4 °C bekriftigt wurde.
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Abbildung 4.11: Internalisierung von A2P2- u. Blank-POPC-SUVs in b.End3-
Zellen nach 30 min bei 37 °C (Crnoa = 0,05 UM, Cripia = 1 mM, Cpepiia = 2 UM)
A-1) A2P2-POPC-SUV, A-2) A2P2-POPC-SUV + Trypanblau-Féarbung

B-1) Blank-POPC-SUV, B-2) Blank-POPC-SUV + Trypanblau-Farbung

Liposomen mit kovalent gebundenem ApoE-Peptid (ApoE-Peptid-PEG-Liposomen)

Die Internalisierung von Rhodamin-markierten ApoE-Peptid-PEG-Liposomen und Blank-
PEG-Liposomen wurde an b.End3- und RBMEC-Zellen untersucht. Auch hier wurde die in
den Toxizitdtsuntersuchungen festgelegte Maximalkonzentration der ApoE-Peptid-PEG-
Liposomen beriicksichtigt, um eine ausreichende Zellvitalitdit zu gewihrleisten. Durch
Trypanblau-Farbungen im Anschluss eines jeden Experimentes wurde die Intaktheit der
Zellmembranen der untersuchten Zellen bestatigt.

Abbildung 4.12 zeigt CLSM-Aufnahmen nach 30-miniitiger Inkubation der Zellen mit ApoE-
Peptid- und Blank-PEG-Liposomen. Die Rhodamin-markierten ApoE-Peptid-PEG-
Liposomen waren nach der Inkubation bei 37 °C diskontinuierlich verteilt und als vesikuldre
Strukturen intrazelluldr sichtbar (A1, B1). Die fehlende intrazellulire Fluoreszenz bei
Inkubation mit Blank-PEG-Liposomen (A2, B2) zeigte, dass die Internalisierung durch das
kovalent an die Liposomenoberfldche gebundene ApoE-Peptid HS-A2 vermittelt wurde.
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Die fehlende Aufnahme bei 4 °C und die beobachtete intrazelluldre, vesikulire Verteilung der
Fluoreszenz deuteten auch hier auf einen endozytotischen Aufnahmeprozess der ApoE-

Peptid-PEG-Liposomen hin.

Abbildung 4.12: Inkubation von A) b.End3-Zellen und B) RBMEC-Zellen mit
1) ApoE-Peptid-PEG-Liposomen und 2) Blank-PEG-Liposomen
(30 min, CRhod = 1 ],LM, CLipid = 0,1 II]M, 37 OC)

Inwieweit die Liposomen intakt internalisiert wurden, was eine Bestdtigung des bereits
vermuteten  endozytotischen  Aufnahmeweges wire, wurde durch Fluoreszenz-
Doppelmarkierung (Thole et al. 2002; Higashi und Sunamoto 1995) der PEG-Liposomen
untersucht. Dazu wurden die Liposomen, neben dem Rhodamin-Phospholipid als
Membranmarker (Rhod-PE), zusitzlich mit dem in das Vesikelinnere eingeschlossene 5(6)-
Carboxyfluoreszein versehen (ccp=0,1 mM) und anschlieBend die Aufnahmeexperimente
durchgefiihrt. Abbildung 4.13 zeigt die Internalisierung der Fluoreszenz-doppelmarkierten
ApoE-Peptid-PEG-Liposomen in RBMEC-Zellen. Eine Co-Lokalisation beider Fluorophore
(griin: 5(6)-Carboxyfluoreszein, rot: Rhodamin, gelb: Uberlagerung beider Fluorophore) im
gleichen Zellbereich spricht fiir die Internalisierung intakter Liposomen, was in Abbildung

4.13 an verschiedenen Stellen zu beobachten ist.
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Abbildung 4.13: Internalisierung von Fluoreszenz-doppelmarkierten ApoE-
Peptid-PEG-Liposomen in RBMEC-Zellen (30 min ,ciipig = 0,1 mM, 37 °C),
A) 5(6)-Carboxyfluoreszein-Scan, B) Rhodamin-Scan, C) Durchlicht-Scan,
D) Uberlagerung von A - C
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Abbildung 4.14: Rhodamin- und 5(6)-Carboxyfluoreszein-Fluoreszenzintensititen entlang einer
Projektionsachse durch Abbildung 4.13 D
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Die Darstellung der Fluoreszenzintensititen entlang einer Projektionsachse durch eine Zelle
in Abbildung 4.14 verdeutlicht die Co-Lokalisation der beiden Fluorophore. Die Fluoreszenz-
intensitdten in Position 10 pm der Projektionsachse markieren ein endozytiertes Vesikel, was
intakte Liposomen enthilt.

Die stark fluoreszierende Kontur der Zelle in Abbildung 4.14 zeigt die Adsorption der
Liposomen an der Zellmembran, was den initialen Schritt einer endozytotischen Aufnahme
darstellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die intrazelluldre Lokalisation der Fluoreszenz-
farbstoffe nur nach einem bestimmten Inkubationszeitraum (30 Minuten) betrachtet. Fiir das
Verstindnis des zeitlichen Ablaufes der endozytotischen Internalisierung mit anschlieBender
lysosomaler Degradation wére die Durchfiihrung von kinetischen Untersuchungen notwendig.
Die Vitalitit der Zellen wurden nach jedem Experiment mit Trypanblau-Farbungen tiberpriift.
Dabei bestétigte sich, dass toxische Effekte nicht fiir die intrazelluldre Lokalisation der
Liposomen verantwortlich sind. Abschlieend lédsst sich sagen, dass die ApoE-Peptid-PEG-
Liposomen zumindest teilweise intakt in Gehirnkapillarendothelzellen internalisiert wurden,
wobei die Aufnahme durch das kovalent an der Liposomenoberfliche gebundene ApoE-

Peptid vermittelt wurde.

ApoE-Peptide

Inwieweit die ApoE-Peptide nicht nur die Internalisierung von Liposomen vermitteln, sondern
auch selbst zelluldr aufgenommen werden, wurde mit den Fluoreszein-markierten ApoE-
Peptiden fA2 und fA2T an verschiedenen Gehirnkapillarendothelzellen untersucht. Auch hier
wurde die in den Toxizititsuntersuchungen festgelegte Maximalkonzentration der ApoE-
Peptide beriicksichtigt. Durch Trypanblau-Farbungen im Anschluss eines jeden Experimentes
wurde die Integritit der Zellmembran und damit die Vitalitit der Zellen untersucht.

Abbildung 4.15 zeigt die Aufnahme von fA2 in RBE4-Zellen nach 30 Minuten Inkubation bei
37 °C. Es ist deutlich zu erkennen, dass das fA2 Peptid in RBE4-Zellen internalisiert wurde.
Die intrazellulire Fluoreszenz ist vesikuldr wverteilt, was auf eine Aufnahme in
Endozytosevesikel hinweist. Im Zellkern wurde keine Fluoreszenz detektiert. Dass ein
toxischer Effekt fiir die Internalisierung verantwortlich war, konnte durch Trypanblau-

Féarbung ausgeschlossen werden. Abbildung 4.15 C zeigt die Integritéit der Zellmembran.
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Abbildung 4.15: Aufnahme nach Inkubation von RBE4-Zellen mit fA2-Peptid
(30 min, Cpepiig = 0,1 uM, 37 ‘jC), A) Fluoreszein-Scan, B) Durchlicht-Scan,
C) Trypanblau-Farbung, D) Uberlagerung von A - C

Bei der Durchfiihrung der Internalisierungsuntersuchungen bei 4 °C war keine intrazelluldre
Fluoreszein-Fluoreszenz detektierbar. Eine Internalisierung des fA2-Peptides fand also nicht
statt. Das Peptid scheint daher mit dem selben Energie-abhingigen, endozytotischen
Aufnahmemechanismus internalisiert zu werden, der auch fiir die ApoE-Peptid-Liposomen
gefunden wurde.

Die Internalisierungsexperimente mit dem Fluoreszein-markierten fA2T-Peptid wurden an
b.End3-Zellen wiederholt und fiihrten zu den gleichen Ergebnissen. Abbildung 4.16 A zeigt
die Internalisierung des fA2T-Peptides nach 30-miniitiger Inkubation bei 37 °C. Auch hier
wurde eine vesikuldre Verteilung der intrazelluldren Fluoreszenz beobachtet. Anschlieende
Trypanblau-Féarbungen bestitigten die Vitalitit der untersuchten Zellen. Ebenso wurde bei
4 °C keine Aufnahme des fA2T-Peptides beobachtet. Das fA2T-Peptid verfiigt zwar {iber eine
stark hydrophobe transmembranale Doméne, welche die Bildung von Assoziaten fordert
(siehe Kapitel 4.1.1), wird aber offenbar ebenso effizient internalisiert wie das fA2-Peptid

ohne lipidbindende Doméne.
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Abbildung 4.16: Aufnahme nach Inkubation von b.End3-Zellen mit fA2T-Peptid
(30 min, Cpepiia = 2 uM, 37 °C), A) Uberlagerung Fluoreszein- u. Durchlicht-Scan,
B) Uberlagerung Fluoreszein-Scan und Trypanblau-Férbung

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass sowohl die Fluoreszenz-markierten
ApoE-Peptide als auch ApoE-Peptid-Liposomen in Gehirnkapillarendothelzellen internalisiert
wurden, ohne dass es zu einer toxischen Schiadigung der Zellmembranen kam. Aufgrund der
mikroskopisch sichtbaren Existenz von endozytotischen Vesikeln und der fehlenden
Internalisierung bei 4 °C handelte es sich offenbar um einen endozytotischen

Aufnahmeprozess.
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4.2.4 Zusammenfassung und Bedeutung der Ergebnisse

Mit den in diesem Kapitel vorgestellten Untersuchung zur LDL-Rezeptor-Expression auf
verschiedenen Gehirnkapillarendothelzellen und den Toxizitdtsstudien von ApoE-Peptiden
und ApoE-Peptid-Liposomen wurden die Randbedingungen fiir die Internalisierungs-
experimente geklart. Mit den CLSM-Untersuchungen wurde gezeigt, dass ApoE-Peptid-
Liposomen und auch freie ApoE-Peptide in Gehirnkapillarendothelzellen aufgenommen
werden.

Voraussetzung fiir die LDL-Rezeptor-Erkennung und LDL-Rezeptor-vermittelte zelluldre
Aufnahme der Liposomen war die Lokalisation der kationischen ApoE-abgeleiteten LDL-
Rezeptor-Bindungssequenz A2 auf der Liposomenoberfliche. Die CLSM-Untersuchungen
zeigten, dass die Internalisierung nicht durch eine Stérung der Membranintegritit bedingt ist,
die Fluoreszenz vesikuldr im Zytoplasma verteilt ist und bei 4 °C keine Aufnahme stattfindet.
Auf der Basis dieser Ergebnisse wurde ein endozytotischer Internalisierungsprozess fiir die
ApoE-Peptid-Liposomen vermutet.

Unter Beriicksichtigung der stark variierenden LDL-Rezeptor-Expression der verschiedenen
Gehirnkapillarendothelzellen und der gleichzeitig beobachteten effizienten, jedoch Zelltyp-
unabhingigen Internalisierung der ApoE-Peptide und ApoE-Peptid-Liposomen, lag die
Schlussfolgerung nahe, dass die beobachtete Internalisierung nicht ausschlieBlich LDL-
Rezeptor-vermittelt sein kann.

Dass Peptide die zelluldre Internalisierung von Liposomen auf verschiedenen Transportwegen
vermitteln konnen, wurde bereits fiir das zellpenetrierende Tat-Peptid (Torchilin et al. 2001)
und fiir das RGD-Peptid, ein Ligand eines Integrin-Rezeptors (Janssen et al. 2003), gezeigt.
So wird fiir die Klasse der zellpenetrierenden Peptide neben der Membrantranslokation ohne
Beteiligung endozytotischer Prozesse auch eine Involvierung des Heparansulfat-
Proteoglykangeriistes diskutiert (Belting 2003; Fuchs und Raines 2004). Da die ApoE-
abgeleiteten Peptide aufgrund ihrer kationischen Ladung eine wesentliche Eigenschaft mit
den zellpenetrierenden Peptiden gemein haben, wurde bereits an dieser Stelle vermutet, dass
dhnliche Transportmechanismen eine Rolle spielen konnen, wie sie fiir zellpenetrierende
Peptide diskutiert werden. Inwieweit daher der LDL-Rezeptor an der Internalisierung von
ApoE-Peptiden und ApoE-Peptid-Liposomen beteiligt ist und welche anderen Mechanismen
von Bedeutung sind, war die zentrale Fragestellung weiterer Untersuchungen. Die Ergebnisse

dazu werden im folgenden Kapitel dargestellt.
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4.3 Charakterisierung des Internalisierungsmechanismus

Die Untersuchung des Internalisierungsmechanismus erfolgte an humanen primiren
Fibroblastenzellen (BaGl3) als umfangreich charakterisierte Modellzellen fiir LDL-Rezeptor

Bindungs- und Internalisierungsuntersuchungen (Goldstein et al. 1983).

4.3.1 Untersuchung der LDL-Rezeptor-Bindung

Die Wechselwirkung der ApoE-Peptide mit dem LDL-Rezeptor wurde in Kompetition mit
'I.LDL untersucht. Abbildung 4.17 zeigt die Bindung des A2-Peptides an den LDL-

Rezeptor im Vergleich zum natiirlichen Liganden, dem humanen LDL.
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Abbildung 4.17: Bindung von A2 und LDL an den LDL-Rezeptor bei
Anwesenheit von 2 pg/ml '*’I-LDL nach 4 Stunden Inkubation bei 4 °C

Neben dem A2-Peptid wurde auch Rezeptorbindungsaktivitit fiir das Zweidoménen-Peptid
A2Q nachgewiesen. Die notwendigen Konzentrationen fiir eine 50 % Verdringung des '*I-
LDL (ICsp-Werte) sind fiir A2 und A2Q in Tabelle 4.6 angegeben. Die ICso-Werte der beiden
Peptide liegen im unteren mikromolaren Bereich und waren daher etwa um Faktor 1000

grofer als der vom LDL, was in Ubereinstimmung mit der fiir das Tandemdimer der Sequenz
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(141-155); publizierten Rezeptoraffinitit ist (Dyer und Curtiss 1991). Der fiir humanes LDL
erhaltene I1Cso-Wert von 5,2nM entspricht der von Innerarity etal. bestimmten

Dissoziationskonstante von Kp = 2,8 nM (Innerarity et al. 1986).

Tabelle 4.6: ICsp-Werte zur Verdrangung von 125_LDL

Kompetitor ICsp
humanes LDL 52nM 0.9
A2 1,2uM 0,3
A2Q 1,8 uM £ 0,3
A2 + POPC (cr/cp = 500) 1,2 uM £ 0,2
A2Q + POPC (cr/cp = 500) 1,1 uM £ 0,3

Die Bindung des A2Q-Peptides an POPC-SUVs erhohte geringfiigig die Affinitdt zum LDL-
Rezeptor (Tabelle 4.6). Dieser Effekt ldsst sich durch eine Zunahme der Peptid-Helizitdt bei
Bindung an liposomale Oberfldchen erkldren, wie zuvor fiir dieses Peptid beobachtet wurde
(Kapitel 4.1). Damit kommt es zu einer Stabilisierung der rezeptoraktiven Konformation, was
wiederum die Affinitdt zum Rezeptor erhoht (Mims et al. 1994). Obwohl der Effekt hier nur
schwach ausgeprégt beobachtet wurde, bestitigt dieses Ergebnis den theoretischen Ansatz zur
adsorptiven Peptidkopplung. Keine Zunahme der Affinitdit wurde fiir das A2-Peptid
beobachtet, welches aufgrund der fehlenden lipidbindenden Doméne nur eine schwache
Bindung und damit eine geringe Strukturierung an POPC-SUVs zeigt. Die Bestimmung der
LDL-Rezeptor-Affinitit der Zweidoménen-Peptide mit stark hydrophoben Molekiilbereichen
(A2P, A2M, A2P2 und A2T) und der ApoE-PEG-Liposomen war nicht moglich, da es zu
einer Interaktion zwischen den Peptiden bzw. liposomalen Konjugaten und dem '*’I-LDL
kam. Diese duBerte sich in einer verstirkten unspezifischen Membranakkumulation von '*°I-
LDL. Die Interaktion des AD-Peptides mit dem LDL und die resultierende verstirkte
Internalisierung der AD-Peptid-LDL-Komplexe ist bereits beschrieben (Datta et al. 2000;
Datta et al. 2001) und wurde sogar hinsichtlich der Behandlung von Hypercholesteroldmie
untersucht (Dyer et al. 1995; Garber et al. 2003; Ramprasad et al. 2002). Allerdings ist dieser
Effekt auf einen LDL-Rezeptor-unabhingigen, Heparansulfat-Proteoglykan (HSPQG)-
vermittelten Aufnahmeprozess zuriickzufiihren.

Die Bindung der ApoE-Peptide an den LDL-Rezeptor war die Voraussetzung fiir eine LDL-
Rezeptor-vermittelte Endozytose der liposomalen Konjugate. Inwiefern die niedrigen
Rezeptoraffinititen der ApoE-Peptide einen solchen Transportweg ermoglichen, wurde in

weiteren Experimenten zur LDL-Rezeptor-spezifischen Internalisierung untersucht.
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4.3.2 Untersuchungen zur LDL-Rezeptor-spezifischen Internalisierung

Es wurde ein Bindungs- und Aufnahmeassay etabliert, der auf der Detektion membran-
assoziierter bzw. internalisierter Rhodamin-markierter Liposomen basierte. In einem ersten
Experiment war die LDL-Rezeptor-Expression entweder hochreguliert bzw. entsprach dem
Normalzustand. In einem weiteren Experiment wurde der LDL-Rezeptor durch einen IgG-
LDL-Rezeptorfragment-Antikorper (Simmons et al. 1997) blockiert und anschlieend das
Bindungs- bzw. Aufnahmeexperiment mit ApoE-Peptid-PEG-Liposomen und Blank-PEG-

Liposomen durchgefiihrt.
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Abbildung 4.18: Bindung von PEG-Liposomen an BaGl3-Zellen (¢, = 50 uM), A) mit hochregulierter
bzw. normaler LDL-Rezeptor-Expression, B) mit oder ohne Antikorper

Die Bindung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen war konzentrationsabhingig, jedoch
unabhédngig von der LDL-Rezeptor-Expression (Abbildung 4.18 A). Die Regulation der LDL-
Rezeptor-Expression ist sehr effizient (Innerarity et al. 1986), was in einem Bindungs-

: . 125
experiment mit

I-LDL zur Abkldrung der experimentellen Bedingungen bestétigt wurde.
Bei Zellen mit erhdhter LDL-Rezeptor-Expression wurde 25-mal mehr '*I-LDL gebunden im
Vergleich zu Zellen mit normalem Expressionslevel. Auch die Blockade des LDL Rezeptors
mit dem Antikorper beeinflusste die Bindung von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen nicht
(Abbildung 4.18 B). Blank-PEG-Liposomen ohne ApoE-Peptid zeigten keine Membran-
bindung (Abbildung 4.18 B). Vergleichbare Fluoreszenzmuster wurden fiir die Aufnahme-
untersuchungen gefunden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der LDL-Rezeptor nicht an
der Internalisierung von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen in BaGl3-Zellen beteiligt ist. Die

Internalisierung war zwar durch das ApoE-Peptid vermittelt, offenbar wurde aber ein LDL-

Rezeptor-unabhingiger Translokationsweg aktiviert.
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4.3.3 Untersuchungen zum Translokationsmechanismus

Welche Membrankomponenten bei der Internalisierung von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen
eine Rolle spielten, war Gegenstand weiterer Untersuchungen. Aus der Literatur war bekannt,
dass die bei der Interaktion des AD-Peptides mit LDL-Partikeln entstehenden Komplexe im
wesentlichen iiber eine Heparansulfat-Proteoglykan-vermittelte Endozytose internalisiert
werden (Datta et al. 2001). Das HSPG-Geriist besteht aus in der Membran verankerten
Kernproteinen, deren polyanionische Heparansulfat-Seitenketten eine starke negative
Ladungsdichte auf der Zellmembran bedingen (Yanagishita und Hascall 1992). Dadurch
vermag es eine Reihe von physiologischen Liganden iiber elektrostatische Wechselwirkungen
zu binden. Das HSPG erfiillt zum einen Prisentationsfunktion, in dem es die Liganden den
jeweiligen Rezeptoren in einer rezeptoraktiven Konformation présentiert, und zum anderen
kann es deren zellulire Aufnahme durch adsorptive Endozytose vermitteln (Belting 2003).
Inwieweit das HSPG fiir die Internalisierung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen von
Bedeutung ist, wurde hier untersucht. Nach Behandlung mit Heparinase I, einem Enzym, das
die 1,4-D-glykosidische Bindung der Heparansulfat-Seitenketten spaltet und damit das HSPG
partiell von der Zelloberfldche entfernt (Linhardt 1999), wurde eine deutliche Reduktion der

Bindung und Aufnahme von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen in Fibroblasten beobachtet.
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Abbildung 4.19: Bindung von Blank- und ApoE-Peptid-PEG-Liposomen
(cLipia = 100 uM) an Heparinase I-vorbehandelte BaGl3-Zellen
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Abbildung 4.19 zeigt, dass mit ansteigender Heparinase I-Konzentration weniger ApoE-
Peptid-PEG-Liposomen an die Zellmembran gebunden werden. Durch die Entfernung der
anionischen Heparansulfat-Seitenketten wird dem kationischen ApoE-Peptid die Mdglichkeit
genommen, iiber elektrostatische Wechselwirkungen an die Zellmembran zu binden. Ebenso
kommt es zu einer deutlichen Verminderung der Internalisierung. Abbildung 4.20 zeigt die
50 % ige Reduktion der Aufnahme von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen bei einer Lipid-

konzentration von cpipig = 100 pM.
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Abbildung 4.20: Internalisierung von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen in
BaGl3-Zellen mit und ohne Vorbehandlung mit 5 units/ml Heparinase I

Diese Ergebnisse verdeutlichen die Beteiligung des HSPG an der Bindung und
Internalisierung von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen. Da Heparinase I das HSPG jedoch nur
partiell bzw. erst in sehr hohen Konzentrationen vollstdndig entfernt (Linhardt 1999), konnte
trotz Heparinase-Behandlung zum Teil noch Internalisierung der ApoE-Peptid-PEG-
Liposomen beobachtet werden.

Um die Rolle des HSPGs durch weitere Ergebnisse zu untermauern, wurden die Aufnahme-
und Bindungsexperimente in Anwesenheit von dem polykationischen Poly-L-Lysin als
Kompetitor zu kationischen HSPG-Liganden und in Anwesenheit von Heparin als

strukturgleichem Kompetitor zum HSPG durchgefiihrt.
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Abbildung 4.21: Internalisierung von Blank- und Apo-Peptid-PEG-Liposomen (Criyiq = 100 pM) in
BaGl3-Zellen, A) mit Poly-L-Lysin als Kompetitor, B) mit Heparin als Kompetitor

Wie aus den Abbildungen 4.21 A und 4.21 B hervorgeht, ist die Internalisierung der ApoE-
Peptid-PEG-Liposomen bereits durch geringe Konzentrationen der Kompetitoren Heparin
bzw. PLL fast vollstindig blockiert. Bindungsuntersuchungen bei 4 °C zeigten die
vollstindige Blockade der Membranbindung der Liposomen. Auch diese Ergebnisse
bestitigen die Beteiligung des HSPG an der Membranbindung und Internalisierung von
ApoE-Peptid-PEG-Liposomen in BaGl3-Zellen.

Apolipoprotein E  besitzt mehrere Heparin-Bindungsstellen, unter anderem eine im
Sequenzbereich AS 142 bis 147. Die Koinzidenz mit der LDL-Rezeptor-Bindungsregion im
Sequenzbereich AS 140 bis 160 (Weisgraber et al. 1986; Cardin et al. 1986) legt eine
Wechselwirkung mit den Heparansulfat-Seitenketten des strukturdhnlichen HSPGs nahe. Dass
die von Murdoch etal. gefundene LDL-Rezeptor-dhnliche, Cystein-reiche Sequenz des
Perlecans, eines Kernproteins des HSPGs, flir die Interaktion mit den ApoE-Peptiden
verantwortlich sein kénnte (Murdoch et al. 1992), ist eher unwahrscheinlich, da die LDL-
Rezeptor-Affinititen der Peptide vergleichsweise gering waren.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die ApoE-Peptid-vermittelte Internalisierung ergibt sich
aus der strukturellen Ahnlichkeit der stark kationischen ApoE-Peptide mit der Klasse der
zellpenetrierenden Peptide, deren Internalisierungsmechanismus noch nicht vollstindig
aufgeklart ist. Neben einer Interaktion mit dem schon erwédhnten HSPG, beschrieben z.B. fiir
das HIV-1 Tat-Protein (Tyagi et al. 2001) und fiir ein Nonaarginin-Peptid (Fuchs und Raines
2004), werden auch Energie-unabhingige Prozesse fiir die Internalisierung derartiger Peptide
verantwortlich gemacht (Scheller et al. 1999; Vives et al. 1997). So ist fiir ein Peptid aus der
Proteintransduktionsdoméine des HIV-1 Tat-Proteins beschrieben, dass es die intrazelluldre
Aufnahme von Liposomen auch bei niedrigen Temperaturen und in Anwesenheit

metabolischer Inhibitoren vermittelt (Torchilin et al. 2001).
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Um zu untersuchen, ob Energie-unabhingige Translokationsprozesse bei der Internalisierung
von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen beteiligt sind, wurden Aufnahmeexperimente unter
Energiedepletions-Bedingungen durchgefiihrt. Die Anwesenheit von Natriumazid und 2-
Deoxyglucose fiihrt zu einer Mangelversorgung der Zellen mit ATP und unterbindet damit
jegliche Energie-abhingige, endozytotische Prozesse (Schmid und Carter 1990). Eine deutlich
reduzierte Internalisierung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen wurde unter Energiemangel-
Bedingungen beobachtet (Abbildung 4.22). Die nur auf ein Drittel reduzierte Aufnahme ist
auf eine unvollstindige Energiedepletion zuriickzufiihren. Offenbar spielen also Energie-
abhingige Prozesse die entscheidende Rolle bei der Internalisierung von ApoE-Peptid-PEG-

Liposomen.
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Abbildung 4.22: Internalisierung von Blank- und ApoE-PEG-Liposomen
(cLipia = 100 uM) in BaGI3-Zellen unter Energiedepletions-Bedingungen

Da zusitzlich keine mikroskopisch detektierbare Aufnahme der ApoE-Peptid-PEG-
Liposomen bei 4 °C beobachtet wurde (Kapitel 4.2), erscheint eine Energie-unabhidngige
Internalisierung der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen sehr unwahrscheinlich. Diese Befunde
unterstiitzten die Erkldrung, dass ApoE-Peptid-PEG-Liposomen iiber einen HSPG-

vermittelten, endozytotischen Aufnahmeweg in BaGl3-Zellen internalisiert wurden.
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4.3.4 Zusammenfassung und Bedeutung der Ergebnisse

Obwohl fiir das aus der LDL-Rezeptor-Bindungsdomine von ApoE abgeleitete A2-Peptid
Bindung an den LDL-Rezeptor nachgewiesen werden konnte, erfolgte die Internalisierung
von ApoE-Peptid-PEG-Liposomen zwar Peptid-vermittelt, aber LDL-Rezeptor-unabhéingig.
Als eine an Bindung und Internalisierung beteiligte Membrankomponente konnte das
Heparansulfat-Proteoglykan-Geriist identifiziert werden, welches iiber elektrostatische
Wechselwirkungen die kationische ApoE-Peptid-PEG-Liposomen bindet und einen Energie-
und Temperatur-abhéngigen Aufnahmeprozess vermittelt.

Das primire Ziel dieser Untersuchungen war es, zu testen, inwieweit auf der Oberfliche von
Liposomen lokalisierte ApoE-abgeleitete Peptide eine LDL-Rezeptor-vermittelte zelluldre
Aufnahme als méglichen Transportweg iiber die Blut-Hirn-Schranke induzieren kénnen. Um
eine LDL-Rezeptor-spezifische Translokation von liposomalen Wirkstofftragern an der BHS
zu erreichen, ist es notig, einen geeigneten, hochaffinen Vektor zu nutzen, der moglichst eine
hohere Rezeptoraffinitdt aufweist als der natiirliche Ligand. Grundsétzlich erfiillen ApoE-
haltige Lipoproteine diese Bedingung, da sie eine 20- bis 25-fach hohere Rezeptoraffinitit
und damit eine geringere Plasma-Halbwertszeit besitzen als ApoB-haltige LDL-Partikel
(Mahley et al. 1984).

Dass ApoE-abgeleitete Peptide an den LDL-Rezeptor binden, war bereits bekannt (Dyer et al.
1995) und konnte fiir das A2-Peptid in dieser Arbeit bestitigt werden. Jedoch war die
Rezeptoraffinitit zu gering, um eine LDL-Rezeptor-abhingige Internalisierung der ApoE-
Peptid-PEG-Liposomen zu induzieren. Mogliche Ursachen dafiir sind in der zu geringen
Besetzungsdichte der Liposomen und in der unzureichenden Konformation des A2-Peptides
zu finden.

Weisgraber zeigte, dass 4 oder mehr ApoE-Molekiile pro Liposom vorhanden sein miissen,
um LDL als natiirlichen Liganden vom LDL-Rezeptor zu verdringen (Weisgraber 1994). Der
Grund fiir die erhohte LDL-Rezeptor-Affinitét dieser artifiziellen Lipoproteine ist eine Multi-
Rezeptorinteraktion. Je grofer also die Beladungsdichte der Liposomen mit ApoE-Peptiden
ist, desto hoher sollte auch die LDL-Rezeptor-Bindungsaffinitit sein.

Mit der von Dyer et al. untersuchten ApoE-abgeleiteten Rezeptorbindungssequenz 141-155
wurde gefunden (Dyer und Curtiss 1991), dass das lineare Tandemtrimer (141-155); eine
deutlich hohere Rezeptoraffinitit besitzt als das entsprechende Dimer bzw. Monomer. Dieser
Effekt ist wahrscheinlich auf die durch Sequenzverlingerung erzielte Stabilisierung der o—

helikalen, rezeptoraktiven Konformation zuriickzufiihren. Es ist zu erwarten, dass mit der
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Erhohung der Anzahl der ApoE-Peptide pro Liposom und mit einer Sequenzverlingerung
bzw. Steigerung des Multimerisierungsgrades der ApoE-Peptide eine verbesserte
Rezeptoraffinitit der ApoE-Peptid-Liposomen erzielt werden kann.

Daneben stellt auch die Grofe der Liposomen einen kritischen Parameter dar. Die
LiposomengroBBe hat einen entscheidenden Einfluss auf die Konformation des
Apolipoproteins und damit wiederum auf die Rezeptoraffinitit. Es wurde berichtet, dass LDL-
Partikel mit einem Durchmesser von 23 nm, im Vergleich unterschiedlich grofer Partikel,
maximale Rezeptorbindung zeigen (Galeano et al. 1994). Im Falle der hier verwendeten ca.
70 nm groBen ApoE-Peptid-PEG-Liposomen kommt hinzu, dass das A2-Peptid an das
terminale Ende der PEG-Kette gekniipft ist und damit eine Separierung sowohl von der
Trageroberfliche als auch von anderen A2-Peptiden erfolgt, was die Rezeptoraffinitit
zusitzlich negativ beeinflussen kann (Torchilin et al. 2001).

Das A2-Peptid ist jedoch so auf der Liposomenoberfliche exponiert, dass eine Interaktion mit
dem HSPG stattfindet und eine endozytotische Aufnahme der ApoE-Peptid-PEG-Liposomen
vermittelt wird.

HSPG-vermittelte Translokationsprozesse sind auch an der Blut-Hirn-Schranke von
Bedeutung. Dies wurde bereits fiir den Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) (Deguchi et al.
2002) und kationisiertes Albumin gezeigt (Kang und Pardridge 1994; Kumagai et al. 1987;
Pardridge et al. 1990b). Kationische Peptide aus der Klasse der ,,zellpenetrierenden Peptide®,
wie z.B. das Tat-Peptid (Schwarze et al. 1999) und das Syn B-Peptid (Rousselle et al. 2001;
Rousselle et al. 2000; Rousselle et al. 2002; Drin et al. 2002) sind in der Lage, den Transport
eines Cargos iiber die BHS zu vermitteln. Eine Beteiligung des HSPG an der zelluldren
Aufnahme des Tat-Proteins (Tyagi et al. 2001) und der aus der Tat-Protein-
transduktionsdoméne abgeleiteten Peptide (Console et al. 2003) wurde bereits nachgewiesen
und ist auch fiir den Transport {iber die BHS sehr wahrscheinlich. Diese Ergebnisse zeigen,
dass trotz eines fehlenden selektiven Translokationsweges der Transport iiber die BHS
verbessert werden kann. Das generelle Problem ist jedoch, dass das HSPG ubiquitir auf
nahezu jeder Sdugertierzellmembran vorkommt (Belting 2003). So ist zwar die BHS-Passage
erhoht aber gleichzeitig auch die Aufnahme in periphere Organe. Grundsitzlich unterscheidet
sich zwar das HSPG-Geriist sowohl in der Zusammensetzung und Sulfatierung der
Heparansulfat-Seitenketten als auch in den Kernproteinen zwischen unterschiedlichen
Zelltypen und Geweben (Kolset und Salmivirta 1999). Inwieweit diese Tatsache jedoch fiir

ein gezieltes Targeting potentieller Wirkstofftriger verwendbar ist, bleibt noch zu kléren.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Lokalisation des A2-Peptides auf der Oberfliche
von Liposomen nicht ausreichend genug scheint, um eine LDL-Rezeptor-spezifische
Internalisierung auszuldsen. Die untersuchten ApoE-Peptid-PEG-Liposomen sind aufgrund
der geringen Rezeptoraffinitit des A2-Peptides fiir ein Targeting des LDL-Rezeptors
ungeeignet, sprechen aber einen anderen, sehr effizienten HSPG-vermittelten
Internalisierungsweg an.

Dass neben dem HSPG noch andere Transportmechanismen bei der Internalisierung der
ApoE-Peptide bzw. ApoE-Peptid-Liposomen von Bedeutung sind, kann hier nicht
ausgeschlossen werden. Erst kiirzlichen beschrieben Croy et al. die hochaffine Interaktion des
Tandemdimerpeptides (141-155), mit dem LDL-Rezeptor-assoziierten Protein (LRP1) (Croy
et al. 2004). Des weiteren ist aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der ApoE-Peptide mit
Peptiden aus der Klasse der ,,zellpenetrierenden Peptide® eine Beteiligung von Transport-

prozessen, die fiir diese Peptide diskutiert werden, sehr wahrscheinlich.



