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1. Einleitung

Selektine sind eine Gruppe von kohlenhydratbindenden Adhasionsmolekilen, die im
Prozel3 einer akuten oder chronischen Entziindung entscheidend zur Adhé&sion der Leukozyten
am vaskularen Endothel und zu deren chemotaktischen Emigration in das entziindete Gewebe
beitragen. Dabei initieren die Selektine eine komplexe Kaskade von Adhasionsereignissen,
indem sie flieBende Leukozyten aus dem kapillaren Blutstrom durch Vermittlung einer
rollenden Verlangsamung entlang der Gefaldwand lokal konzentrieren. Aufbauend auf diesem
Prozel3 kbnnen dann andere Adhasionsmolekiile die feste Bindung der Leukozyten und deren
Emigration in das Gewebe steuern.

Durch diese initiale Rolle in der zellularen Immunabwehr von Entziindungsereignissen
wurden die Selektine mit ihrer strukturellen und funktionellen Aufklarung in den 90er Jahren
zu einer ausgesprochen attraktiven Zielstruktur fur die pharmazeutische Forschung. Sehr
aussichtsreich erscheint dabei die Vorstellung, durch eine Modulation oder Blockierung der
Selektinbindungen an einem sehr frihen und kausalen Punkt auf pathologische
Entzindungsprozesse wie der rheumatoiden Arthritis oder der myocardialen Ischamie Einflu3
nehmen zu kénnen. Zu diesem Zweck jedoch mussen die molekularen Bindursgdefien
der Selektine aufgeklart und charakterisiert werden. Erschwerend wirkt dabei, daf3 Selektine
als kohlenhydratbindende Proteine (Lektine) in Analogie zu anderen Rezeptoren dieser Klasse
ihre glykosidischen Bindungsepitope mit nur geringer Affinitat binden, und dariber hinaus
die Struktur-Wirkungs-Beziehungen der natirlichen Selektinliganden noch nicht vollstandig
verstanden werden. Zusatzlich mufd bertcksichtigt werden, dall die Selektine ihre
physiologische Bindungsfunktion beim Zellrollen unter dynamischen FluRbedingungen
entfalten. Da eine solche Zellrollvermittlung eine einmalige Sonderform einer Zell-Zell-
Wechselwirkung darstellt, ist die molekular mechanistische Aufklarung dieses Prozesses auch
aus biophysikalischer Sicht von grol3em Interesse und fur das Verstdndnis der Selektin-
Ligand-Bindungen essentiell.

Aufgrund der Komplexitat der bei der Leukozytenadhasion stattfindenden
Bindungsereignisse bedarf die molekulare Aufklarung der Selektinbindungseigenschaften
einer abstrahierenden Vereinfachung in einem Modell.

In der vorliegenden Arbeit wird eine Modellanordnung vorgestellt, in der das
selektinvermittelte Zellrollen unter den simulierten ScherfluZbedingungen des kapillaren
Blutstromes simuliert und mikroskopisch verfolgt werden kann. Zur Fokussierung auf die
Bindungseigenschaften der Selektine befindet sich darin eine Kohlenhydratligand-haltige
(Glykolipideinbau) Modellmembran, die als kinstliche Endotheloberflache unter
Entzindungsbedingungen fungiert, an der Selektin-haltige Zellen adharieren oder entlang
rollen. Durch freie Variierbarkeit dieser Modellmembran (Ligandstruktur und —konzentration
sowie laterale Ligandenverteilung innerhalb der Membranmatrix-Lipide) konnten die
molekularen Bindungseigenschaften der Selektine erfal3t und die strukturellen
Voraussetzungen der Liganden zur Rollvermittlung beschrieben werden. Durch diese Befunde
konnten essentielle funktionelle Aspekte der natlrlichen Selektinliganden postuliert werden.

Auf der Grundlage dieser molekular-mechanistischen Untersuchungen wurde die
Modellanordnung genutzt, um eine Reihe von glykosidischen Verbindungen auf ihre
Selektin-inhibierende, und damit potentiell antiinflammatorische Wirksamkeit unter den
dynamischen FluRbedingungen zu testen. Die untersuchten Selektininhibitoren leiteten sich
dabei durch Strukturvereinfachung von dem natirlichen Bindungsepitop Sialyl {eatis
Mit den gewonnenen Erkenntnissen Uber die inhibitorische Wirksamkeit konnten in Hinblick
auf eine Struktur-Wirkungs-Beziehung strukturelle Empfehlungen fir weitere inhibitorische
Substanzen abgeleitet werden.

Ein vollig neuartiger Aspekt des pharmazeutischen Interesses an den Selektinen leitet
sich aus der Tatsache ab, dal3 die vaskularen Selektine in ihrer Exprimierung durch die



Endothelzellen unmittelbar raumlich und auch zeitlich an das Entzindungsgeschehen
gekoppelt sind. Damit bieten sie hervorragende Voraussetzungen fur ihre Nutzung als
Targetstrukturen fir Arzneimittelvehikel, die man somit gezielt zum entziindeten Gewebe
transportieren konnte. Daraus konnten vollig neuartige Impulse fir eine antiinflammatorische
Therapie resultieren.

In der vorgestellten Arbeit wird dieses neuartige Prinzip getestet, indem Selektin-
gerichtete Immunoliposomen (anti-E-Selektin-Antikorper-gekoppelte Liposomen) als Drug
Targeting Vehikel préapariert und auf ihre Targetierungseigenschaften untersucht werden.
Dafur wurden in dieser Arbeit verschiedene Methoden der Antikdrperkopplung an Liposomen
wertend verglichen und eine neuartige Kopplungsmethode konzipiert. In Hinblick auf eine
perspektivische in vivo-Anwendung solcher Immunoliposomen wurden diese auf ihre
Immunogenitat bei wiederholter Applizierung in Ratten untersucht.

Die Targetierungsstudien wurden unter in vitro-Bedingungen mit isolierten humanen
Endothelzellen unter statischen sowie auch unter den simulierten Scherflu3bedingungen des
kapillaren Blutstromes durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, daf3 die Selektin-
gerichteten Immunoliposomen eine spezifische Akkumulation an den aktivierten
(entztindungsspezifischen) Endothelzellen aufweisen. Aufbauend auf diesem erfolgreichen
Targetierungsprinzip ergeben sich vielfaltige Herausforderungen fir dessen therapeutische
Ausnutzung. Stellvertretend hierfir werden in der Arbeit Prinzipien der gezielten
Wirkstofffreisetzung aus den Liposomen nach Targetbindung am Endothel vorgestellt sowie
Art und Ausmalf einer Liposomeninternalisierung durch die Endothelzellen verdeutlicht.



2. Theoretischer Tell

2.1. Selektine und ihre Rolle im Entziindungsgeschehen

2.1.1. Die Adhasionskaskade der Leukozyten im Prozel3 der Entziindung

Beim Auftreten lokaler Entztindungen chronischen oder akuten Ursprungs invadieren
Phagozytose-befahigte Leukozyten zur Vermittlung ihrer zellularen Immunabwehrfunktion
aus dem Blutstrom in das betroffene Gewebe. Diese Extravasation findet als ein
hochregulativer Prozel3 hauptsachlich in den Kkleinsten vendsen Blutgefal3en, den
postkapillaren Venolen statt. Voraussetzung fur die Extravasation der Leukozyten ist deren
rezeptorvermittelte Adhasion an der GefalRwand, welche durch die ineinandergreifenden
Bindungsschritte als Adh&sionskaskadedichnet wird [1].

Eingeleitet wird dieser Prozel3 durch die Freisetzung verschiedener
Entzindungsmediatoren wie z.B. Histamin oder Thrombin in dem betroffenen Gewebe. Diese
bewirken die typischen Entzindungssymptome, die sich auch durch Vasodilatation und
Exsudation verlangsamend auf die Blutflul3charakteristik im Entzindungsgebiet auswirken.
Weiterhin vermitteln insbesondere freigesetzte Zytokine wie z.B. IL-1 oderdl N&3 die
Endothelzellen spezifische Adhasionsrezeptoren ausbilden, die somit die Endothelzellen in
einen ,pro-adhéasiven Zustand“ versetzen. Die Adhasionskaskade der Leukozyten wird
daraufhin durch erste transiente Kontakte der flieR3enden Zellen im kapillaren Blutstrom (ca. 2
mm/s) mit den Endothelzellen eingeleitet. Diese initiale Kontaktaufnahme, bei der die
Bindungsereignisse durch Abschnitte noch freier Zellstromung unterbrochen werden, wird als
Tethering bezeichnet. Aufbauend auf dem Tethering erhoht sich die Anzahl schwachaffiner
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen, was im Scherstrom der Gefal3e zu einer rollenden
Bewegung und Verlangsamung der Leukozyten (ca. 20 um/s) entlang des Gefaliendothels
fuhrt. Obwohl das Phdnomen der Leukozytenakkumulation und Rollbewegung am Endothel
im Entzindungsgebiet bereits vor Uber 100 Jahren mittels intravitalmikroskopischer
Untersuchungen erkannt wurde [2], konnte erst zu Beginn der 90er Jahre durch die
Entdeckung und Clonierung der Rezeptoren der Selektinfamilie die molekulare Grundlage
dieser Prozesse vollstandig aufgeklart werden. Selektine sind Kohlenhydrat-bindende
Membranproteine, die entsprechend ihres Ursprungs in L-(Leukozyten), E-(Endothel) und P-
Selektin (Plattchen und Endothel) eingeteilt werden. Durch die transiente und schwach affine
Bindung ihrer korrespondierenden Liganden vermitteln sie das Leukozytentethering und
Rollen. Die dadurch lokal konzentrierten Leukozyten kdnnen nun ihrerseits durch endothelial-
freigesetzte Mediatoren wie z.B. Chemokine oder den plattchenaggregierenden Faktor (PAF)
in einen aktivierten Zustand gebracht werden [3,4]. Als Ergebnis dieser Aktivierung
exprimieren die Leukozyten Rezeptoren der Integrinfamilie, die dann durch Bindung ihrer
korrespondierenden Liganden aus der Immunglobulin-Superfamilie die nachfolgende feste
Adhasion der Leukozyten am Endothel und deren Emigration durch interzellulare
Zwischenraume in das entztindete Gewebe vermitteln.



Initialer Kontakt
Tethering und Rollen Feste Adhasion Emigration
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Abb.1: Schematische Darstellung der Adhasionskaskade der Leukozyten unter Entziindungsbedingungen

Integrine sind langgestreckte, heterodimere Adhasionsrezeptoren, die aus-aindr
einer3-Untereinheit bestehen. Strukturell werden die Integrine entsprechen-Kedte in
acht verschiedene Gruppen eingeteilt. Auch funktionell werden damit solche Integrine
voneinander unterschieden, die entweder Zell-Zell-Wechselwirkungen oder Zell-Matrix-
Bindungen vermitteln. FUr die aktivierten Leukozyten sif@-Integrine spezifisch
(CD11/CD18-Komplexe). Dabei unterscheidet man CD11a/CD18,;(aLymphocyte
Function associated Antigen-1 LFA-1), welches mit einem Basislevel auf allen Leukozyten
vorhanden ist, von CD11b/CD18\&; Mac-1), das in Granulozyten und Monozyten unter
Aktivierung aus Speichergranula freigesetzt wird. Ferner ist auch das Integrin CD11c/CD18
(gp150,95) auf Monozyten und Granulozyten aktivierbar [5]. Die wichtigsten Liganden des
LFA-1 und Mac-1 sind die Intercellular Adhesion Molecules (ICAM) auf den Endothelzellen,
die als ICAM-2 (CD102) und ICAM-3 (CD 50) konstitutiv vorhanden sind oder wie ICAM-1
(CD54) durch Zytokine in ihrer Expression aktiviert werden [6-9]. Die feste
integrinvermittelte Bindung der Leukozyten am Endothel flihrt zu einer Abflachung der
Leukozyten, wobei die resultierende VergroRerung der Kontaktflache wiederum
bindungsverstarkend wirkt. Ein direkter Signaltransduktionsmechanismus von den Selektinen
auf die Integrine ist anzunehmen, dieser konnte bisher jedoch nicht mechanistisch geklart
werden.

Der sich anschlieende Prozeld der Leukozytenextravasation durch die Endothelzell-
Zwischenraume wird wiederum durch Integrin-Ligand-Wechselwirkungen gesteuert [10]. Die
interzellularen Kontakte zwischen den Endothelzellen werden durch homogene Bindung von
Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecules (PECAM-1, CD 31) gehalten, die ebenfalls zur
Ig-SF gehoéren [11,12]. Durch Bindung der leukozytaren Integrine an diese Rezeptoren
werden die homogenen PECAM-1 Verbindungen geldst, wobei die Leukozyten nunmehr in
die resultierenden interzellularen Zwischenraume eindringen konnen. Der Prozel3 der
Leukozytenmigration wird durch verschiedene Signaltransduktionsmisaten der Integrine
gesteuert. Die Integrinbindung bei der festen Adh&sion der Leukozyten verursacht in den
Endothelzellen strukturelle und molekulare Verdnderungen des Zytoskeletts (outside-in
signalling). So konnte gezeigt werden, dal3 eine Aktivierung verschiedener endothelialer
Adhasionsmolekiile durch Bindung zu einer Umorientierung und Polarisation des Zytoskeletts
fuhrt, die dann durch Ausbildung sogenannter stress-fiber eine Formveranderung der Zellen



und damit die Offnung interzellularer Lucken forciert [13]. Alternativ zu den beschriebenen
Mechanismen wurde auch eine CD18-unabhéngige Leukozytenextravasation unter in vivo-
Bedingungen beschrieben. Dabei soll leukozytares PECAM-1 durch homotypische Bindung
an den interzellularen Zwischenrdumen die Migration verwirklichen [14].

Obwohl diese komplexen und ineinandergreifenden Adhasionsprozesse des Tethering
und Rollens sowie der festen Adh&sion und Migration als essentielle Immunreaktion
hauptsachlich an Neutrophilen untersucht und aufgeklart wurden, sind sie prinzipiell auf alle
Leukozyten Ubertragbar. Zusatzlich zu den beschriebenen Teilschritten konnen in
ausgewahlten Leukozyten (Lymphozyten, nicht in Neutrophiel)ntegrine teilweise eine
Art Rollfunktion erfillen und somit als Bricke zwischen den Selektinen und@en
Integrinen fungieren. [15].

Der funktionelle Ausfall von Einzelschritten dieser Kaskade kann dementsprechend zu
einer Storung des Gesamtprozesses der Leukozytenextravasation fiilhren. Dies verdeutlicht
eindrucksvoll die essentielle Rolle der Selektine bei der Initiierung der Immunantwort bei
Entzindungsreaktionen. In einer Vielzahl von in vitro-Untersuchungen (Selektin-Blockade
durch z.B. Antikdrper) oder in vivo-Studien (Selektin-defiziente Mause) konnte bewiesen
werden, dal3 ohne die Selektinwirkung zum initialen Tethering und Rollen der Leukozyten im
Entzindungsgebiet die nachfolgende feste Adhasion nur inadaquat stattfinden kann [fur
Ubersicht 16]. Ausdruck hierfiir ist ebenfalls das Krankheitsbild des Leukocyte Adhesion
Deficiency Syndrom-2 (LAD-2), bei dem durch eine Mutation im Kohlenhydratstoffwechsel
keine funktionsfahigen Selektinliganden produziert werden kdnnen. Diese Patienten leiden
trotz einer hohen Anzahl von Leukozyten im Blut durch die eingeschréankte Selektinfunktion
an dauerhaften bakteriellen Infektionen [17]. In gleicher Weise unterstreicht das LAD-1
Syndrom die Bedeutung depB-2 Integrine fir den Gesamtprozel3, da bei diesem
Krankheitsbild durch die fehlende Expression d&r2 Ketten der Integrine keine
Extravasation stattfindet, was zu den gleichen Krankheitssymptornerj1g].

Da die Selektine im Gegensatz zu den ubiquitar vorkommenden Integrinen
ausschliel3lich am Prozel3 der entziindungsbedingten Leukozyten-Endothel-Wechselwirkung
beteiligt sind und mit der Initilerung der Adhasionskaskade eine Schlisselstellung einnehmen,
standen sie bereits kurz nach ihrer Entdeckung zu Beginn der 90er Jahre im Mittelpunkt
vielfaltiger  wissenschatftlicher  Forschungen zur molekularen  Aufklarung der
Entzindungsreaktionen und zur Auffindung neuartiger Angriffspunkte fir eine
antiinflammatorische Therapie.

2.1.2. Selektine und ihre korrespondierenden Liganden

2.1.2.1. Struktur und Exprimierung der Selektine

Selektine sind langgestreckte, membrangebundene Glykoproteine. Die drei Vertreter
dieser Adhasionsrezeptorfamilie E-, P- und L-Selektin (CD 62-E, -P, -L) weisen eine
homologe Grundstruktur aus funf unterschiedlichen Doméanen auf (Abb. 2). Der C-terminale
zytoplasmatische Rest der Selektine ist gemessen an den Gesamtmolekilen mit 17
Aminosauren (AS) beim L-Selektin und 32 bzw. 35 AS bei E- und P-Selektin sehr Klein,
wobei ihm durch Verbindung zum Zytoskelett eine noch unvolistdndig geklarte Rolle bei der
Signaltransduktion zukommt. Daran schlief3t sich eine einzelne transmembranare Domane an.
Die Ausdehnung des extrazellularen Bereiches wird hauptsachlich durch eine, bei den
einzelnen Selektinen unterschiedliche Anzahl sogenannter short consensus repeats (SCR)
gebildet. Wahrend humanes L-Selektin mit nur 2 SCR die kleinste Selektinstruktur darstellt,
verleinen 6 bzw. 9 SCR bei humanem E- bzw. P-Selektin diesen Proteinen eine deutlich
ausgedehntere Struktur. Dartberhinaus sind interindividuelle Unterschiede in der Zahl der
SCR beschrieben. So weist P-Selektin aus Maus, Ratte oder Schaf nur 8 SCR und Rinder P-



Selektin nur 6 SCR auf. Auch ist die Anzahl der SCR bei E-Selektin in anderen Spezies
geringer [19]. Die eigentliche Funktion dieser sich wiederholenden, aus jeweils ca. 60 AS
bestehenden Elemente ist aber bisher unbekannt.

Einer, aus ca. 35-40 AS bestehenden, dem epidermalen Wachstumsfaktor gleichenden
Domane (EGF) folgt letztendlich im N-terminalen Bereich die eigentliche Lektin-
Bindungsdoméane. Die Lektin-Doméne besteht aus ca. 120 AS und weist innerhalb der drei
Selektine eine ca. 65-prozentige Sequenzhomologie auf [20]. Verschiedene Struktur- und
Sequenzvergleiche wiesen auch auf groRe Ahnlichkeiten mit anderen Lektinen, z.B. dem
Mannose-bindenden Protein hin [21,22] und verdeutlichten deren gemeinsame Natur als
Kalzium-abhangige (C-Typ) Lektine. Die EGF- und Lektin-Domane des E-Selektins wurden
rontgenografisch mit einer 2 A-Aufldsung raumlich aufgeklart [23]. Die Lektindoméne bildet
eine globulare Struktur mit einer flachen und oberflachlichen Bindungstasche fir den
Zuckerliganden. Diese Ergebnisse korrelieren ebenfalls mit der aus der AS-Sequenz
ermittelten raumlichen Struktur dieser Bereiche [24]. Der EGF-Doméne wird auch eine aktive
Rolle im Bindungsprozel3 zugesprochen, indem sie eine raumliche Beeinflussung auf die
Lektin-Doméne ausiben s¢i5-27].

Endothelzelle Leukozyt

GlyCAM-1

CD 34 —> .‘c>c>c> L-Selektin
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ca. 50 nm _
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Selektime hrer korresponidrenden Liganden

EGF-Doméne

Trotz dieser strukturellen Homologien unterscheiden sich die drei Selektine in ihrer
Aktivierung und Expression, was ihnen unterschiedliche Teilaufgaben im Prozel3 des
Leukozytentethering und —rollens zuordnet.

L-Selektin ist konstitutiv auf fast allen Leukozyten-Subtypen vorhanden. Neben der
beschriebenen Leukozyten- insbesondere Neutrophilenadhasion unter
Entzindungsbedingungen ist das L-Selektin als einziges Selektin auch an der Rezirkulation
von Lymphozyten aus speziellen ventésen Gefal3en in das Lymphsystem beteiligt. In dieser
Rolle, dem sogenannten lymphocyte homing, wurde es bereits 1983 beschrieben [28]. Spater
stellte man fest, daf} dieser Prozeld Kohlenhydrat-abhangig [29] und mit Mannose-6-Phosphat
haltigen Polysacchariden inhibierbar ist [30]. Mit der Clonierung des L-Selektins 1989 [31]



wurden Parallelen zu den daraufhin entdeckten anderen Selektinen und deren Funktion als
Rollrezeptoren unter Entzindungsbedingungen offenkundig [32].

L-Selektin ist auf den Spitzen der Microvilli der Neutrophilen, Monozyten oder
Lymphozyten lokalisiert, woraus trotz der relativ kleinen Molekulstruktur eine gute
Zuganglichkeit im Bindungsprozel3 resultiert [33,34]. Nach Aktivierung der Leukozyten wird
L-Selektin innerhalb weniger Minuten proteolytisch von der Zelloberflache abgespalten
(Shedding). Die Spaltung wird vermutlich durch eine Metalloprotease an einer definierten und
membrannahen Stelle durchgefuhrt [35]. Eine laterale Clusterung des L-Selektins im
Bindungsprozel3 wird ebenfalls als auslésender Faktor flr das Shedding beschrieben [36]. Der
postulierte EinfluR des L-Selektin-Sheddings als mechanistische Ursache fur das Zellrollen
soll spater diskutiert werden.

E-Selektin, welches erstmals von Bevilacqua et al. 1989 charakterisiert wurde, wird von
Endothelzellen nach Aktivierung mit Zytokinen, insbesondere IL-1 und dNfger mit
Lipopolysacchariden exprimiert [37]. Da die Aktivierung des E-Selektins auf
Transkriptionsebene Uber eine de-novo Synthese erfolgt, erreicht die E-Selektin-
Konzentration erst nach ca. 4 Stunden ihr Maximum und geht nach ca. 16-24 Stunden auf das
Ausgangsniveau zurtick [38]. Die Expression des Gens fur das E-Selektin wird insbesondere
durch den TranskriptionsfaktakB (NFkB) gesteuert [39]. Da dessen Aktivierung uber
reaktive Sauerstoffspezies erfolgt, die im Normalzustand der Zelle durch eine Balance mit
Radikalfangern unterdrickt werden [40], wird deutlich, dalR die Wirkung oxidativer
Strel3faktoren auf die Zelle zu einer verstarkten Exprimierung vBal&ktin fihrt.

E-Selektin wird nach Aktivierung teilweise proteolytisch abgespalten bzw.
endozytotisch von der Zelloberflache entfernt und im Lysosom abgebaut.

P-Selektin ist in funktionsfahiger Form in Speichergranula der Zellen (Weibel-Palade-
bodies der Endothelzellen undGranula der Thrombozyten) vorhanden, aus denen es nach
Stimulation der Zellen mit Mediatoren wie Histamin, Thrombin oder Phorbolester innerhalb
von 10 Minuten an die Zelloberflache gelangt [41]. Neben dieser Sofortreaktion wird P-
Selektin auch nach Zellaktivierung mit Zytokinen oder Lipopolysacchariden (LPS) durch
Aktivierung der Transkription neu synthetisiert [42]. Nach Exprimierung des Selektins an der
Zelloberflache wird es innerhalb von 30 bis 60 Minuten wieder durch Endozytose (mittels
clathrin coated pits) entfernt und, reguliert durch komplexe Signalmechanismen des
zytoplasmatischen Restes, entweder in die Speicher zuriick utberfihrt oder im Lysosom
abgebaut [43].

Die Induktion der Selektinexpression durch unterschiedliche Entziindungsmediatoren
steuert somit Dauer und Intensitdt des Leukozytenrollens und ordnet gleichzeitig den
einzelnen Selektinen unterschiedliche Funktionen innerhalb des Rollprozesses zu. Wahrend
das raumlich exponierte P-Selektin mit seiner langgestreckten Struktur in Kombination mit L-
Selektin in der Frihphase der Entziindung das Zellrollen vermittelt, ist das E-Selektin durch
seine spatere Exprimierung und seine langsamere Bindungskinetik fiir die Uberleitung zur
festen Adhasion der Leukozyten verantwortlich. Diese Befunde konnten in einer Vielzahl von
Modelluntersuchungen in vitro oder mit selektindefizienten (knock out-) M&usen in vivo
gewonnen werden.

2.1.2.2. Selektinliganden

Im Gegensatz zu allen anderen Adh&sionsrezeptoren vermitteln Selektine ihre
Bindungsfunktion durch die Erkennung von Kohlenhydratliganden. Von den beschriebenen
Selektinen wurden bisher nur einzelne hochaffine Liganden charakterisiert. Prinzipiell sind
dies mucindhnliche Glykoproteine. Als Mucine bezeichnet man langgestreckte und sehr
hydrophile Glykoproteine, an deren serin- bzw. threoninreichen Peptidgrundgertsten eine
Vielzahl von Kohlenhydratseitenketten als die eigentlichen Bindungsepitope O-glykosidisch



verknupft sind. So kdnnen bei einzelnen Mucinen Kohlenhydratanteile von bis zu 75%
auftreten.

Als Bindungsepitope der Selektine spielen fucosylierte Laktosaminoglykane eine
entscheidende Rolle, denn bereits vor der strukturellen Aufklarung physiologischer
Selektinliganden stellte man fest, dal3 alle Selektine eine gewisse Bindungsaffinitat zu der
Blutgruppen-Determinante Lewfis bzw eine hohere Affinitat zu deren Sialinsaure-
gekoppelten Form Sialyl Lewisaufweisen [44-47]. In gleicher Weise wie Sialyl Letvimit
seiner speziellen Verknupfung von N-Acetyllaktosamin mit Fucose und Sialinsédure
(NeuSAm?2,3GaB1,4[Fua1,3]GIcNAc-O-R) weist auch sein Positionsisomer Sialyl L&wis
(NeuSA®2,3Gapl,3[Fuml,4]GIcNAc-O-R) die gleiche Bindungsfahigkeit zu allen
Selektinen auf [48,49]. Trotz der vergleichsweise sehr geringen Affinitdt der Selektine zu
diesen Epitopen von ca. 1mM [50,51] konnten keine besser bindenden Kohlenhydrate
gefunden werden. Die Klarung des wirksamen Bindungsprinzips wurde zusétzlich erschwert,
da einzelne Untersuchungen keine Korrelation zwischen dem Gehalt an den Lewis-Epitopen
und der Selektin-induzierten Zelladhésion aufzeigten [52].

Durch Affinitats-lsolierung von Zellysaten konnten einzelne mucindhnliche
Selektinliganden (Sialomucine) gewonnen werden, die teilweise eine bis zu 10.000fach
hohere Affinitat zu den Selektinen wie das Sialyl Léwmsufweisen. Zwar zeigte die
strukturelle Charakterisierung dieser Liganden individuelle Unterschiede, jedoch konnte die
Affinitatssteigerung gegenuber den einzelnen Bindungsepitopen weder durch besser bindende
Kohlenhydrate noch durch die Summation vieler Bindungsepitope schlissig erklart werden.

Der am besten charakterisierte Selektinligand ist der P-Selectin Glycoprotein Ligand
PSGL-1, der erstmals von Moore et al. 1992 beschrieben wurde [53]. PSGL-1 ist ein
langgestrecktes, tber Disulfidbricken verbundenes Dimer von ca. 250 kD, welches von
verschiedenen myeloiden, lymphoiden und dentritischen Zellen exprimiert wird. Detalillierte
Bindungsstudien zeigten, dal3 wiederum O-Glykosidase-empfindtiche3 fucosylierte und
a 2-3 sialysierte Kohlenhydrate fir die Bindung essentiell sind, dée¢ralt jedoch wie beim
Sialyl Lewis® unter einem Prozent liegt [54]. Dies spricht gegen eine einfache Summation
vieler schwach-affiner Einzelbindungen im Prozel3 der Leukozytenbindung. Spatere
Untersuchungen zeigten, dall beim PSGL-1 verzweigte Kohlenhydrat-Seitenketten
vorherrschen (sogenannte core-2 structures; Verzweigung @urt¥6-Verknipfung von
GalNAc mit GIcNAc), die durch die rdumlich enge Dimerisierung der Bindungsepitope
affinitatserhbhend wirken konnten [55]. Zusétzlich zu diesen Kohlenhydrateigenschaften
besitzt das PSGL-1 drei N-terminale sulfatierte Tyrosinreste, die eine deutliche
Affinitdtserhdhung bewirken [56,57]. Im Zusammenwirken dieser Bindungsvoraussetzungen
kénnte der Grund fur die hohe Affinitat des PSGL-1 zum P-Selektin von ca. 100 nM [58] und
fur die ca. 50-fach geringere Affinitat zum E-Selektin liegen [59]. Neueste Untersuchungen
zeigten, daf’ die Art und Anzahl der gebundenen sulfatierten Tyrosine von grof3er Bedeutung
fur die Bindungsstarke und Dissoziation des P- und auch L-Selektins sind [60].

Die rdumliche Struktur des PSGL-1 als ein langgestrecktes, ca. 50 nm langes Protein an
der Zelloberflache, das auch als Multimer in Form von Rosetten vorkommt, konnte durch
Elektronenmikroskopie verdeutlicht werden [61]. Da zudem PSGL-1 auf den Microvilli der
Leukozyten lokalisiert ist [62], ist es pradestiniert, in der Frihphase der Entzindung durch
Wechselwirkung mit dem ebenfalls sehr langgestreckten P-Selektin das Tethering und Rollen
der Leukozyten zu initiieren. Der Einflul3 des PSGL-1 auf das Leukozyten-Rollen wurde in
vielfaltigen in vitro- und in vivo-Studien bewiesen und soll in dieser Funktion spater
diskutiert werden.

L-Selektin bindet mit &hnlich hoher Affinitat wie das P-Selektin auch an den gleichen
Domanen am PSGL-1. Somit werden nach Aktivierung homogene Leukozyt-Leukozyten-
Bindungen ermdglicht. Diese sind in der Frihphase der Leukozytenrekrutierung am
entzindeten Gewebe von grol3er Bedeutung, da die Bindung von Leukozyten an bereits



endothelial gebundenen Leukozyten (sog. sekundéres Tethering) wichtig fir die Initiierung
der Adhasionskaskade ist [63,64]. Das sekundéare Tethering wird aber auch durch andere L-
Selektin-Liganden auf den Leukozyten vermittelt. Fuhlbrigge et al. fanden an Granulozyten
und Monozyten Hinweise auf sialysierte und fucosylierte L-Selektin-Liganden, die sich
deutlich von den endothelialen Bindungsstrukturen unterscheiden [65]. Dieses sekundare
Tethering erweist sich insbesondere bei hohen Scherstromungen als essentielle Voraussetzung
fur eine effektive Leukozytenakkumulation im Entziindungsgebiet [66].

Als endotheliale L-Selektin—Liganden wurden bisher vier Glykoproteine beschrieben,
von denen drei (GlyCAM-1, CD 34 und MadCAM-1) affinitdtschromatografisch isoliert und
charakterisiert werden konnten. Alle diese Liganden werden fur den Prozel3 der
Lymphozytenrezirkulation an speziellen Endothelien (High Endothelial Venules-HEV) im
lymphatischen Gewebe gebildet. Inwieweit weitere endotheliale Liganden existieren, die flr
die entzindungsbedingte Neutrophilenakkumulation verantwortlich sind, konnte bisher nicht
strukturell aufgeklart werden [67].

Das Glycosylation-dependent Cell Adhesion Molecule GlyCAM-1 ist ein 50 kD
Sialomucin, das als sekretiertes Protein an den HEV vorkommt [68,69]. Die fehlende
Membranverankerung spricht gegen eine Ligandenfunktion bei der Lymphozyten-
Rezirkulation, jedoch wird es als wichtiger Regulator z.B. der Integrinaktivierung bei diesem
Prozeld beschrieben [70]. Im Unterschied zu den anderen Sialomucinen weisen die
Kohlenhydrate des GIlyCAM-1 zusatzliche Sulfatierungen auf, die besonders bei dem
terminalen Sialyl Lewis als 6'Sialyl Lewis*- (Sulfat am C6 der Galaktose) oder als 6 Sialyl
Lewis *- Sulfat (Sulfat am C6 des GIcNAc) auftreten [71,72]. Diese Sulfatierung im Molekiil
&Rkt auf eine zusatzliche kationische Bindungsstelle in der Lektindoméne des L-Selektins
schlie3en.

CD 34 ist ein transmembranares Sialomucin, welches im lymphatischen Gewebe als
physiologischer Ligand des L-Selektins vorkommt [73]. Auch CD 34 weist sulfatierte Sialyl
Lewis * Strukturen als Bindungsepitope auf [74].

Das Mucosal addressin Cell Adhesion Molecule MadCAM-1 ist ein
membrangebundener L-Selektin-Ligand an HEV im intestinalen Lymphgewebe, der neben
seinen Kohlenhydratstrukturen auch Immunglobulin-Domanen im Molekul aufweist, womit
es auch als Ligand fur das Lymphozyten-Integrifi; fungieren kann [75].

Der E-Selectin-Ligand-1 (ESL-1) ist ein hoch affiner Ligand des E-Selektins, der von
der Arbeitsgruppe Vestweber isoliert und strukturell aufgeklart werden konnte. Es ist ein 150
kD membrangebundenes Glykoprotein auf Maus-Neutrophilen und myeloiden Zellen, das im
Gegensatz zu den bisher beschriebenen Sialomucinen die Kohlenhydratepitope N-
glykosidisch gebunden hat [76]. ESL-1 zeigt keine Bindungsaffinitdt zu den anderen
Selektinen [77]. Die genaue Strukturaufklarung erbrachte nur finf Glykosylierungsstellen in
diesem Molekul [78]. Im Gegensatz zu L-Selektin und PSGL-1, die durch ihre exponierte
Lokalisation auf den Spitzen der Mikrovilli das Tethering und Rollen initiileren, wird ESL-1
im Randbereich der Mikrovilli exprimiert [79], was auf eine spatere Funktion des E-Selektins
im Rollprozel3 zur Verlangsamung der Leukozyten hinweist. Wahrend die Bindungsaffinitat
des E-Selektins zum ESL-1 nicht eindeutig strukturell erklarbar ist, wurden andere hochaffine
Strukturen auf Neutrophilen identifiziert, die mit ihrer tetraantennaren Prasentation von Sialyl
Lewis® ein multimeres Bindungsprinzip als Affinitatsursache nahelegen [80].

Zusammenfassend betrachtet verdeutlichen die Selektin-Liganden kein Kklares
Wirkprinzip zum Erhalt einer hohen Bindungsaffinitdt. Die raumlich konzentrierte
Prasentation der Bindungsepitope an den Mucinen (sog. Cluster) und die daraus resultierende
Multimerisierung der Bindungen mul3 neben einfachen Variationen der Bindungsepitope
(Sulfatierungen) als die wahrscheinlichste Ursache fir die hohe Bindungsaffinitdt angesehen
werden.



Ungeklart ist dariberhinaus, inwieweit lipid-verankerte Bindungsepitope (fucosylierte
Monosialoganglioside), die aus verschiedenen Leukozyten isoliert werden konnten [81,82],
eine physiologische Ligandenfunktion der Selektine erfillen und strukturell in den Rollprozel3
eingreifen kbnnen.

2.1.2.3. Signalfunktionen der Selektine

Die Adhasionskaskade der Leukozyten ist ein hochregulierter Prozeld der
ineinandergreifenden Aktivierung verschiedener Adhasionsrezeptoren. Es st daher
anzunehmen, dal} die Selektine als Initiatoren der Adhasionskaskade mit den nachfolgenden
Rezeptoren der Integrin- bzw. Immunoglobulinfamilie kommunizieren und somit zu deren
Aktivierung beitragen. Dabei sollten die Selektine und Selektinliganden auf den Leukozyten
mit ihrer Bindung die Integrine dei32-Familie aktivieren, zusatzlich muiften die
endothelialen Selektine die Bildung interzellularer Zwischenrdume zur Leukozytenmigration
steuern. Die bisherigen Untersuchungen zur Signalfunktion der Selektine zeigen erst Ansatze
zum Verstandnis dieses Gesamtprozesses.

Erste Untersuchungen bewiesen, dall eine L-Selektin-Bindung an humanen
Neutrophilen zu einer Erhéhung der zytosolischen freien Kalzium-Konzentration fuhrt [83].
Dieser Prozel3 geht auch mit einer Erh6éhung der Tyrosinphosphorylierung an verschiedenen
Proteinen einher [84]. In anderen Studien konnte die direkte Aktivierung des Integrins Mac-1
an Neutrophilen nach Antikérperbindung an L-Selektin [85] sowie die Beeinflussung der
Neutrophilen-Elastizitdt durch Veranderung der Zytoskelettverankerung nachgewiesen
werden [86]. Analoge Effekte konnten in Lymphozyten nach einer Ligandenbindung an das
L-Selektin (GlyCAM-1) nachvollzogen werden [70,87]. In gleicher Weise fiihrt auch die
Betéatigung von PSGL-1-Bindungen an Neutrophilen durch P-Selektin zu einer Stimulierung
von Mac-1 und LFA-1. Inwieweit diese Prozesse in einem Zusammenhang stehen und
intrazellular gesteuert werden, ist bisher nicht bekannt.

Bei der Bindung der endothelialen Selektine und deren Signalfunktion scheint das
Zytoskelett von grol3er Bedeutung zu sein. Yoshida et al. bewiesen, daf} bei der Bindung von
HL-60 Zellen an aktivierten Endothelzellen E-Selektin in der Kontaktzone beider Zellen zur
Verstarkung der Bindung konzentriert wird. Dieser Transport wird durch die Verbindung des
E-Selektins zum Zytoskelett im Bindungsprozel3 realisiert [88]. Die Verbindung der Selektine
zum Zytoskelett scheint auch direkt auf die Verformung, und damit die interzellulare
Lickenbildung der Endothelzellen einzuwirken, da bei einer E- bzw. P-Selektin-Bindung die
Entstehung sog. stress-fibers des Zytoskeletts zur Offnung zellularer Zwischenraume
nachgewiesen wurde [13]. Ein intrazellulares Signal bei der E-Selektin-Bindung ist dabei eine
schnelle Dephosphorylierung von Proteinen des zytoplasmatischen Restes [89].

Trotz zunehmenden Einblicks in die Signalfunktion der Selektine koénnen diese
Untersuchungen bisher kein vollstdndiges Bild dieser komplexen Prozesseeneic

2.1.3. Der molekulare Mechanismus des Selektin-vermittelten Zellrollens

Bereits vor tUber 100 Jahren wurde das Rollen von Leukozyten entlang der Gefalwand
als eine Erscheinung des Entztindungsprozesses beschrieben. Bevor man zu Beginn der 90er
Jahre mit der Entdeckung der Selektine die molekulare Grundlage dieser rezeptorgesteuerten
Adhasionsform aufdecken konnte, wurde das Leukozytenrollen in vielfaltigen
Untersuchungen phanomenologisch charakterisiert und theoretisiert. Hydrodynamischen
Untersuchungen zufolge bewegen sich groRere Partikel in einem Poiseuille FluRRsystem im
Zentrum der Stromung, dies trift normalerweise auch fur Leukozyten zu. Unter
Entzindungsbedingungen kommt es durch Vasodilatation, erhbhte Gefa3permeabilitat und
teilweise Erhohung des Hamatokrits zu einer verlangsamten FluRbewegung. Daraus
resultierend werden die Leukozyten in die Randzone des Flusses gedrangt [90], Kontakte mit
dem Endothel werden ermdglicht. Durch den parabolischen Stromungsquerschnitt innerhalb
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der Kapillaren wirkt somit auf die Leukozyten am Rand eine ungleichférmige Kraft, aus der
ein Drehmoment auf die Leukozyten resultiert. So ist erklarlich, dafd sich auch unter
Normalbedingungen ohne Entztindungsmediatoren eine Anzahl von Leukozyten (bis zu 40%)
rollend entlang der GefaRwand bewegt, wobei dies aber keine feste Adhéasion zur Folge hat.
Die Stromungscharakteristik wird auch entscheidend durch den Gefalidurchmesser und den
Einflu der Erythrozyten bestimmt [91,92]. Da das Rollen ausschlie3lich in Venolen, nicht
aber in Arteriolen zu beobachten ist, sind neben den Scherbedingungen des Blutes auch
strukturelle Faktoren des Endothels von entscheidender Bedeutung.

Mit der Definierung der Rolle der Selektine erkannte man den Zellroll-Vorgang als eine
auf diese Stromungstheorie aufbauende Sonderform der rezeptorvermittelten Adhésion, die
aus dem Zusammenwirken spezieller struktureller und Bindungseigenschaften der Selektine
und ihrer Liganden resultiert. Mit einer Vielzahl von in vivo- und in vitro-Untersuchungen
sollte der molekulare Mechanismus der Selektinwirkung aufgeklart werden.

Bei den in vivo-Studien sollte durch gezielte Blockierung einzelner Selektinarten
mittels Antikdrper oder durch Nutzung Selektin-defizienter Tiere der Beitrag von L-, P- und
E-Selektin am Rollprozel3 verdeutlicht werden.

Verschiedene in vivo-Experimente bewiesen, dal3 am Prozel3 des Leukozytenrollens alle
drei Selektine beteiligt sind [93,94]. Wahrend das homing von Lymphozyten an HEV
ausschlief3lich durch L-Selektin vermittelt wird, ist das Zusammenwirken aller drei Selektine
fur die Extravasation der Neutrophilen im Entziindungsgebiet essentiell. Dies konnte durch
Antikorper-Blockierung in verschiedenen Extravasationsstudien bewiesen werden [95,96].
Einen ergdnzenden Einblick in die Rolle der Selektine ergaben Studien mit Selektin-
defizienten Mausen. In L-Selektin-Mutanten ist sowohl die Extravasation wie auch das
Rollverhalten der Leukozyten deutlich unterdrickt [97]. So zeigen auch P-Selektin-defiziente
Mause eine reduzierte Neutrophilen-Emigration in das Peritoneum und vermindertes Rollen
in der Frihphase der Entziindung (1-2h) [98]. Da das Fehlen 8etekins zu einem Ausfall
der langsam rollenden Granulozyten fiihrt, unterstreicht dies die Rolle des E-Selektins in der
spateren Phase der Entziindung als Uberleiter zur festen Adhasion [99,100]. Doppelt mutante
Mause mit fehlendem E- und P-Selektin zeigen chronisch entzindliche Erkrankungen, was
die ineinandergreifende Funktion dieser beiden Selektine demonstriert. Diese Befunde
wurden von Bullard und Beaudet [101] tabellarisch folgendermal3en zusammengefalit.

Mutation Gesamt- Leukozyten- | Neutroph.Emi Neutroph.Emi Leukozyten-
zustand Anzahl gration 0-4 h |gration 24 h | Rollen
P-Selektin Normal Erhoht Reduziert Normal Reduziert
E-Selektin Normal Normal Normal Normal Normal
L-Selektin Normal Normal Reduziert Reduziert Reduziert
P-/E-Selektin| Spontane |Sehr stark Keine Normal Sehr stark
Infektionen |erhoht reduziert

Tab 1: Auswirkungen einer Selektindefizienz bei Mausen auf entziindungsrelevante Parameter

Zusammenfassend laRt sich feststellen, dal’ diese in vivo-Untersuchungen den Beitrag
der einzelnen Selektine am Rollprozel3 ausgezeichnet unter physiologischen Bedingungen und
mit Realitatsndhe verdeutlichen, jedoch koénnen so keine Minimalanforderungen des
Rollvorganges und keine mechanistisch/physikalischen Hintergriinde aufgeklart werden. An
dieser Stelle setzen verschiedene in vitro-Studien ein.
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Durch Nutzung isolierter Selektine oder Liganden in simulierten Scherfeldern kénnen
minimale Rollbedingungen definiert und die biophysikalischen Hintergriinde der
Selektinwirkung beleuchtet werden. Als Ergebnis dieser Studien konnte festgestellt werden,
dal3 die Fahigkeit der Selektine zur schnellen Ausbildung und Dissoziation der Bindungen zu
ihren Liganden, forciert durch die hohe Flexibilitat und Dehnbarkeit dieser Strukturen im
Scherstrom die molekulare Grundlage des Rollprozesses darstellt. Im einzelnen konnten viele
EinfluRparameter verdeutlicht werden.

Bereits 1991 konnten Lawrence und Springer zeigen, dal3 Neutrophile in einem
Scherfeld auf immobilisiertem P-Selektin, nicht aber auf Integrinen rollen. Durch
Modifizierung der Selektindichte oder des Schergrades konnten durch Auswertung der
Rollgeschwindigkeit wichtige Rollparameter aufgezeichnet werden [102]. Analoge
Untersuchungen mit E-Selektin wurden spater von den gleichen Autoren veroffentlicht [103].
In einer vergleichenden Studie konnten Puri et al. 1997 zeigen, dal3 unter analogen
Bedingungen (Scherkréfte, Liganden- bzw. Rezeptordichte) das L-Selektin-vermittelte Rollen
mit 50-100 um/s ca. 7,5-10,5-fach schneller als das durch E- oder P-Selektin-vermittelte
Rollen von Neutrophilen ist [104], wobei sich diese Unterschiede nicht in den initialen
Tetherereignissen niederschlagen. Diese Befunde, die auch die Rolle der einzelnen Selektine
im Rollprozel3 widerspiegeln, mussen durch die kinetischen Bindungseigenschaften erklart
werden. Die dynamischen in vitro-Untersuchungen mit isolierten Selektinen ertffnen die
Mdglichkeit, kinetische Bindungseigenschaften zu bestimmen. Alon et al. konnten dies
erstmals fur immobilisiertes P-Selektin realisieren [105]. Er analysierte das Tether- und
Rollverhalten von Neutrophilen an Schichten mit minimalen P-Selektin-Konzentrationen, um
das Bindungsverhalten auf einzelne Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen abstrahieren zu
kénnen. Durch Variation der Scherkrafte und Analyse der Tetherhaufigkeit und —schrittweite
erhielt er rechnerisch Daten fir die DissoziationskonstagiteBt konnte damit beweisen,
dal mit einem d von 0.95+ 0,17 § und einer Assoziationskonstantg kon 1,5x10 s* die
sehr schnelle Bindungsbildung und —dissoziation die Ursache flr die Rollbewegung darstellt.

Da sich die Dissoziationskonstantey knicht linear mit einer Erh6éhung der
Scherbelastung andert, weist dies auch auf die Bedeutung der elastischen Dehnbarkeit der
Bindungspartner hin. Mit der gleichen Verfahrensweise analysierten Alon et al. die
kinetischen Bindungsdaten aller drei Selektine [106]. Dabei berlcksichtigten sie zusétzlich,
dal? beim Rollverhalten durch die Selektine zwei unterschiedliche Bindungscharakteristika
von Bedeutung sind. Einerseits mul3 die reine Bindungskinetik der Selektine ohne angewandte
Kraft (intrinsische Bindungskinetik), andererseits auch die Veranderung der Bindungskinetik
in Abhangigkeit der angelegten Scherkrafte (reactive compliance) bericksichtigt werden. Da
sie in dieser Studie fanden, dal3 die intrinsische Dissoziationskonstante des L-Selektins (6,6-
8,0 s') ca. 7-10fach gréRer gegeniiber der des E- und P-Selektin ist, fanden die Daten von
Puri et al. Uber das schnellere Rollen an L-Selektin [104] darin ihre Begrindung. Die
Veranderung der Dissoziationskonstante durch angelegte Scherkrafte (reactive compliance)
hingegen ist bei allen Selektinen &hnlich.

Nicholson et al. bestatigten kurzlich in einem zellfreien dynamischen Bindungsassay die
schnelle Assoziations- und Dissoziationskinetik des L-Selektins zu seinem Liganden
GlyCAM-1 (kon= 10° M's™ ; kot = 10 $% [107]. Mit ebenfalls isolierten Bindungsstrukturen
(P-Selektin und PSGL-1) konnten Fritz et al. Gber Atomic Force Mikroskopie-Technik (AFM)
Bindungsstarken und deren Zeitabhangigkeit bestimmen [108]. Die daraus ermittelten
Dissoziationskonstanten des P-Selektins von 0,02 bis' 18 Abhangigkeit der angelegten
Krafte befindet sich in Ubereinstimmung mit den Werten von Alon [106].

Weiterhin wurde der Einflul3 der schnellen proteolytischen Spaltung des L-Selektins
von aktivierten Neutrophilen (Shedding) auf das Zellrollen untersucht und als
Rollvoraussetzung definiert, da eine Unterdriickung der Proteolyse zur Rollverlangsamung
und festen Adhasion fuhrte [109]. Allport et al. widersprachen mit einer Neutrophilen-
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Rollstudie an Endothelzellen dieser Theorie [110]. Moghadam und Ley konnten aber
letztendlich beweisen, dald eine Unterdriickung des L-Selektin-Sheddings tatsachlich zu einer
Rollverlangsamung fiihrt, diese aber in Anwesenheit von E-Selektin nicht mehr detektierbar
ist [111]. Von gleicher Relevanz ist die Frage, ob das L-Selektin durch die Scherkrafte im
Bindungsprozel3 aus der Leukozytenmembran herausgerissen werden kann. Shao und
Hochmuth bewiesen, dal3 das L-Selektin mit seiner Zytoskelettverankerung Scherkraften bis
45 pN widersteht. Da dieser Kraftewiderstand mit der Zeitdauer indirekt korreliert, ist durch
die rapide Bindungskinetik des L-Selektins ein Herausreil3en aus der Membran im Rollprozel3
auszuschliel3en [112].

Die Tatsache, dalR das Rollen ein stabil ausbalancierter dynamischer
Gleichgewichtsprozel? der Bindungsbildung und Dissoziation der Selektine innerhalb grol3er
physiologischer Grenzen ist, beweisen auch die Studien von Chen et al., die anstelle der
Selektine oder Liganden die korrespondierenden bindenden  Antikérper  fur
Rolluntersuchungen immobilisierten [113]. Obwohl fur diese Untersuchungen die
mechanisch/elastischen Eigenschaften der Strukturen, wie z.B. des L-Selektins oder PSGL-1
an den Neutrophilen unverandert waren, kam es durch die veréanderte Bindungskinetik zu den
Antikdrpern nicht zu einem Zellrollen sondern hauptséchlich zur festen Adhasion. Aber auch
die Flexibilitdt und Lange der Selektine ist fir die Rollvermittlung entscheidend. Patel et al.
konnten an P-Selektin Mutanten zeigen, dafd mit der Verkirzung der Molekullange durch
Reduzierung der SCR von 9 auf 4 die Fahigkeit zur Rollvermittlung endet [114]. Die
Veranderungen in der Elastizitat der Bindungspartner scheinen starker tolerierbar zu sein, da
ein Rollen Selektin-exprimierender Zellen auf Schichten ungeordnetér sick sLé&
Neoglykolipide detektierbar war [115].

Weiterhin wurden die raumlichen Verhaltnisse der Bindungspartner in der Zone des
Zellkontaktes analysiert. Dabei konnte man feststellen, dafl3 die Microvilli der Leukozyten mit
ihren darauf exponiert prasentierten Bindungsstrukturen (L-Selektin, PSGL-1) fir den
Rollprozel3 von essentieller Bedeutung sind. Eine Reduzierung oder das vollstdndige
Einschmelzen der Microvilli durch Zytoskelettzerstérung oder osmotisches Schwellen von
Neutrophilen  verhinderte  vollstandig das Tethering und verlangsamte die
Rollgeschwindigkeit bis zur festen Adhasion [116,117]. Daraus ergibt sich, daf3 der
Rollprozel3 kein flieBendes Rollen ist, sondern im schrittweisen Rhythmus der
Microvillikontaktaufnahme und —l6sung stattfindet. Shao et al. untersuchten das Verhalten
von Microvilli auf Neutrophilen unter Scherbelastung. In Abhangigkeit der angelegten
Scherkrafte kommt es zu einer elastischen Ausdehnung der Microvilli, die bei Uberschreitung
bestimmter Scherkrafte zu einer fadenférmigen Verlangerung (definiert als Tether) fuhrt
[118].

Legt man zugrunde, daf3 ein Microvilli eine Gleichgewichtslange von ca. 350 nm besitzt

und die ca. 250 MicralNi pro Neutrophilen (Durchm&ser ca. 8,5 um) in einer Dichte von ca.
1,1 Microvilli/pm? resultieren [118], kommt man rechnerisch zu einer Schrittweite von ca. 1,7
pum von aufeinanderfolgenden Microvilli-Kontakten mit dem Untergrund [119]. Diese
Schrittweite stimmt mit den videomikroskopisch detektierten Rollschritten von Neutrophilen
bei geringem Scherstrel gut Gberein [119].

Bei all den vorab beschriebenen in vitro-Studien wurde weiterhin deutlich, daf3 mit
einem linearen Ansteigen des Scherstromes die Rollgeschwindigkeit nur anfangs mit einem
linearen Anstieg folgt, um dann Uber grof3e Bereiche der Scherkraftzunahme auf einem
Geschwindigkeitsplateau zu verbleiben. Da dieser Plateauverlauf dem Anstieg der
Dissoziationskonstanten aller drei Selektine mit Scherzunahme widerspricht, mufl3 ein
Mechanismus den Rollprozel3 tGber weite Bereiche stabilisieren. So konnten kirzlich die
experimentellen Beweise erbracht werden, dal3 sich mit einer zunehmenden Scherbelastung
Leukozyten abflachend deformieren und damit die Kontaktflache zum Endothel vergrofR3ern
[119]. Die daraus resultierenden verstarkten Wechselwirkungen wirken dem erhdhten
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Scherstrel? ausgleichend entgegen, so dal3 bis zu einem Abreil3punkt die Rollgeschwindigkeit
annahernd gleich bleibt.

Bei sehr geringen Scherbedingungen weist der Rollvorgang eine Besonderheit auf. Bei
Unterschreitung eines minimalen Scherwertes (sog. Threshold phenomenon) finden keine
Rollkontakte mehr statt [120,121]. Mechanistisch kann dies mit der fehlenden Korrelation der
Bindungsdauer mit den Microvillischritten oder mit einer fehlenden Zellabflachung zur
Kontaktbildung interpretiert werden. Dieses Phanomen wird als Sicherheitsschritt vor
zufalligen  Aktivierungen der Adhéasionskaskade insbesondere der sekundaren
Tetherereignisse angesehen, da in Geweben und Organen héufig starke Unterschiede im
kapillaren ventsen Blutflu3 exisitieren.

Aus all diesen Untersuchungen resultiert ein mechanistisches Grundverstandnis der
molekularen Selektinwirkung beim Leukozytenrollen. Den raumlichen Aspekten der
Ligandenprasentation wurde in diesen Untersuchungen jedoch keine besondere
Aufmerksamkeit geschenkt, so daf die bereits erlauterten Fragen nach der Bedeutung eines
multivalenten Bindens nicht geklart werden konnten.

Da die meisten Studien an Neutrophilen durchgefiihrt wurden, sind nicht alle Details
automatisch auf alle Leukozytensubtypen zu Ubertragen. Deren generelle Homologie und
individuelle Unterschiede demonstriert eine Studie von Reinhard und Kubes [122], die Uber
immobilisierte Selektine und Integrine bei verschiedenen Scherbedingungen Gesamtblut
stromen lieRen und die jeweilig adharierten Leukozyten-Subpopulationen analysierten. Dabei
erweisen sich die Neutrophilen als die am starksten adharierenden Leukozyten unter starkem
Scherfluf3.

2.1.4. Physikalische Parameter und mathematische Modellvorstellungen zur
Beschreibung des Leukozytenrollens

Fur eine qualitative und quantitative Analyse der Selektinwirkungen missen einige
grundsatzliche physikalische Parameter der Rheologie des Blutflusses bekannt sein.
Normalerweise gehorcht ein laminarer Fluld einer Newtonschen (nichtkomprimierbaren)
Flissigkeit in einer Rohre (Blutgefald) dem Poiseuille’schen Gesetz welches besagt, dal3 die
Volumenflul3rate proportional zur Druckdifferenz zwischen Anfang und Ende einer Rdhre
und zur 4. Potenz seines Radius und indirekt proportional zur Lange der Réhre und der
Viskositat des Mediums ist. Durch die hohe Anzahl von Zellen (Erythrozyten) ergeben sich
im Blut quasi Viskositatsinhomogenitaten, so dafd Blut als Nicht-Newtonsche Flissigkeit
rheologische Besonderheiten aufweist. Da die Erythrozyten im Zentrum der Gefal3e stromen,
erhoht dies die zentrale Viskositat deutlich und fuhrt zur Bildung zellfreier Randbereiche.
Daraus ergeben sich um ca. 2,1fach hohere Geschwindigkeitsgradienten vom Gefal3zentrum
zum Rand im Vergleich zu einer Newtonschen Flussigkeit [123].
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Abb.3: Geschwindigkeitsprofil des Blutes in einer Kapillare

In den postkapillaren Venolen mit ihnren Durchmessern von ca. 10 bis 30 um kdénnen die
deformierbaren Erythrozyten die Leukozyten in die Randzone des parabolischen
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Stromungsverlaufes drédngen [124]. Dieser Einflul3 wird aber erst besonders unter
Entzindungsbedingungen evident. Dabei kommt es durch die erhohte Gefal3permeabilitat und
Vasodilatation zu einer Verdnderung des Geschwindigkeitsprofiles, wodurch die Leukozyten
verstéarkt in die Randzonen verdrangt werden. Dieser forcierende Einflul3 der Erythrozyten auf
die Entstehung von Leukozyten-Endothel-Kontakten konnte durch den simulierenden
Vergleich von in vitro- und in vivo-Experimenten verdeutlicht werden [125]. Aus dem
parabolischen Stromungsverlauf ergeben sich deutliche Geschwindigkeitsunterschiede
innerhalb der Gefale in Abhangigkeit der radialen Lage, diese kbnnen zu einer mittleren
BlutfluRgeschwindigkeit y gemittelt werden. Leukozyten im Randgebiet weisen ohne
Kontakte und Bindungen dementsprechend eine minimale (kritische) Geschwindigkeit v
auf, bei deren Unterschreitung von Adhasionsvorgadngen ausgegangen werden kann.

Als Parameter dieses Geschwindigkeitsprofiles dient der Schergrad, der als Gradient der
FluRgeschwindigkeit in axialer Richtung zur radialen Lage definiert ist und™in s
(Geschwindigkeit pro Langeneinheit) angegeben wird. Der Schergrad ergibt sich aus den
geometrischen Verhéaltnissen des durchstromten Raumes.

Fur Blutgefal3e kann der Schergrad nach

dv
oY= 21(8v,/D)  Gleichung 1

berechnet werden, wobej glie mittlere BlutfluRgeschwindigkeit und D der Durchmesser der
Gefal3e ist. Zur Berechnung des Schergrades in DurchfluBkammern kann aulehctienG

G=6Q/bh Gleichung 2

genutzt werden, wobei Q die Durchflu3rate (Volumen pro Zeiteinheit), b die Breite und h die
Hb6he der FluBkammer darstellt. Der Schergrad in postkapillaren Venolen ist in Abhangigkeit
der Gewebe und Organe zwischgi® und 500 § anzusiedeln.

Der Scherstrefl3st , hingegen definiert eine Scherkraft, die auf eine bestimmte
Flacheneinheit der Gefallwand wirkt.

Die Kraft wird in Pa, dyn/cf(1Pa = 10 dyn/cf) oder Nnf angegeben und ist direkt
proportional zum Schergrad. Beide Parameter stehen Uber die Viskositdt des Mediums
miteinander in Verbindung (Viskositét in centipoise = 0,01 dyn 9/c&ie wird nach

Tw= N dv/dr Gleichung 3

berechnet, wobej die Viskositat des Mediums bezeichnet.

Mit diesen Erkenntnissen wird erklarbar, dal3 auf einen Leukozyten an der Gefal3wand
aufgrund des Scherprofiles keine gleichmaRige Kraft sondern ein zum Zentrum des Gefal3es
hin zunehmender Krafteverlauf wirkt, der den Leukozyten in eine Rollbewegung versetzt.

Zur Berechnung einer Uber die Angriffsflache an Korpern gemittelten Kraft im
Scherstrom kann

F=32nr’G Gleichung 4

genutzt werden [126], wobgi wiederum die Viskositat des Mediums, r der Zellradius
und G den Schergrad beschreibt. Diese Gleichung leitet sich indirekt von Untersuchungen
durch Goldman [127] Uber das Rollverhalten fester Kugeln an Oberflachen ab. Grélienmalig
ergibt dies fur Leukozyten eines Radius von 4 pm und einer Viskositdt des wassrigen
Mediums von ca. 0,001 Pa s eine Naherung von F = 0,5 G [pN], was bei den Schergraden der
postkapillaren Venolen ca. 100 bis 250 pN entspricht.
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Aufbauend auf solchen physikalischen Grundparametern wurde versucht,
mathematische Modelle zur Beschreibung des Zellrollens zu erstellen. Die bisher
beschriebenen mathematischen Modelle lassen sich prinzipiell durch ihre unterschiedliche
Herangehensweise in phanomenologische Modelle und stochastische Modelle unterteilen.

Bei den phanomenologischen Modellen steht das Verhalten von Einzelzellen in ihrem
Bindungsverhalten an Oberflaichen durch Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen im
Vordergrund. Unter Definierung bestimmter Ausgangsparameter (ebene Zelloberflache mit
einer konstanten Kontaktflache homogener Krafteverteilung) gewinnen diese Modelle eine
hohe Anschaulichkeit Gber die Kréafte auf die Zelle beim Rollen und tber die Randparameter
des Rollprozesses [128]. Da das Modell aber den Einflul3 der Zellform und der Oberflache
(Microvilli) unbertcksichtigt 1at und damit sehr starke Abstraktionen eingeht, kann es keine
echte Erklarung des Zellrollprozesses liefern.

Bei dem stochastischen Modell I6st man sich von der exakten Beschreibung des Rollens
einzelner Zellen, um durch die Analyse einer grof3en, und statistisch auswertbaren Anzahl von
Rollzellen Uber wenige qualitative Parameter im mikroskopischen Bild den Rollprozel3 zu
beschreiben [129]. Dieses Modell ist weniger anschaulich, es kann aber durch stochastische
Mittlung auch komplizierte mathematische Zusammenhénge erfassen. Die Analyse der
Bewegung zeigte, daf} das Zellrollen keine gleichférmige Bewegung, sondern ein schneller
Wechsel von Bewegungs- und Stopphasen ist. Dies wird mit der diskontinuierlichen
Oberflache der Leukozyten durch die Microvilli erklarbar, die durch Bindungsbildung und —
I6sung den Schrittwechsel vorgeben. Trotz dieser reellen Bewegungsbeschreibung kann das
Modell keine Randbedingungen bestimmen und keine Vorhersagen des Zellrollens treffen.

Beide Modelle erbringen trotz ihrer Einschrankungen einen Erkenntnisgewinn zum
Verstandnis des  Zellrollprozesses, durch ihre grundsatzlich unterschiedlichen
Herangehensweisen erganzen sie sich aber nicht zu einem Gesamtbild.

In unserer Arbeitsgruppe wurde durch Bandulik [130] aufbauend auf dem dynamischen
Modell eine mathematische Simulierung vorgenommen, die die Zelldeformation im Scherfeld
der Gefal3e berlcksichtigt. Dabei wird die Kontaktflache der Zelle mit dem Untergrund nicht
wie im dynamischen Modell als unveranderliche Kreisflache, sondern als veranderliches Oval
entsprechend der durch Scherkrafte tropfenférmigen Verformung der Zelle angenommen.
Durch Einbeziehung eines auf die Zellen wirkenden Drehmomentes ergibt sich, dal’3 die
Krafteverteilung auf die Einzelbindungen innerhalb der Kontaktflache nicht gleichférmig
sind. Wéahrend die den Scherkraften zugewandten (hinteren) Bindungen sehr hohen Kréften
ausgesetzt sind, werden die vorderen Bindungen ohne Scherbelastung zu neuen
Bindungspartnern ,geschoben”. Da die Kréafte auf die Einzelbindungen nach Bell [131] auch
direkt mit der Dissoziationskonstante nach

W

Kog =Ko o € Gleichung 5

im Zusammenhang stehenqfky, Dissoziationskonstante ohne &auf3ere Krafteinwirkung;
dimensionsloser Koeffizient fir die Bindungsléange Ligand-RezeptprKriaft auf eine
Einzelbindung, k Boltzmannkonstante; T Temperatur), ergibt sich damit eine
ungleichformige Verteilung der Dissoziationskonstante Uber die Kontaktflache.

Mit dieser Modellierung und der Beriicksichtigung der Krafteverteilung lassen sich die
Ursachen einer Rollbewegung anschaulich verdeutlichen. In weiteren Arbeiten sollen diese
Simulationen durch Einbeziehung experimenteller Daten auf wahre Zahlenwerte Ubertragen
werden.
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2.2. Selektine als Zielstruktur fur die pharmazeutische Forschung

2.2.1. Pathologische Expression von Selektinen

Eine lokal Uberschielende Akkumulation von Leukozyten im Gewebe kann zur
Pathogenese von Entzindungsreaktionen beitragen. Durch ihre zentrale Rolle bei der
Adhasion und Extravasation der Leukozyten kann eine Dysregulation der Selektine bei einer
Anzahl entzindlicher Erkrankungen bzw. Autoimmunerkrankungen wie z. B. der
myokardialen Ischamie oder der rheumatoiden Arthritis beobachtet und auch fir diese
mitverantwortlich gemacht werden.

Im Gefolge einer myokardialen Ischamie kann es nach Wiederherstellung der
GefalRdurchblutung (Reperfusion) zu einer pathologisch akuten Entziindungserscheinung
kommen, bei der Leukozyten stark in das Gewebe invadieren [132]. Da das therapeutische
Ziel nach einem Infarkt in einer schnellstmdglichen Beseitigung der Ischdmie durch
Thrombolyse und/oder Angioplastie  besteht, missen zur Risikominimierung
Entzindungsprozesse in den geschéadigten Arealen unterdrickt werden. Es konnte gezeigt
werden, dal3 es durch hohe Konzentrationen freier Sauerstoffradikale in den Endothelzellen zu
einer verstarkten Exprimierung und verlangsamten Endozytose von P-Selektin kommt [133].
Mit einer gezielten Blockade der Selektine ergeben sich neuartige Ansatzpunkte zur
Unterdriickung pathologischer Entzindungserscheinungen und zur Reduzierung der
Infarktschaden. In verschiedenen in vivo-Untersuchungen konnte dies mit Selektinantikbrpern
[134] oder ligandhaltigen Liposomen als kompetitiven Antagonisten bewiesen werden [135].
Die Rolle des E- und P-Selektins bei der pathologischen Entziindung nach renaler bzw.
hepatischer Ischamie und Reperfusion bzw. nach hdmorrhagischem Schock konnte ebenfalls
verdeutlicht werden [136-138].

Die rheumatoide Arthritis ist die haufigste chronisch entztindliche Systemerkrankung
des Bindegewebes, von der ca. 2-3% der Bevolkerung betroffen sind. Die autoimmun
entstandenen Rheumafaktoren bilden mit Antikdrpern sogenannte Immunkomplexe, die eine
starke Infiltration von phagozytierenden Leukozyten in die Synovialis auslésen. Durch
freigesetzte Entziindungsmediatoren wird ein chronischer Entzindungsprozeld forciert.
Obwohl die molekularen Mechanismen hierbei nicht so intensiv wie bei der
Ischamie/Reperfusion untersucht wurden [139], konnte doch eine starke Anreicherung von E-
Selektin im rheumatoiden Gewebe und damit dessen aktive Rolle in der Pathogenese
aufgeklart werden [140].

Den Selektinen wird weiterhin eine wichtige Rolle bei der Entstehung der
Atherosklerose zugeordnet. Die Atherosklerose ist als eine entzindlich-fibrotische Antwort
auf die Akkumulation von cholesterolreichen Lipoproteinen in der Gefaldwand anzusehen. Die
dabei auftretende Gewebeinvasion von Monozyten wird entscheidend durch P-Selektin
vermittelt, welches, durch oxidiertes Low Density Lipoprotein (ox. LDL) induziert, verstéarkt
von den Endothelzellen exprimiert wird. Die verstarkte Exprimierung von P-Selektin und
anderen Adhasionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1) unter erh6hten ox. LDL-Konzentrationen
und deren Korrelation mit der Entstehung von arteriosklerotischen Plaques konnte in
Tierexperimenten eindeutig bewiesen werden [141,142].

Selektine spielen bei einer Anzahl weiterer entziindlicher Erkrankungen eine wichtige
Rolle. So konnte deren Beteiligung an den diabetischen Gefa3schadigungen (Angiopathie)
nachgewiesen werden. Durch dauerhaft erhohte Glucosekonzentrationen kommt es zu
oxidativem Strel3 fur die Endothelzellen, der zur Exprimierung von E-Selektin und anderen
Adhasionsrezeptoren und somit zur Bindung und Infiltration von Monozyten fuhrt [143]. Im
molekularen Mechanismus der Endothelzellaktivierung spielen sogenannte Advanced
Glycation Endproducts (AGE) eine besondere Rolle, die als irreversible Produkte der
Reaktion von Glucose mit Aminogruppen der Proteine durch Bindung an spezielle
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Oberflachenrezeptoren den TranskriptionsfakiB aktivieren [144] und somit die
Exprimierung der Selektine auslosen [145].

Neben ihrer Rolle in der Pathogenese verschiedener Entzindungserscheinungen sind
Selektine ein wichtiger Faktor im Metastasierungsprozeld bei Krebserkrankungen. Trotz
individueller herkunftsabhangiger Unterschiede der Krebszellen vermitteln die Selektine die
Bindung verschiedener metastasierender Krebszellen aus dem Blutstrom an das
GefalRendothel und die anschlieRende Gewebeinvasion. Eine Verallgemeinerung beztglich
des Bindungsmechanismus und der beteiligten Bindungspartner kann aber auf Grund der
Differenziertheit der unterschiedlichen Krebszellen nicht getroffen werden. Die Befunde
wurden von Krause und Turner zusammengefal3t [146]. Ganz offensichtlich aber fungieren
die auf den Krebszellen vorkommenden glykosylierten Strukturen (nebé&nnsbesondere
das Isomere sl3eals Selektinliganden. Dies konnte in einer Anzahl von in vitro- und in vivo-
Untersuchungen durch gezielte Blockade der Selektine verdeutlicht werden. Wahrend die
Tatsache, dald Brust- und Colonkrebszellen tUber E-Selektin am Endothel binden und damit
die Metastasierung einleiten, relativ gesichert erscheint [147-149], wurden flr andere
Krebszellarten auch abweichende Befunde erstellt. So wird der Beitrag des P-Selektins oder
die Struktur der Glykoside in vielen Veroffentlichungen unterschiedlich diskutiert [150,151].

In nur einigen Experimenten konnte auch ein Rollen der Krebszellen verdeutlicht werden
[152]. Die molekularen Mechanismen der Selektinaktivierung, sowie mdgliche
Signaltransduktionsmechanismen zur Vermittlung der Gewebeinvasion sind noch nicht
aufgeklart.

Aufgrund ihrer zentralen Rolle im pathologischen Entziindungsgeschehen bieten die
Selektine einen vollig neuartigen Angriffspunkt flr eine systematische antiinflammatorische
Therapie.

In der bisherigen Behandlung chronischer oder autoimmun entstandener Entziindungen
versucht man, die Entzindungssymptome wie Schmerz oder Fieber zu unterdriicken oder
abzuschwéchen. Die dabei eingesetzten nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAP) sind aber
mit verschiedenen Nebenwirkungen behaftet und kénnen, wie im Falle der Rheumatoiden
Arthritis die Degenerierung der Gelenke nicht aufhalten. Fortschritte werden dabei durch
neuere und selektiv wirkende NSAP (COX-2 Inhibitoren) erreicht [153]. Einen
systematischen Eingriff in den Entztindungsfortgang bietet die Unterdrickung von
proinflammatorischen Zytokinen. Dafir wurden in neuester Zeit Substanzen zur Hemmung
des TNFea (der I6sliche TNFa Rezeptor Etanercept oder der TFAntikorper Infliximab)
zur Therapie der chronischen Polyarthritis zugelassen [154,155] und verschiedene
Mechanismen der Hemmung des IL-1 untersucht [156].

Mit einer gezielten Blockade der Selektine kdnnte direkt und systematisch auf den
Prozel3 der Leukozyten Chemotaxis Einfluld genommen werden. Die Aitékdier Nutung
der Selektine als Targetstruktur fir neuartige antiinflammatorische Stoffe widerspiegelt sich
in den intensiven Bemuhungen bei der Suche nach kompetitiven Selektininhibitoren. Diese
soll im folgenden an verschiedenen Beispielen demonstriert werden.
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2.2.2. Suche nach kompetitiven Selektininhibitoren als potentielle Wirktoffe

Aufgrund seiner nachgewiesenen Bindungsfahigkeit zu allen drei Selektinen fungiert
das Tetrasaccharid Sialyl Lewisals zentrale Leitsubstanz fir die Suche nach
selektininhibierenden Stoffen. Aufbauend auf den Rontgenstrukturdaten des E-Selektins [23]
und verschiedenen NMR-Untersuchungen des geldsten bzw. am E-Selektin gebundénen sLe
[157,158] konnten die fir die Bindung essentiellen Strukturelemente verdeutlicht werden. So
sind an der Bindung der Lektindomane der Selektine die negative Ladung der Sialinsaure,
sowie die 2-,3- und 4-stdndige Hydroxygruppe der Fucose sowie die 6-standige
Hydroxygruppe der Galaktose direkt beteiligt.

OH

HO  NHAC

Abb. 4: Darstellung des Sialyl LeWimit seinen fir die Selektinbindung essentiellen pharmakophoren Gruppen

Mit einer Vielzahl von strukturellen Abwandlungen unter Beibehaltung dieser
Strukturmerkmale versuchte man, zu besser bindenden Selektininhibitoren zu gelangen.
Nachteile bei der Nutzung von glykosidischen Inhibitoren sind der komplexe Syntheseweg,
die hydrolytische Instabilitdt dieser Substanzen und deren relativ geringe Bindungsaffinitat.
Deshalb versucht man, abstrahierend auf die essentiellen Strukturmerkmale*dgaalsleze
und leichter herzustellende Glykoside zu gewinnen. Diese reduktionistische
Herangehensweise soll im folgenden kurz an ausgewahlten Beispielen verdeutlicht werden.
Fur eine umfangreiche Ubersicht tiber synthetische Selektininhibitoren sei auf Shimanek
[159] verwiesen.

|. Die einfachste synthetische Modifizierung des*shesteht im Ersatz der negativ
geladenen Sialinsdure durch einfachere, negativ geladene Strukturelemente. So sind Derivate
mit einer Sulfatierung, Phosphorylierung bzw. Carbonsaurealkylierung am C3 der Galaktose
beschrieben. Diese strukturelle Vereinfachung brachte ahnliche Bindungsergebnisse wie das
sL€e selbst [160,161].

Il. Eine stérkere strukturelle Vereinfachung besteht im Ersatz der N-acetylierten
Glucose, die keinen Bindungsbeitrag leistet, sondern nur fur die optimale Ausrichtung der
Gesamtstruktur verantwortlich ist. Der Ersatz der Glucose durch Alkandiole oder
Cyclohexandiole ohne [162] oder mit gleichzeitiger Sialinsduresubstitution [163] erbrachte
verschiedenartige Derivate, die vereinzelt auch die Wirkstarke désilstereffen.

Der gleichzeitige Ersatz von Glucose und Galaktose flhrte zwar zu einer Anzahl von
rigiden und stabilen Fucose-Sialinsaure-Derivaten, die aber aufgrund der fehlenden
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Bindungsbeteiligung der Galaktose-6-Hydroxygruppe keine Wirkverbesserung aufwiesen
[164,165].

lll. Die zahlenmaBig groRte Gruppe von getesteten®-8baloga besteht aus
Monosaccharidverbindungen, bei denen unter Beibehaltung der Fucose oder Nutzung von
Mannose die anderen essentiellen Bindungsepitope durch nichtglykosidische Strukturen im
Molekul ersetzt wurden. Die Mannose-basierenden Verbindungen zeigen bestenfalls eine
gleiche Bindungsstarke wie das $lau den Selektinen [166]. Erfolgreicher hingegen sind
Verbindungen, bei denen spezielle Peptide an der Fucose den Bindungsbeitrag der Galaktose
und der negativen Sialinsaure simulieren. Unter diesen Substanzen weisen einige eine
ahnliche, vereinzelt sogar eine deutlich bessere Bindungsaffinitat als daszisLéen
Selektinen auf [167].

IV. Mit dem Ziel einer Bindungsverstarkung wurde ausgehend voni sheh
zusatzlichen Bindungsepitopen gesucht. Durch Derivatisierung des shd der
korrespondierenden Computersimulation der Bindung an der Lektindomane konnte
festgestellt werden, dal3 eine hydrophobe Substitution an der glykosidischen Hydroxygruppe
oder am Amin des Glucosamins die Bindungseigenschaften deutlich verstarkt. Davon
ausgehend wurden neue Derivate mit aromatischen Ringsystemen am Amin oder
verzweigtkettigen Fettsauren am glykosidischen Rest des Glucosamins getestet, die teilweise
eine tber zehnfach starkere Bindung als da$ aufwiesen [168,169].

V. Eine andere Theorie zur Bindungsverstarkung geht von dem summarischen
Zusammenwirken mehrerer Einzelbindungen aus, wie es bereits als Multivalenzhypothese als
Ursache und Wirkprinzip der natirlichen Selektinliganden diskutiert wurde. Auf dieser Basis
wurden verschiedene oligo- bzw. multimere Derivate synthetisiert, in denen eine Anzahl von
sLe-Molekiilen [170] bzw. deren strukturell vereinfachten Glykosiden [171] Uber
unterschiedliche Tragermolekile rdumlich eng in Verbindung stehen. Die dabei erhaltenen,
teilweise besseren Bindungswerte im Vergleich zunt kbanen aber das Multimerisierungs-
Prinzip der Bindung als Grundlage einer Affinitdtserhdhung nicht schliissig beweisen.
Erschwerend fur einen wertenden Vergleich aller synthetisierten Selektininhibitoren wirken
sich die unterschiedlichen Testsysteme aus, die von den einzelnen Arbeitsgruppen
angewendet werden.

Trotz der enormen Anzahl von synthetisierten Derivaten muf3 man resimieren, daf3 die
Strategie der Strukturvereinfachung des”shei gleichzeitiger Affinitatserh6hung zu den
Selektinen nur von maRigem Erfolg getragen ist. Ausdruck dessen ist weiterhin, daf} die erste
selektininhibierende Substanz in der klinischen Priifung das nahezu unverandéralssLe
Pentasaccharid in der Phase IlI) ist. Cytel Corp. plant dessen Einsatz zur Behandlung der
entzindlichen Reperfusionserscheinungen nach coronaren By-pass-Operationen.

Neue Impulse erhofft man sich weiterhin von Glykoproteinen, die man den essentiellen
Bereichen der naturlichen Selektinliganden nachempfunden hat. So konnte kirzlich ein
Glykosulfopeptid mit hoher Bindungsaffinitat (350 nM) zum P-Selektin vorgestellt werden,
welches dem N-Terminus des PSGL-1 nachempfunden wurde [172]. Auch konnte die
entzindungshemmende Wirksamkeit von rekombinanten léslichen Formen des PSGL-1 in in
vivo Untersuchungen direkt verdeutlicht werden [173].

2.2.3. Bekannte Arzneistoffe mit moglicher Beeinflussung der Selektine

Obwohl bisher keine Arzneistoffe als direkte kompetitive Inhibitoren der Selektine
verfigbar sind, entfalten doch eine Anzahl von bekannten Arzneistoffen eine indirekte
Wirkung auf die Selektine. Die Exprimierung der vaskularen Selektine E- und P-Selektin im
Entzindungsprozel3 wird u.a. durch den Transkriptionsfad@ofNFkB) beeinflul3t. Dieser
Transkriptionsfaktor ist auch fur die Genregulation einer grofl3en Anzahl weiterer Proteine
(Zytokine, Acute phase Proteine, Wachstumsfaktoren und andere Adhé&sionsmolekile)
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verantwortlich [174]. Die Hemmung des Transkriptionsfakdsist dementsprechend eine
potentielle therapeutische Strategie zur Behandlung von Immun- und entzindlichen
Erkrankungen, die somit auch durch die reduzierte Selektinexprimierung ihre Wirksamkeit
entfaltet.

Die Aktivierung des NEKB erfolgt Uber verschiedene Zwischenstufen durch
proteolytische Abspaltung von einem Inhibitor. In diese Aktivierungskaskade greifen
verschiedene Arzneistoffe hemmend ein, die somit eine antientzindliche Wirksamkeit
entfalten. Glucocorticoide hemmen denKBFdurch direkte Bindung an das Molekil oder
durch Aktivierung seines Inhibitors [175]. Die Acetylsalicylsdure hemmt dixBNF
Aktivierung durch Verhinderung des Einwanderns des Transkriptionsfaktors in den Zellkern
oder durch Blockierung des Abbaus des Inhibitors. Fiir eine umfangreiche Ubersicht tiber den
NFkB und dessen medikamenttse Beeinflussung sei auf Ré@negal. verwesen [176].

Neben dem EinfluR auf NdB entfalten andere Arzneistoffe ihre antiinflammatorische
Wirksamkeit ebenfalls Giber eine Hemmung der Selektine. Von Ibuprofen ist bekannt, dal3 es
das Leukozytenrollen in vivo bei hohen Konzentrationen vermindert [177]. Dies wird durch
ein verstarktes Shedding des L-Selektins von den Leukozyten durch Ibuprofen aber auch
durch andere NSAP erklart [178].

Die medikamenttse Therapie der rheumatoiden Arthritis ist mit dem Einsatz der
Basisantirheumatika relativ empirisch entstanden. Mit den in den letzten Jahren gewonnenen
Erkenntnissen Uber die Adhasionskaskade der Leukozyten konnte aber fir einzelne
Basisantirheumatika ein molekularer Wirkungsmechanismus postuliert werden. So konnte
gezeigt werden, dal3 die durch die Behandlung mit Goldverbindungen verminderte synoviale
Expression von E-Selektin das antiinflammatorische Wirkprinzip darstellt [179]. Spatere
Untersuchungen zeigten einen differenzierten  Wirkungsmechanismus einzelner
Goldverbindungen, wobei fur Gold-Natrium-Thiomalat ein E-Selektin-unterdrickender
Mechanismus bestatigt wurde [180].

2.2.4. Diagnostische Bedeutung der Selektine und ihr Potential als
Targetstrukturen fir ein Drug Targeting

Nach Vermittlung ihrer entziindungsspezifischen Adhasionsfunktion wird ein Teil der
Selektine proteolytisch von der Zelloberflache entfernt. Dadurch kommt den Selektinen
(neben dem L-Selektin insbesondere dem E-Selektin) auch eine wichtige diagnostische Rolle
zu. In einer Vielzahl von Untersuchungen wird die charakteristische Erh6hung von loslichem
Selektin im Serum im Verlauf entzindlicher Erkrankungen beschrieben und als ein Indikator
genutzt [181,182]. Durch das kommerzielle Angebot von Selektin-ELISA-Testkits gewinnt
diese Anwendung in der letzten Zeit zunehmend an Bedeutung.

Eine weitere diagnostische Anwendung beruht auf der Erkenntnis, dal3 die vaskuléaren
Selektine E- und P-Selektin spezifisch nur an Orten der Entztindung exprimiert werden.
Durch Applikation speziell gelabelter E- oder P-Selektin-Antikbrper kénnen diese durch
Bindung an den endothelialen Selektinen Entztindungsherde fir bildgebende Verfahren
markieren [183].

Auf der Basis der spezifischen Exprimierung der endothelialen Selektine an Orten der
Entzindung erschlie3t sich desweiteren ein vollig neuartiges therapeutisches Potential.
Gelange die Nutzung diese Selektine als Targetstrukturen flr Arzneimittelvehikel, so kdnnten
im Sinne eines Drug Targetings antiinflammatorische Substanzen oder Vehikel mit solchen
Substanzen spezifisch zu Entztindungsherden transportiert und dort effizient und unter
Umstanden mit einer Reduzierung der systemischen Nebenwirkungen zur Wirkung gebracht
werden. Die Ausnutzung dieses Prinzips wurde kirzlich mit dem Targeting von Sialyl
Lewis*-gekoppelten Komplementinhibitoren beschrieben, die durch ihre spezifische
Akkumulation am Entztundungsort durch die %Belektin-Bindung gegentiber einer
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normalen Applikation der Komplementinhibitoren deutlich verstarkte antiinflammatorische
Effekte erzielten [184,185]. Effizienter als das Targetieren einzelner Wirkstoffmolekule
erscheint die Nutzung von Arzneistoff-beladenen Vehikeln wie Liposomen, da diese neben
einer hoheren Wirkstoffbeladung auch vielfaltig in ihnren pharmakokinetischen Eigenschaften
moduliert werden kdnnen.

2.3.Immunoliposomen als Arzneistoffvehikel flr ein Drug Targeting

2.3.1. Das therapeutische Potential von Liposomen

Unter Drug Targeting versteht man die allgemeine pharmakologische und
pharmazeutische Zielvorstellung, Arzneistoffe gerichtet zu ihrem Wirkort (Zellen, Gewebe
oder Organe) zu leiten, um damit die therapeutische Effizienz zu erh6hen und gleichzeitig die
Beeinflussung gesunder Zellen und damit das Entstehen unerwiinschter toxischer
Nebenwirkungen zu reduzieren. Obwohl dieses therapeutische Ziel bereits im Jahre 1906 von
Paul Ehrlich mit dem ,Prinzip der magischen Kugeln® erkannt wurde, zeigen sich bis heute
nur erste Losungsansétze fur ein erfolgreiches Drug Targeting.

Da Arzneistoffe nach ihrer Applikation im Korper verschiedenen pharmakokinetischen
und pharmakodynamischen Prozessen unterliegen, die einem Targeting entgegenwirken,
erscheint die Nutzung von Arzneistoffvehikeln und deren Modifizierung zum Erhalt einer
Targetspezifitat ein aussichtsreiches Ziel. Liposomen bieten sich als solche Arzneistoffvehikel
an.

Liposomen sind konzentrische Bilayergebilde, die durch die Selbstassoziation von
Amphiphilen (zumeist Phospholipiden) im wassrigen Medium entstehen. Sie sind durch die
Art der Lipide und die Anzahl ihrer Bilayer-Lamellen charakterisiert, morphologisch
unterscheidet man sie in kleine unilamellare (SUV), grof3e unilamellare (LUV) und
multilamellare Vesikel (MLV). Da Liposomen bei ihrer Bildung einen Teil des wéassrigen
Mediums einschlieRen und durch den amphiphilen Charakter der Lipide auch lipophile
Verbindungen im Inneren der Bilayer einbauen konnen, haben sie allgemein eine
Transportfahigkeit fir sowohl hydrophile wie auch lipophile Arzneistoffe. Darlberhinaus
zeigen Liposomen, wenn diese aus Phospholipiden gebildet werden, eine gute
Biokompatibilitdt, Bioabbaubarkeit und eine relativ geringe Toxizitat und Immunogenitéat.
Auch aus physiko-chemischer Sicht zeichnen sich die Liposomen gegentiber anderen
Lipidassoziaten aus. Da sie sich im Gegensatz zu Mizellen oder Microemulsionen nicht an
einem thermodynamischen Gleichgewichtspunkt befinden, sind Liposomen gegen
Veranderungen der Umgebungsbedingungen wie z.B. Verdinnen des Mediums
unempfindlich.

All diese Eigenschaften verleihen den Liposomen gute Voraussetzungen fur ihre
Anwendung als Drug Targeting Vehikel. Dieses Potential der Liposomen wurde bereits in den
70er Jahren erkannt [186,187], woraus Vvielfltige Untersuchungen zur systemischen
Applikation von Liposomen folgten. Man muf3te jedoch feststellen, dal’ Liposomen nach ihrer
systemischen Applikation von Zellen des Retikuloendothelialen Systems (RES; insbesondere
Leber und Milz) als Fremdstoffe erkannt und sehr schnell aus dem Kérperkreislauf entzogen
werden. Man konnte zwar durch Modifizierung der Liposomen (Applikation sehr kleiner
Liposomen [188], hoher Cholesterolanteil [189] und Anwendung gesattigter und rigider
Lipide [190,191]) oder durch Vorsattigung des RES verlangerte Zirkulationszeiten der
Liposomen erlangen, prinzipiell aber stand die Abwehrfunktion des Ko&rpers einem
erfolgreichen Drug Targeting entgegen. Eine eingegrenzte Ausnutzung dieser Verhéaltnisse
bestand im Targetieren von Zellen des RES durch Liposomen, um mit diesem indirekten
Targeting beispielsweise zu einer Aktivierung von Makrophagen zur Metastasenbekampfung
beizutragen [192,193].
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Fur ein direktes Targeting der Liposomen ist es dartiberhinaus auch notwendig, target-
spezifische Bindungsstrukturen an die Liposomenoberflachen zu kopppeln. Diese sollen die
spezifische Liposomenbindung am  Zielort  ermdglichen, um dort eine
Arzneistoffakkumulation zu erreichen. So wurden verschiedene Strukturen wie z.B. Peptide,
Proteine oder Kohlenhydrate an Liposomen gekoppelt [194,195], um diesen eine
Zielspezifitat zu verleihen. Die aussichtsreichste Strategie im direkten Targeting bestand
hierbei aber in der Kopplung gewebespezifischer Antikérper an die Liposomenoberflache. Da
Antikdrper neben einer hohen Bindungsspezifitat auch durch eine hohe Bindungsaffinitat
gekennzeichnet sind, erschienen diese sogenannten Immunoliposomen als sehr
ausssichtsreiche Kandidaten fur ein Drug Targeting. Die erfolgreiche Akkumulation von
Immunoliposomen an verschiedenartigen Zielzellen konnte unter in vitro-Bedingungen
eindrucksvoll bestatigt werden [196-198], einer in vivo-Anwendung stand wiederum die
schnelle Elimination dieser Liposomen aus dem Kreislauf entgegen.

Vor diesem Hintergrund befand sich die Liposomenforschung nach einer euphorischen
Aufnahme der ldee eines Drug Targetings in den 80er Jahren in einer Stagnation. Erst neue
Befunde zur Zirkulationsverlangerung der Liposomen zu Beginn der 90er Jahre liel3en die
Idee eines liposomalen Drug Targetings in wieder greifbare Nahe ricken.

2.3.2. Die sterische Stabilisierung von Liposomen als Weg zur
Zirkulationsverlangerung in vivo

Da normale Liposomen nach systemischer Applikation sehr schnell durch Zellen des
RES aufgenommen werden und somit nur sehr kurze Zirkulationshalbwertzeiten aufweisen,
widerspricht dies deren Anwendung fiir ein systemisches Drug Targeting. Durch Zufall
entdeckte im Jahre 1987 die Arbeitsgruppe um Allen, dal3 rigide Liposomen mit einem
bestimmten Anteil eines Gangliosides (gMdeulich verlangerte Zirkulationszeiten in
Mausen aufwiesen [199]. Durch Modifizierung der liposomalen Parameter und der
eingesetzten Ganglioside wurde geschlul3folgert, dafd dieser Effekt auf die voluminése und
flexible Kopfgruppe dieses Glykolipides zurtickzufiihren sei [200]. Erklarungen dafir wurden
ebenfalls in Parallelen zu natirlichen Membranen und deren Schutz durch eine hydrophile
Schicht, die Glykocalyx gesucht. Auch ist von bestimmten Streptokokken bekannt, daf3 sich
diese durch ein hydrophiles Oberflachenprotein (M-Protein) einer Phagozytose entziehen
kénnen [201].

Der zirkulationsverlangernde Effekt von volumindsen, hydrophilen Verbindungen auf
Liposomen konnte 1990 durch Blume und Cevc eindrucksvoll bewiesen werden, indem sie
Phospholipide mit modifizierten Polyethylenglykol-Kopfgruppen (PEG) in die Liposomen
einbauten [202]. Diese PEG-Lipide zeigten nicht nur deutlich starkere Effekte auf die
Zirkulationszeit, sie sind auch durch ihre Biokompatibilitat und fehlende Eigenwirkung dem
GM; deutlich vorzuziehen. Mit grol3er Euphorie folgten eine Vielzahl von Untersuchungen
zur biologischen Wirkung PEG-modifizierter Liposomen und zur Theorie der PEG-Wirkung.
Die sofortige kommerzielle Vermarktung des PEG-Effektes als sogenannte Stealth-
Liposomen zu Beginn der 90erJahre war Ausdruck fur die grof3e Erwartungshaltung an diese
Liposomen fir ein Drug Targeting.

Es wurde deutlich, dal3 der protektive Effekt des PEG von der Kettenlange und der
Menge des PEG-Lipides in den Liposomen abhangig ist [203-205]. PEG-Derivate mit
Molmassen von ca. 2000 bis ca. 5000 zeigten dabei bei Konzentrationen von ca. 5 mol% die
beste zirkulationsverlangernde Wirkung mit Halbwertzeiten der Liposomen von weit tGber 12
Stunden. Diese Wirkung interpretierte man als eine sterische Stabilisierung der Liposomen
[206,207], so dal’ diese im Gegensatz zu normalen Liposomen vor einer Opsonierung und
Anhaftung von Serumproteinen als Initialschritt der Phagozytose geschiitzt sind [Review
208]. Torchilin unterstitzte dies durch mathematische Simulierungen der PEG-Flexibilitat
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und Konformationen an der Vesikeloberflache, die unter Berilcksichtigung einer
Aufenthaltswahrscheinlichkeit eine ,konformative* Wolke als Schutzschicht bilden [209].

Mit verschiedenen physikalischen Melimethoden verschaffte man sich eine Vorstellung
Uber die Erscheinung und Wirkung des PEG an der Liposomenoberflache. So wurde deutlich,
daf’ in Abhangigkeit von PEG-Lange und Konzentration diese bei geringeren Dichten als
einzelne Wolken eines bestimmten Radius (Pilzmodell) vorliegen, wobei hdhere
Konzentrationen zu einer Ausrichtung ausgestreckter PEG-Ketten fiihren (Blrstenmodell)
[210-212]. Aus Zeta-Potential-Bastmungen und Ro6ntgenuntersuchungen erhielt man
Ubereinstimmend die Daten, dal3 z.B. ein PEG 2000 in ,Burstenform” eine Schichtdicke von
ca. 4-5 nm um die Liposomen aufbaut [213,214].

Mit all diesen Befunden zur enormen Zirkulationszeiten-Verlangerung durch die PEG-
Modifizierung der Liposomen ruckte ein liposomales Drug Targeting in greifbare Nahe.
Durch die fehlende Opsonierung und Makrophagenaufnahme ergaben sich weitere gunstige
Eigenschaften dieser Liposomen. So zeigen diese im Gegensatz zu normalen Liposomen eine
konzentrationsunabhangige Eliminationskinetik. Aus der langen Kursationszeit ergibt sich
weiterhin auch die Méglichkeit eines passiven Targetings des nichtphagozytaren Systems. So
akkumulieren sich diese Liposomen in Bereichen starker Durchblutung und erhdhter
Gefal3permeabilitdt wie z.B. in soliden Tumoren oder infizierten Organen wie der Lunge
[215-217].

Da trotz der Anwesenheit von PEG bei Einhaltung bestimmter Bedingungen die
Kopplung von Antikdrpern an Liposomenoberflachen gelingt [205], wurde mit der sterischen
Stabilisierung auch das Prinzip der Immunoliposomen wieder véllig neu aufgegriffen.

2.3.3. Darstellung sterisch stabilisierter Immunoliposomen

Zur Herstellung von Immunoliposomen missen gewebespezifische Antikdrper an die
Liposomenoberflache gekoppelt werden, um den resultierenden Immunoliposomen eine
Zielspezifitat zu verleinen. Daftir sind eine Anzahl von Reaktionsverlaufen beschrieben, um
die Antikorper mit reaktiven Lipidderivaten der Liposomenmembranen zu konjugieren.
Prinzipiell kann dabei die Antikdrperkopplung an den bereits vorgeformten Liposomen oder
an mizellar vorliegenden Ankerlipiden erfolgen, die dann erst nach vollendeter Kopplung
durch Dialyse in Liposomen nachtraglich eingebaut werden. Aufgrund der grof3eren
Praktikabilitdt und der gezielten Antikdrperbindung an der &uf3eren Bilayer sei hier nur der
gebrauchlichere Weg der Kopplung an vorgeformte Liposomen belsehri

Grundsétzlich sollten die Kopplungstechniken einfach und in ausreichender Quantitat
verlaufen, ohne dal} dabei die gekoppelten Antikrper ihre Bindungsaffinitat zum Antigen
verlieren. Dies beinhaltet, daf3 die Antikdrper durch die Kopplungsreaktion keine chemische
Veranderung erfahren und mdglichst nicht unter Blockierung ihres reaktiven Zentrums
gebunden werden.

Mit dem Prinzip der sterischen Stabilisierung der Liposomen durch PEG zur
Zirkulationsverlangerung ergab sich auch zu Beginn der 90er Jahre ein vollig neuartiges
Potential fur die Immunoliposomen. Allerdings treten im Wechselspiel der sterischen
Stabilisierung und der Antikdrperkonjugation an den Liposomen verschiedene
Schwierigkeiten auf. Die Abschirmung der Vesikeloberflache durch PEG erschwert auch die
Anndherung der Antikorper fur die Konjugationsreaktion, gleichzeitig wird auch die
Antigenerkennung der gebundenen Antikérper an den Zielzellen durch das PEG maskiert.
Verschiedene Untersuchungen konnten aber beweisen, dal3 bei Einhaltung einer Balance ein
Kompromil3 aus sterischer Stabilisierung und ausreichender Antikérperkopplung bzw.
Targeterkennung gewonnnen werden kann [205,218]. So konnten letztendlich alle
Kopplungsmethoden der klassischen Immunolipsomen auch auf sterisch stabilisierte
Immunolipsomen Ubertragen werden.
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Eine Einteilung der Kopplungsreaktionen kann in nichtkovalente Assoziationen und in
kovalente chemische Fixierungen der Antikorper erfolgen.

Eine nichtkovalente Methode der Antikdrperkonjugation stellt die sogenannte Biotin-
Avidin-Technik dar. Grundlage dieser Kopplung ist die sehr starke Bindungsaffinitat von
Biotin und Avidin. Avidin mit seinen vier Bindungstellen fur Biotin fungiert bei dieser
Methode als Briickenmolekil zwischen biotinylierten Lipiden der Liposomenmembran und
biotinylierten Antikérpern [219]. Dem einfachen Verlauf dieser Kopplung steht die Gefahr
einer Liposomenagglutination entgegen, auch ist die notwendige Biotinylierung der
Antikdrper von Nachteil. Diese Reaktion funktioniert auch unter Reduzierung der
Kopplungsausbeute in Gegenwart von PEG [220].

Bei den kovalenten Konjugationsverfahren sind die sogenannten thioreaktiven
Methoden von grof3er Bedeutung. Diese beruhen auf einer Thioetherbindung zwischen
Antikdrper und Lipidanker, die aus einer Additionsreaktion freier Thiolgruppen an
Maleimidgruppierungen resultiert. Die gebrauchlichsten Derivate zu dieser Reaktion sind als
Maleimidkomponente das p-Maleimidophenyl-Butyrat (MPB) und das Pyridyldithiopropionat
(PDP), welches durch reduktive Spaltung seiner Disulfidbriicke mittels Dithiothreitol (DTT)
fur die Bildung eines Thiols sorgt. Je nach Ausrichtung der Reaktion kann Maleimid bzw.
Thiol von Antikorper oder Lipidanker angeboten werden. Fir die Reaktion ist die
Derivatisierung der Antikorper bzw. des Lipidankers Phosphatidylethanolamin notwendig,
was Uber die reaktiven Succinimide der oben genannnten Verbindungen (N-Succinimidyl-4-
(p-maleimidophenyl)-butyrat und N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat) realisiert
wird. Fab'’-Fragmente kdnnen ohne Derivatisierung an Maleimide gekoppelt werden, da diese
nach Spaltung ihrer Disulfidbriicken zum-TFeil des Antikdrpers freie Thiolgruppen
generieren. Diese Kopplungsmethoden, die bereits flr konventionelle Liposomen in den 80er
Jahren beschrieben wurden [221,222], konnten auch erfolgreich auf PEG-haltige Vesikel
Ubertragen werden [223]. Dabei werden MPB-PE haltige Vesikel in ihrer Umsetzung mit
PDP-Antikorpern weniger durch PEG in ihrer Kopplungsausbeute reduziert als im Fall des
PDP-PE mit den MPB-Antikdrpern. Dies wurde mit der dominierenderen Gré3e des Phenyl-
gespacerten Maleimids an der Vesikeloberflache erklart, die durch die PEG-Ketten deutlich
weniger beeinfludt werden als die Thiolgruppen des PDP. Trotz der guten
Kopplungsausbeuten bei diesen Reaktionen erweisen sich die notwendigen Derivatisierungs-
und Reinigungsschritte der Antikorper als Nachteil.

Eine weitere kovalente Konjugationstechnik ist die sogenannte Hydrazid-Methode.
Chemische Grundlage ist hierbei die Kondensation einer Aldehydgruppe mit einer
hydrazidhaltigen Verbindung. Diese Methode wurde von Chua et al. auf die
Antikoperkopplung an Liposomen ubertragen [224], indem durch milde Oxidation von
Kohlenhydraten im §Teil der Antikérper Aldehyde erzeugt wurden, die dann mit
hydrazidhaltigen Lipidankern der Liposomenmembran reagieren. Als Vorteil dieser
Konjugationsmethode wird der orientierte Einbau der Antikbrper an die Liposomen
angesehen, da nur dig-Feile Kohlenhydrat-Anteile besitzen. Nachteilig hingegen erscheint
die Gefahr einer oxidativen Schadigung der Antikorper bei dieser Behandlung.

Als eine sehr vorteilhafte Kopplungsmethode erwies sich die Antikdrperbindung tber
eine Carbonsaureamid-Bindung. Bei dieser kovalenten Kopplungstechnik fungiert N-
Glutaryl-Phosphatidylethanolamin  (N-Glut-PE) als Carbonséure-reaktiver Anker in der
Liposomenmembran. Durch Aktivierung der Carboxylgruppe mittels eines Carbodiimids
(Ethyl-Dimethylaminopropyl-Carbodiimid; EDC) bei pH 3,5 entsteht ein reaktives O-Acyl-
Intermediat, das dann bei einem pH von ca. 8 mit Aminogruppen des Antikdrpern umgesetzt
werden kann [225].

Bogdanov erganzte diese Methode durch den zusétzlichen Einsatz von N-
Hydroxysulfosuccinimid (NHS), um der Hydrolyseinstabilitdt und der mdglichen
Isomerisierung des aktivierten Carbonyls entgegenzuwirken. Die gebildeten N-
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Hydroxysulfosuccinimid-Ester sollen durch ihre langsamere Hydrolyse eine verbesserte
Umsetzung mit den AntikGrpern gewahrleisten [226].

Als weitere Modifizierung wurden von Ezpeleta et al. alle Reaktionsschritte der
Kopplung von Proteinen an N-Glut-PE mit EDC im Neutralen durchgefthrt, um der
hydrolytischen Deaktivierung des EDC im Sauren entgegenzuwirken [227].

All  diese N-Glut-PE-Kopplungsvarianten zeichnen sich durch eine hohe
Kopplungseffizienz aus. Der Einsatz des unmodifizierten Antikorpers ist ein entscheidender
Vorteil dieser Methode.

Die Anwesenheit von PEG an den Liposomenoberflachen reduziert durch die sterische
Abschirmung die Kopplungseffizient dieser Konjugationsmethoden. Um dieses Problem zu
Uberwinden wurde versucht, PEG-Lipide erst nach erfolgter Antikdrperkopplung in die
Liposomen einzubringen. Suzuki et al. schlugen vor, thiolreaktive PEG-Derivate erst nach der
Antikorperbindung an den Maleimid-enthaltenden Liposomen zu konjugieren [228]. Ein
anderer Losungsansatz besteht in der mizellaren Zugabe von PEG-Lipiden zu den intakten
Immunoliposomen, um bei erhbhten Temperaturen eine nachtragliche PEG-Inserierung zu
erreichen [229]. Durch die erhohten Temperaturen besteht jedoch die Gefahr der Antikorper-
Denaturierung oder der Bindungsspaltung. Beide Methoden fanden keine breite Anwendung.

Wesentlich aussichtsreicher erscheint dahingegen der Lésungsvorschlag, die Antikorper
in Gegenwart von PEG nicht an der abgeschirmten Liposomenoberflache, sondern an den
terminalen Enden des PEG zu koppeln. Im Idealfall sollte daraus durch die exponierte
Antikorperpréasentation eine sehr gute Targetbindungsfahigkeit unter Beibehaltung der
sterischen Stabilisierung resultieren. Blume et al. beschrieben eine solche Kopplungsmethode
bereits 1993 fur die Bindung von Proteinliganden an carboxylhaltige PEG-Enden nach
Carbodiimid-Aktivierung [230]. Durch den Einsatz verschiedener heterobifunktioneller PEG-
Derivate konnten darauffolgend alle oben beschriebenen Kopplungsmethoden auf die
terminale PEG-Konjugation Ubertragen werden. So wurden PEG-Lipide mit terminaler
Carboxylgruppe [231,232], terminalen Hydraziden [223,233] oder mit terminalen
thioreaktiven Derivaten (MPB oder PDP) [223,234,235] dargestellyatestet werden.

In vielfaltigen Targetierungsstudien mit diesen neuartigen Immunoliposomen zeigte
sich die exponierte Antikorperprasentation als sehr vorteilhaft zur Erhdéhung der
Targetbindungsfahigkeit bei langer Zirkulationsdauer.

2.3.4. Potentielle Probleme in der Targetierung von Immunoliposomen

Immunoliposomen zeichnen sich gegentber anderen targetierten Ligandliposomen
durch die spezifischen Bindungseigenschaften ihrer Antikdrper mit einer Reihe von Vorteilen
aus. Auch gegenuber anderen Antikdrper-Arzneistoff-Assoziaten sind die Immunoliposomen
wegen des bis zu 400fach hoheren Arzneistoff/Antikbrper-Verhaltnisses deutlich gunstiger zu
bewerten. Trotzdem resultieren aus der Applikation speziesfremder AntikGrper mit den
Immunoliposomen im Prozel3 des Drug Targeting verschiedene Probleme. Die meisten
gegenwartig angebotenen monoclonalen Antikbrper werden in Mausen generiert.
Makrophagen besitzen einen Fc-Rezeptor, der speziesfremde Antikdrper an diesem
Molekulteil erkennt und phagozytiert [236,237]. Dementsprechend besteht die Gefahr, dal3
Immunoliposomen trotz einer sterischen Stabilisierung mit PEG verstarkt der Zirkulation
entzogen werden. Tatsachlich konnte eine umgekehrte Proportionalitdt von gebundener
Antikdrpermenge zur Zirkulationszeit gefunden werden [234]. Generell werden die Mengen
der gekoppelten Antikorper zur besseren Vergleichbarkeit der unterschiedlichen Methoden
und zur Nivellierung verschiedener Liposomenparameter in pg Antikdrper pro umol PL
angegeben. In der o.g. Studie zeigt sich, daf3 Immunoliposomen mit Antikbérpermengen uber
70 pg/umol PL deutlich schneller eliminiert werden, so dal3 moglichst Kopplungsmengen von
ca. 30 pg/umol PL fur eine optimale Zirkulationszeit anzustreben sind. Dabei ist aber auf eine
Balance fir eine noch ausreichend starke Antigenerkennung an den Targetzellen zu achten.
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Glucklicherweise zeigte sich nur im unteren Mengenbereich eine Abhangigkeit der
Targetbindung von der gekoppelten Antikbrpermenge, so dafd Immunoliposomen mit ca. 20-
40 pg Antikorper/umol PL bei guter Targetierbarkeit Zirkulationshalbwertzeiten von
mehreren  Stunden  aufweisen  [234,238]. Zur weiteren  Reduzierung der
Makrophagenaufnahme wird anstelle der Bindung kompletter Antikdrper die Konjugation der
Fab‘-Fragmente empfohlen.

Bei mehrfacher Applikation von Immunoliposomen ist mit umfangreicheren
immunologischen Problemen zu rechnen. So kann die Applikation speziesfremder Antikdrper
zur Bildung von Anti-Antikbrpern fuhren [239]. Der Einsatz von genetisch verédnderten,
teilweise humanisierten Antikérperchiméren oder vollstandig humanisierten Antikbrpern aus
genmanipulierten Bakterien konnte dieses Problem begrenzen, diesbezlgliche experimentelle
Daten liegen jedoch noch nicht vor.

Obwohl eine Anzahl von Studien die Eliminationskinetik nach einmaliger Gabe von
Immunoliposomen zum Inhalt hat, existieren bisher nur drei Arbeiten, die die Elimination
nach wiederholter Gabe der Immunoliposomen untersuchten [240-242]. Dabei zeigte sich eine
rapide Abnahme der Zirkulationshalbwertzeit mit der zweiten Applikation, was auf eine
starke Immunantwort zur Elimination der Liposomen zurlckzufuhren ist. Die Bildung von
sekundaren Antikdrpern konnte in den Versuchstieren bereits nach der ersten Applikation
nachgewiesen werden.

Ob diese Probleme mit den genannten Alternativen gelost werden kénnen, muissen
weitere in vivo-Experimente beweisen.

2.3.5. Targeting von Immunoliposomen

Die Targetierungseigenschaften von Immunoliposomen wurden in einer Anzahl von in
vitro- und in vivo-Experimenten untersucht. Diese Versuche zielen dabei hauptsachlich auf
eine Optimierung des Drug Targetings von Chemotherapeutika zur Krebsbehandlung, da
diese Stoffe durch ihre Toxizitdt und der oftmals notwendigen hohen Dosierung das grof3te
Potential fur ein Drug Targeting zur Reduzierung unerwiinschter Nebenwirkungen besitzen.
Daruberhinaus weisen die Krebsgewebe durch ihre starke Vaskularisierung verbunden mit
hoher Permeabilitdt morphologisch gute Voraussetzungen fir ein liposomales Targeting auf.

In ersten in vitro-Bindungsstudien an Lungenkrebs- bzw. Ovarialkrebs-Zellinien konnte
die deutlich hdhere Bindungsaffinitat gerichteter Immunoliposomen und darauffolgend eine
wesentlich starkere Zytotoxizitdt des liposomalen Doxorubicins bewiesen werden [243].
Kirpotin et al. konnten mit Immunoliposomen, die gegen das Krebsoberflachenantigen HER-2
gerichtet waren, eine starke Akkumulation und Zytotoxizitat an Brustkrebszellen erreichen
[244,245]. Koning et al. untersuchten die Targetbindung und Wirkstofffreisetzung aus
Immunoliposomen an Coloncarcinom-Zellinien [246-247].

Bei den verschiedenen in vivo-Studien mufdte eine Balance von ausreichender
Zirkulationszeit mit der Targetierung/Zytotoxizitat gefunden werden. Maruyama et al.
konnten in verschiedenen Studien mit GMbder PEG-haltigen Immunoliposomen die
spezifische Akkumulation am Lungenendothel demonstrieren [248,232]. Ein ausgepragter
therapeutischer Effekt wurde mit der Targetierung von Doxorubicin-Immunoliposomen an
Lungenkrebszellen der Maus erreicht, die unter Behandlung eine deutliche Reduzierung des
Krebswachstums und eine Verlangerung der Uberlebenszeit erfuhren [249]. Kirpotin et al.
targetierten erfolgreich HER-2-exprimierende Brustkrebsgewebe in Mausen, und verglichen
in dieser Studie auch Doxorubicin-enthaltende konventionelle und terminal gekoppelte
Immunoliposomen auf ihre Zytotoxizitat [250]. Auch andere Autoren zeigten die erhdhte
Zytotoxizitat durch ein erfolgreiches Liposomentargeting in vivo [251,252]. Nam et al.
richteten ihre Immunoliposomen gegen Krebszell-spezifische Kohlenhydratstrukturen, unter
denen sie auch anti-LewiSAntikérper benutzten [253].
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Ein interessanter therapeutischer Ansatz wurde von Storm et al. beschrieben, die durch
Targetierung enzymgekoppelter Immunoliposomen (sog. Immunoenzymosomes) am
Krebsgewebe spezifisch die enzymatische Toxifizierung eines chemotherapeutischen
Prodrugs erreichten [254].

Mit dem erfolgreichen Targetieren von Liposomen wird jedoch nicht automatisch ein
therapeutischer Effekt erzielt. Zu diesem Zweck mussen die liposomalen Wirkstoffe entweder
gezielt am Wirkort freigesetzt werden oder in freier bzw. liposomaler Form in die
Targetzellen aufgenommen werden. Ein allgemeingtiltiger und favorisierter Weg kann hierftr
nicht beschrieben werden, da das therapeutische Ziel der Liposomen auf die Art und
Charakteristika der Targetzellen abgestimmt werden mulf3.

Die gezielte Wirkstofffreisetzung nach bzw. durch Targetbindung erfordert eine
Balance zwischen einer ausreichenden Liposomenstabilitat fir die Targetierung mit der
Mdglichkeit einer Destabilisierung am Wirkort. Zu Ende der 80er Jahre wurden sogenannte
targetsensitive Immunoliposomen beschrieben [255,256]. Diese bestehen lUberwiegend aus
einem PL, welches im Normalfall keine Bilayer bildet und zur Ausbildung inverser
hexagonaler Phasen tendiert. Werden einem solchen Lipid, wie z.B. dem Dioleoyl
Phosphatidylethanolamin DOPE, lipidverankerte Antikorper als Stabilisatoren zugemischt,
bilden sich targetierbare Immunoliposomen. Kommt es dann an den Targetzellen durch die
Antikorperbindung zu einer lateralen Diffusion der Stabilisatoren innerhalb der Liposomen
oder zur Aggregation benachbarter Liposomen, destabilisieren sich diese und setzen den
eingeschlossenen Wirkstoff frei [257]. Dieses Prinzip konnte jedoch bisher nicht auf sterisch
stabilisierte Immunoliposomen Utbertragen werden.

Entsprechend der Art der Targetzellen kann auch eine Internalisierung der Liposomen
angestrebt werden, wobei hier hauptsachlich eine endozytotische Aufnahme im Mittelpunkt
steht. Voraussetzung dafir ist eine sehr geringe Liposomengréf3e von méglichst unter 100 nm
Durchmesser. Dabei erscheint es von Vortell, aktive Internalisierungsmechanismen der Zelle
fur dieses Vorhaben auszunutzen. Durch Targetierung von endozytotischen Rezeptoren wie
z.B. dem Transferrinrezeptor [258], dem LDL- [259] oder dem Folatrezeptor [260] gelangen
Liposomen dann aktiv in die Targetzellen. Aber auch eine unspezifische endozytotische
Aktivitat verschiedener Zellen, wie z.B. Makrophagen der Leber tber sogenannte scavenger
Rezeptoren wurden dafur ausgenutzt [Review 261]. Die endozytierten Liposomen gelangen
dann Uber sogenannte coated vesicle in die Endosomen, wobei strukturell frihe Endosomen
(pH 6-6,5) und spéate Endosomen (pH 5-5,5) unterschieden werden [262]. Von dort gelangen
die Vesikel in die Lysosomen. Da bei einem lysosomalen pH-Wert von 3,5-4 eine schnelle
hydrolytische Zerstorung von PL und liposomalen Wirkstoffen stattfindet, missen die
Wirkstoffe bereits in den Endosomen freigesetzt werden. Dies kann durch pH-sensitive
Immunoliposomen geschehen. Wie die targetsensitiven Immunoliposomen bestehen diese
Uberwiegend aus DOPE, welches durch ein s&urehaltiges Amphiphil stabilisiert wird.
Wahrend dieser Stabilisator im Neutralen dissoziiert und damit starker hydratisiert vorliegt,
wird im sauren Milieu der Endosomen die Dissoziation und damit die bilayerstabilisierende
Hydratisierung zurtickgedrangt, so dal3 die Liposomen durch Inversmizellbildung zerfallen.
Als Stabilisator hat dabei insbesondere Cholesterylhemisuccinat Bedeutung [263, 264], wobei
aber auch Versuche mit Dialkylsuccinylglycerolen und Alkylhomocysteinen vorgenommen
wurden [265,266].

Zusammenfassend kann man feststellen, dal3 Immunoliposomen ein grofies
therapeutisches Potential als Drug Delivery Systems besitzen. Nach erfolgter Targetbindung
mufd das Verhalten der Liposomen flr das therapeutische Ziel weiter gesteuert werden. Dieses
Verhalten der Liposomen muf3 mit den Charakteristika der Zielzellen abgestimmt werden.
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2.4. Zielstellung dieser Arbeit

Selektine nehmen aufgrund ihrer initialen Stellung in der Adhasionskaskade der
Leukozyten eine Schltisselrolle der Immunantwort bei Entziindungserscheinungen ein. Aus
diesem Grund ist die Untersuchung der Bindungseigenschaften dieser Adh&sionsrezeptoren
von grolRer pharmakologischer Bedeutung. Zudem stellt die von den Selektinen vermittelte
Rollbewegung der Leukozyten eine absolute Sonderform einer Zell-Zell-Wechselwirkung dar,
so dal3 die Aufklarung dieses Prozesses auch wichtige biophysikalische Aspekte beeinhaltet.

Durch die Komplexitdt der an der Leukozytenadhasion beteiligten unterschiedlichen
Rezeptoren und durch die dynamischen Bindungseigenschaften der Selektine muf3 zu deren
Untersuchung ein reduktionistisches und dynamisches Modellsg&teamaffen werden.

Erstes Ziel dieser Arbeit war es also, ein dynamisches Testsystem zu etablieren, mit
dem die molekularen Bindungseigenschaften der Selektine im Prozel3 des Zellrollens
abstrahierend untersucht werden koénnen. Zur kontinuierlichen Modifizierung der
EinfluBbedingungen auf die Bindungseigenschaften sollte eine Variable in dieses Testsystem
integriert werden. Im Gegensatz zu anderen in vitro-Untersuchungen des Zellrollens, bei
denen direkte Zell-Zell-Wechselwirkungen oder das Zellrollen an isolierten Selektinen
analysiert wurde, sollten sich diese Arbeiten auf die Modifizierung der artifiziellen Liganden
konzentrieren. Da zudem die natlrlichen Selektinliganden in ihrer Bindungsfunktion und dem
Ursprung ihrer Bindungsaffinitdt nicht vollstandig verstanden sind, konnten aus dieser
Herangehensweise aul3erdem weitere Erkenntnisse uUber die Wirkungsweise der Liganden
resultieren.

Die Inhibierung der Selektine stellt eine neuartige Madoglichkeit zur kausalen
EinfluBnahme und Unterdrickung pathologischer Entziindungsprozesse dar. Aufbauend auf
dem oben beschriebenen Testsystem, mit dem unter in vitro-Bedingungen das Selektin-
vermittelte Zellrollen simuliert werden kann, koénnte dann die Unterdrickung der
Selektinbindungen durch Inhibitoren unter dynamischen Bedingungen quantifiziert werden.

Zweites Ziel dieses Arbeit war es somit, in einem dynamischen Testsystem
selektininhibierende Substanzen als potentielle antiinflammatorische Verbindungen auf ihre
Wirksamkeit zu untersuchen. Nach Madglichkeit sollten Unterschiede zu statischen
Bindungsstudien erkannt und begrindet werden, um daraus in Form einer Struktur-Wirkungs-
Beziehung Erkenntnisse fur weitere Inhibitoren abzuleiten.

Die vaskularen Selektine, die speziell nur am Ort der Entzindung von den
Endothelzellen exprimiert werden, bieten sich als exzellente Targetstrukturen fir ein
entzindungsspezifisches Drug Targeting an. Immunoliposomen haben ein grof3es Potential als
Arzneistoffvehikel, wobei ihre hauptsachliche Zielrichtung in der Optimierung der
chemotherapeutischen Krebsbehandlung liegt. Die Anwendung des Targetierungsprinzips der
Immunoliposomen auf die vaskularen Selektine erscheint in vielerlei Hinsicht sehr
erfolgversprechend, da beispielsweise die Immunoliposomen fiir die Targeterkennung und —
bindung das Gefal3system nichtlassen muf3ten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es also, in dem etablierten dynamischen Testsystem
die Moglichkeit der Ausnutzung der Selektine als Targetstrukturen fir Arzneimittelvehikel zu
untersuchen. Als Arzneistoffvehikel sollten Immunoliposomen fungieren, die damit erstmals
in Kombination mit Selektinen fir ein entziindungsspezifisches Targeting genutzt wirden.
Somit sollten fiir diese Aufgabenstellung selektingerichtete Immunoliposomen hergestellt und
in ihren Targetierungseigenschaften untersucht und optimiert werden. Durch die Verfolgung
des Schicksals der Liposomen nach erfolgter Targetierung kénnten weiterhin Erkenntnisse
Uber die physiologischen Funktionen der vaskularen Selektine resultieren.
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Anmerkungen zu dieser Arbeit

Die experimentellen Studien zu dieser Arbeit begannen zu Anfang des Jahres 1996. Zu
diesem Zeitpunkt hatte man grundlegende Erkenntnisse Uber die Rolle der Selektine im
Entzindungsprozel3, dber ihre Struktur und ihre statischen Bindungseigenschaften. In den
letzten Jahren konnte man einen deutlichen Zuwachs der Forschungsaktivitaten auf dem
Gebiet der Selektine verzeichnen, was sich beispielsweise in einer enormen Anzahl von
Veroffentlichungen (weit mehr als 100 monatlich mit dem Stichwort ,Selectins®)
widerspiegelt. Dabei wurden schwerpunktmallig die pathologische Rolle der Selektine,
Selektininhibitoren und Verbindungs- und Signalfunktionen der Selektine zu den anderen
Adhasionsrezeptoren untersucht. Aber auch die Charakterisierung der dynamischen
Bindungsfunktionen der Selektine im Rollprozel3 wurde in diesen Jahren entscheidend
vorangebracht. Diese Erkenntnisse (Bestimmung der kinetischen Bindungsdaten der
Selektine, Rolle der Zelldeformation fir das Zellrollen, alternative Rezeptoren fir
Rolluntersuchungen) uberschnitten sich teilweise mit unseren experimentellen Arbeiten und
Ergebnissen, so dal3 der Erkenntnisgewinn dieser Arbeit mittlerweile schon in das Gesamtbild
der Selektinaufklarung aufgenommen ist, und experimentelle Ansétze aus heutiger Sicht mit
dieser Erkenntnis interpretiert werden missen. Dies trifft insbesondere flr unsere
Voruntersuchungen zur Etablierung des dynamischen Rollassays zu. Eine Ubersicht unserer
veroffentlichten Arbeiten Uber diesen Zeitraum befindet sich im Anhang.

Zu Beginn unserer Liposomentargeting-Studien war die Nutzung des E-Selektins als
Target ein vollig neuer Ansatz, der aber mittlerweile auch von anderen Arbeitsgruppen
Ubernommen wurde. Im Verlauf dieser Arbeiten wurde eine Studie mit &hnlicher Zielstellung
veroffentlicht [267].

In den experimentellen Arbeiten wurden zur Ergdnzung von Aussagen teilweise
analytische Methoden genutzt, auf deren theoretische Grundlagen in dieser Arbeit nicht
explizit eingegangen werden soll. Dies trifft insbesondere fiur die Ergebnisse der
Quarzmikrowaage und die Befunde der Fluoreszenzpolarisation zu. An diesen Stellen wird
auf detaillierte Referenzen (Diplomarbeiten) verwiesen.

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen eines von mir mit geleiteten Projektes im
Sonderforschungsbereich 197. Fur die Arbeiten in dem Projekt betreute ich zwei
Doktoranden, deren Ergebnisse teilweise mit in diese Arbeit eingeflossen sind. Daftr wird an
den betreffenden Stellen auf die Promotionsarbeiten (zeitgleiche Fertigstellung mit dieser
Arbeit) verwiesen.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Chemikalien/Lipide

SPC wurde von Lucas Meyer (Hamburg) bezogen. Die Phospholipide DPPE, DSPE,
DSPC, POPC sowie die Chemikalien EDC, Chol., CHEMS (Morpholinosalz), N,N-
Diisopropylethylamin, 2.4.6. Trichloro-1.3.5-triazin (Cyanurchlorid), Glutarsdureanhydrid,
SPDP, SMPB, Natriumdithionit, Methgl-mannopyranosid und DTT wie auch Avidin und
das Lektin Concanavalin A waren von SIGMA-Chemikalien GmbH (Deisenhofen), PDP-PE,
MPB-PE und Biotin-PE wurden von Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA bezogen. Das
O-(2-Aminoethyl)-polyethylenglykolo(-Amino-w-Hydroxy-PEG 3000) stammt von FLUKA
(Neu Ulm). DOPE, OG wurden von ALEXIS Co. (Grinberg) bezogen.

Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden Lissanfin®khodamin-PE, DiO (Avanti Polar
Lipids), HPTS, NBD-PE, FITC-Dextran (Sigma) sowie Calcein und 6-Carboxyfluorescein
von Fluka verwendet.

Die Enzyme Pronase (Protease aus Streptomyces griseus), TrypsirQlnynotrypsin
stammen von Sigma.

Der Proteinanker N-Glut-PE wurde in der Arbeitsgruppe entsprechend einer Vorschrift
nach Weissig [268] synthetisiert.

Die verwendeten sleenthaltenden Glykolipide wurden im Rahmen einer Kooperation
von der Arbeitsgruppe Prof. R.R. Schmidt (Uni Konstanz) durch DC C. Gege und Dr. G.
Hummel synthetisiert. Bei diesen Lipiden war die *sKepfgruppe direkt (sLC&0) oder
durch 3 (sL&3), 6 (sLéL6) oder 9 Ethoxyeinheiten (sfl€9) an einem 1,2
Dihexadecylglycerol gebunden, oder durch eine Laktoseeinheit zu einem Ceram@e(sLe
verknuft. Die Reinheit der Substanzen wurden durch HPLC und NMR bewiesen [269,270].
Losliches sL& wurde auch von der AG Schmidt gefertigt, oder von Oxford Glyco Systems,
U.K. bezogen.

Die glykosidischen Selektininhibitoren (4.2.) wurden uns von der Kenkyoshu Co. Ltd.,
Japan zur Verfigung gestellt.

Die Puffer PBS, HEPES, Mes und MOPS (alle Sigma) wurden nach
Standardprotokollen hergestellt und waren von analytischer Reinheit.

3.2. Durchflu3apparatur

Die verwendete DurchfluBapparatur wurde in Auftragsarbeit aus Polyacrylat gefertigt.
An der Unterseite der Apparatur befindet sich die eigentliche DurchfluBkammer, die eine
Lange von 11 mm, eine Breite von 6 mm und eine H6he von 0,45 mm aufweist. Um
Inhomogenitaten der Stromung in der Kammer zu vermeiden, wurden die Randbereiche
abgerundet. Als Stromungsein- bzw. -auslafld sind von der Oberseite in die DurchflulRkammer
zwei Bohrungen eingebracht, an die an der Oberseite Schlauchansatze befestigt wurden. Die
DurchfluBkammer ist von einer runden, in die Apparatur eingelassenen Gummidichtung
(Durchmesser 15 mm) umgeben, auf die zum VerschlieBen der Kammer ein rundes
Deckglaschen von 18 mm Durchmesser aufgebracht wird. Das Glas wird durch einen
Metallring Gber 3 Schrauben in der Apparatur fixiert.

Die Schlauchverbindungen der Apparatur haben einen Innendurchmesser von 1 mm. Im
zufiuhrenden Schlauch befindet sich unmittelbar vor der Apparatur eine Blasenfalle (2 ml
Vial), die mit einem Septum abgedichtet ist, durch die die Zellsuspension injiziert werden
kann.

Die DurchfluBapparatur fir die Liposomentargeting-Untersuchungen unter
ScherfluBbedingungen war analog konstruiert und enthielt an der Unterseite zwei,
nacheinander geschaltete DurchfluBRkammern der oben angegebenen Bauart.
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3.3. Darstellung der Modellmembranen

3.3.1. Tragermaterialien und Reinigung

Als transparente Tragermaterialien fur die Modellmembranen wurden runde Mikroskop-
Deckglaser eines Durchmessers von 18 mm bei alle mikroskopischen Untersuchungen
genutzt. Die Charakterisierung der Modellmembran durch AFM erfolgte auf Tragern aus
Silizium. Diese Materialien wurden vor dem Gebrauch einer Reinigung unterzogen, um eine
sehr homogene und chemisch eindeutige Oberflache zu erhalten. Nach mechanischem
Polieren wurden die Glastrager mit einer Mischung aus koa3OKHO, (7/3) fur 30
Minuten bei 80°C im Ultraschallbad behandelt (oxidative Entfernung aller
Oberflachenverunreinigungen). Siliziumwaver wurden dagegen im ersten Schritt mit
HCI/H,0O,/H,0 (1/1/5) unter den gleichen Bedingungen behandelt. Danach wurde 30 Minuten
mit MilliQ ® gespiilt. Um alle Oberflachenmolekiile zum Silanol zu reduzieren, folgte ein
Reinigungsschritt mit NgIH>O,/H,O (1/1/5) fur 30 Minuten bei 80°C im Ultraschallbad.
SchlieRlich wurden die Trager 30 Minuten mit MilliQasser gespiilt und getrocknet.

3.3.2. Self-Assembling

Die frisch gereinigten Tragermaterialien wurden mit Dimethyloctadecyl-Chlorsilan
(Fluka) bei 50°C fiur 30 Minuten inkubiert. Bei dieser Prozedur bildet sich durch die
kovalente Reaktion des Silans mit den Hydroxygruppen der Glasoberflache eine homogene
Monolayer, die dem Material hydrophobe Oberflacheneigenschaften verleiht. Die so
vorbehandelten Trager wurden zur Komplettierung der Modellmembran mit der Langmuir-
Blodgett-Technik weiterbehandelt.

3.3.3. Langmuir-Blodgett-Technik

Die in frisch destilliertem Chloroform/Methanol (2:1/v:v) gelésten Lipide wurden auf
der Wasser/Luft-Grenzflache eines Langmuir-Troges (Filmwaage Typ R&K Riegler &
Kirstein GmbH, Deutschland) aufgespreitet. Als Subphase wurde Mili@sser verwendet.
Nach Abdampfen des Losungsmittels (15 min) wurde der Lipidfiim bei 25°C mit einer
Geschwindigkeit von 0,01 rfmmin® Molekiil* bis 38 mN/m komprimiert. Bei diesem
Lateraldruck wurde der Lipidfilm auf die hydrophobisierten Tragermaterialien nach einem x-
Typ-Transfer Ubertragen. Die Tauchgeschwindigkeit betrug dabei 0,5 mm/s und das
Ubertragungsverhaltnis lag zwischen 0,95 und 1.

Diese feststoffixierten Modellmembranen wurden innerhalb der nachsten Stunde fur
weitere Experimente verwendet.
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Abb. 5: Langmuir-Blodgett-Technik
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3.4. Darstellung Selektin-haltiger Glasoberflachen

3.4.1. Isolation von P-Selektin aus Blutplattchen

P-Selektin wurde in unserer Arbeitsgruppe basierend auf einer Vorschrift von Moore
aus Thrombozyten isoliert, gereinigt und konzentriert [271]. Dabei wurden humane
Thrombozyten zunachst durch schrittweise Zentrifugation (200 g und 1500 g) von
Erythrozyten weitgehend getrennt. Das Thrombozytenkonzentrat wurde dann durch einen
Frier-Tau-Prozel3 lysiert, anschlieRend wurden die Membranbestandteile bei 20.000 ¢
abzentrifugiert und mit 1%iger Triton X 100-Losung behandelt. Dadurch gehen
Membranproteine in Losung und nicht lI6sungsvermittelte Membranbestandteile kbnnen bei
20000g abgetrennt werden.

Die SO gewonnenen P-Selektin-reichen Membranproteine wurden
affinitdtschromatografisch tber eine Concanavalin A-S&ule gereinigt. Die P-Selektin-ConA
Bindungen wurden mittels Methylmannosid verdrangt, wobei das Selektin mit Octylglykosid
als Losungsvermittler von der Chromatografiesaule eluiert wurde.

3.4.2. Kovalente Immobilisierung des P-Selektins auf Glasplattchen

Das isolierte P-Selektin wurde tber Cyanurchlorid an Glasoberflachen gebunden. Dafir
wurden ca. 10 frisch gereinigte Glasplattchen (3.1.1.) in 20 ml eines Boratpuffers (pH 8,8) mit
2 g Cyanurchlorid Uber 16 Stunden versetzt. Nach Trocknung der Glaser wurden diese mit 1
ml einer Mischung aus Selektinldsung und Albuminlésung (jeweils 100 ul einer Losung mit
0,7 pmol/ml) mit Boratpuffer pH 8,8 fur 2 Stunden bei Raumtemperatur umgesetzt. Als
Blindwert wurde nur die Albuminlésung verwendet. Nach der Kopplung wurden die Glaser
mit PBS gespdlt.

3.5. Zellkultivation und Antikorper

E-Selektin-transfizierte Chinese Hamster Ovarial Zellen (CHO-E-Zellen) wurden in
MEM-a Medium mit 10% fotalem Kalberserum, 2 mM L-Glutamin und 100 nM
Penicillin/Streptomycin kultiviert (alles c.c. pro GmbH, Neustadt). 5xTBIO-E-Zellen
wurden in Kulturflaschen ausgeséat und bei 37°C in 5% @®i bis vier Tage inkubiert, bis
sie nahezu konfluent ausgewachsen waren. Nach einer dreiminttigen Trypsinisierung mit 2
ml 0,25% Trypsin in EDTA wurden die Zellen in Zentrifugationsréhrchen tberfihrt, far 3
min bei 430 g zentrifugiert und gewaschen. Danach erfolgte die Fluoreszenzmarkierung der
Zellen mit Calcium GreenTM -2 AM (Molecular Probes, Leiden, Holland). Die so
behandelten Zellen bleiben flr ca. vier Stunden in Suspension, in dieser Zeit wurden die
Zellrollexperimente durchgefiihrt.

Fur die Inhibierungsexperimente kamen HL-60-Zellen zum Einsatz. Diese wurden fur
die Kultivierung zu ca. 50.000 Zellen pro ml in RPMI-Medium mit 10 % FKS, Refobacin und
Fungizone bei 37 °C unter 5% @&ultiviert. Die Vitalitat der Zellen wurde mit Trypanblau
getestet.

Fur die Immunoliposomen-Targetierungsstudien wurden Endothelzellen aus humanen
Nabelschnuren (HUVEC) maximal 24 Stunden postnatal isoliert.

Die Isolation erfolgte unter sterilen Bedingungen (Laminar flow box) mit sterilen
Ldsungen, die vor Praparationsbeginn im Brutschrank auf 37°C gebracht wurden. Nach einer
aulReren Reinigung der Schnur mit 70%igem Ethanol wurde an beiden Seiten ca. 1 cm
abgetrennt. Danach wurde die Vene mittels einer Knopfkantle katheterisiert und dann dreimal

33



mit je 50 ml physiologischer NaCl gespult, um etwaige Thromben zu l6sen. Nach einer
nochmaligen Reinigung mit 50 ml PBS (Cand Mg™ enthaltend) wurde die Vene mit Luft
durchspult. Nach diesen Reinigungsschritten wurden die Enden der Schnur abgeflammt und
an einer Seite verschlossen. Im Anschlufd wurden 15 ml einer 0,15%igen Chymotrypsinlésung
langsam bis zur prallen Fillung der Vene eingespritzt. Nach einer 30 mindtigen
Inkubationszeit im Brutschrank bei 37°C wurde die Schnur leicht massiert, um die Ablésung
der Endothelzellen zu forcieren. Nach Offnung der Vene wurde der Inhalt in ein 50 ml
Falconréhrchen aufgenommen. Es wurde zweimal mit je 15 ml Medium nachgespult, die
vereinigten Losungen wurden zentrifugiert und das entstandene Zellpelett in frischem
Medium aufgenommen und in Kulturflaschen dberfihrt. Die Zusammensetzung des
Kulturmediums war: 500 ml Medium M199 mit Earl's Salzen (Gibco BRL), dem 5 ml
Penicillin/Streptomycinlésung 1%, 5 ml essentielle Aminosauremischung 1% (c.c.pro
GmbH), 5 ml 1%iger Pyruvatlésung, 5ml HEPES (10mM, pH 7,4), 2,5 ml Schutzfaktor und
100 ml (20%ig) fotales Kéalberserum zugegeben wurden.

Die Kulturflaschen wurden vor Zellzugabe mit Gelatinelosung impragniert. Nach 3
Stunden wurde ein Anhaften der HUVEC am Boden der KulturgefalR3e sichtbar, so dal3 ein
Mediumwechsel erfolgen konnte. Nach 2 bis 4 Tagen zeigten die HUVEC ein konfluentes
Wachstum und wurden erstmals passagiert. Fur die Zellversuche wurden HUVEC der zweiten
oder dritten Passage verwendet, da die HUVEC ab der finften Passage kein E-Selektin mehr
exprimierten.

Bei den Internalisierungsstudien der Liposomen mittels HPTS kamen als
Vergleichszellen Keratinozyten und die Makrophagen-Zellinie J 774 zum Einsatz.

Die verwendeten Keratinozyten (HaCat, Passage 27) wurden uns von Prof. Wohlrab
(Universitatshautklinik, Uni Halle) freundlicherweise zur Verfiugung gestellt. Die
Kultivierung erfolgte in Keratinocyte SFM (Gibco-BRL) bei 37°C unter 5% GO zu einem
konfluenten Wachstum der Zellen Gber 4 bis 5 Tage nach Aussaat.

Die Makrophagen-Zellinie J774 (Passage 8, American Type Culture Collection)
erhielten wir von der Arbeitsgruppe Prof. Schroder, FB Pharmazie, Inst. fir Pharmakologie
und Toxikologie. Die Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagles Medium + 10% PBS +
Penicillin/Streptomycin bei 37°C unter 5% gMis zu einem konfluenten Wachstum
kultiviert.

Die anti(Maus)-E-Selektin Antikdrper (Ratten 1gG), die fur die CHO-E-Zellen zur
Anwendung kamenyurden uns feundlicherweise von Prof. Vestber (Universitat Minster)
Uberlassen. Zur Charakterisierung der Ligandenverteilung in den Modellmembranen kam ein
FITC-markiertes anti-selgG (Camion, Heidelberg) zur Anwendung. Humanes IgG sowie
biotinyliertes IgG fur den Vergleich der Kopplungsmethoden, hochgereinigtes Maus IgG ftr
die Immunogenitatsuntersuchungen sowie anti-Biotin-IgG flr die targetsensitiven Liposomen
stammte von Sigma. Der anti(human)-E-Selektin Antikorper (BBA 26) fir die Targetierung
der HUVEC wurde von R&D Systems, Wiesbaden erworben.

3.6. Liposomenpréaparationen

Die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen wurden uber die Hydratationsmethode
hergestellt. Dafir wurden die entsprechenden Lipide in Chloroform als definierte
Stammlésungen aufgenommen. Entsprechende Mengen dieser Stammldsungen (je nach der
Verwendung der Liposomen mit mMPEG-PE, Ar@ekern oder Fluoreszenzlabelm)rden in
einen Rundkolben gefullt und zur Bildung eines Lipidfilms am Vakuumrotationsverdampfer
bei ca. 35°C vom Chloroform befreit. Nach einer Trocknungszeit von minimal 2 Stunden im
Exsiccator unter Vakuum erfolgte die Zugabe einer adaquaten Menge von
Dispergierungsmedium, wobei die Dispergierung der Lipide mit Hilfe von Glasperlen durch
manuelles Schuitteln tUber 10 Minuten bei 60 °C erfolgte. Die Dispersionen wurden
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anschliel3end tUber mindestens 16 Stunden mechanisch geschiittelt und danach finfmal durch
eine Polycarbonatmembran der gewtinschten Porengrof3e (Nucleopor, Porengréf3e 400, 200,
100, 50nm) extrudiert (Extruder, Lipex Biomembrane, Vancouver, Canada).

Die Liposomen wurden auf ihre erhaltene Grol3e mittels dynamischer Lichtstreuung
(Malvern, Autosizer lic) Uberprift und dann der weiteévemwendung (z.B. Proteinkopplung)
zugeflhrt.

Zur Herstellung der polymerisierten Liposomen wurde ein Lipidfilm (15 pmol) wie
oben angegeben hergestellt und dann in 1 ml einer Mischung aus 100ul
Acryloxyethyltrimethylammonium Chlorid (Polysciences Inc. Warrington, PA, USA) und
900ul PBS mit 0,5 mg Riboflavin und 0-5mg N,N‘ Methylenbisacrylamid (Sigma) unter
Lichtabschlul3 bei Raumtemperatur dispergiert. Nach 16-stiindiger Schittelbehandlung unter
Lichtabschluf? wurden die Liposomen extrudiert und anschlielRend mittels Gelchromatografie
(Sephadex G 50, Pharmacia, Schweden) vom Monomer der Liposomenaul3enphase
abgetrennt. Daraufhin wurden die Liposomen unter UV-Licht fur ca. 12 Stunden
polymerisiert und einer Proteinkopplung unterzogen.

3.7.Kunststoffpartikel

Die als kinstliche Rollzellen bzw. Targetzellen untersuchten Feststoffpartikel bestanden
aus Melamin, und wurden in unterschiedlichen Gré3en (250 nm, 850 nm, 2,6 um, 7 pm) von
der AERES GmbH Berlin bezogen. Zur Funktionalisierung der Partikel mit einer
umgebenden Bilayer wurden die Partikel im ersten Schritt hydrophobisiert. Dafir wurden sie
in trockenem Chloroform Uber ca. 16 Stunden unter Rihren mit Cyanurchlorid und N,N-
Diisopropylethylamin bei Raumtemperatur aktiviert. Nach Entfernen des uberschissigen
Cyanurchlorids durch Zentrifugation der aktivierten Partikel wurden diese dann wiederum in
trockenem Chloroform aufgenommen und mit DPPE umgesetzt. Durch die selektive
Kopplung der DPPE-Aminogruppe am Cyanurchlorid weisen die Alkylreste nach auf3en und
verleihen den Partikeln eine Hydrophobizitat. Durch Vesikelfusion auf diese Monolayer wird
eine Bilayer komplettiert. Daftr werden ein Teil der Partikel mit einem ca. 10-50fachen
UberschuB (berechnet nach Lipidmenge) an ca. 100 nm groff@sohien versetzt und ca. 16
Stunden geschittelt. In dieser Zeit fusioniert ein Teil der Liposomen zu einer dichten Bilayer
auf den Partikeln. Der Liposomentberschul3 wird Uber Zentrifugation von den Partikeln
entfernt.

3.8. Zellrollexperimente

Fur die Zellrollexperimente wurde die DurchfluBkammer am Mikroskoptisch des Laser
Scanning Mikroskops installiert und fir mindestens 20 Minuten auf 37°C temperiert.

Prinzipiell erfolgte die definierte Durchstromung der Kammer mittels hydrostatischen
Drucks. Dafur diente ein 250 ml Scheidetrichter als Reservoir fur das Fliemedium, der an
einem skalierten Stativstander in variabler Hohe befestigt wurde. Resultierend aus der Hohe
des Reservoirs und des Flissigkeitsspiegel entstand ein definierter hydrostatischer Druck, der
durch die ausgeflossene Menge Medium in einen 10 ml Mal3kolben pro Zeiteinheit geeicht
werden konnte. Uber die DurchfluRmenge und die geometrischen Daten der Kammer konnten
die Scherraten ausgerechnet und zur Skalierung des Statives korreliert werden.

Fur die Rolluntersuchungen sollten die vorbereiteten Zellen (3.5.) relativ
hochkonzentriert in den Mikroskop-Bildausschnitt gelangen, um mdglichst viele Zellen
auswerten zu konnen. Deshalb wurden die Zellen nicht im gesamten FlieBmedium
suspendiert, sondern @dellen in 150 pl Medium direkt durch das Septum der Blasenfalle in
den FlUssigkeitsstrom injiziert. Nach ca. 3 Sekunden waren die Zellen im Bildausschnitt
angelangt. An diesem Zeitpunkt wurde der Flul3 unterbrochen, um eine Zellsedimentation zu
ermoglichen. Nach einer Sedimentationszeit von 5 Minuten befanden sich alle Zellen mit der
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Modellmembran der Kammer in Kontakt, und der Flu3 wurde wieder hergestellt. Der Verlauf
der Zell-Membran-Wechselwirkungen wurde aller zwei Sekunden mittels eines digitalen
Mikroskopbildes abgespeichert. Durch diese Bildsequenz |43t sich die Bewegung jeder
einzelnen Zelle nachvollziehen und auswerten.

Bei Versuchen mit den l6slichen Inhibitoren der Arbeitsgruppe Ikami wurden der HL-
60-Zellsuspension 30 nmol der entsprechenden Substanzen vor Einspllen in die Kammer
zugeflgt.

3.9. Praparative Darstellung des Proteinankers Cyanur-PEG-PE

Die Herstellung des Proteinankers Cyanur-PEG-PE (N-[3-Chlos--,6-dichloro-
2,4,6-triazoxyl)-poly(ethylenglykol)er-amino)-2,4,6-triazyl]-DPPE) erfolgt Uber drei Stufen.
Zuerst wird Cyanurchlorid (2.4.6. Trichloro-1.3.5 triazin) mit der Aminogruppe des DPPE
umgesetzt, wobei im Anschlull das gekoppelte Cyanurchlorid in einer weiteren
Substitutionsreaktion die Aminogruppe eines heterobifunktionellen P&®mino-w-
Hydroxy-PEG 3000) bindet. Das entstandene Produkt (N-[3-ChlarBr(droxy-
poly(ethylenglykol)-a-amino)-2,4,6-triazyl]-DPPE) wird dann terminal mit einem weiteren
Cyanurchlorid  umgesetzt. Dieser  Cyanurchloridrest gestattet die terminale
Antikorperkopplung an liposomale PEG-Ketten.

Zur synthetischen Darstellung des Proteinankers Cyanur-PEG-PE wurden 150 mg
DPPE (0,21 mmol) in trockenem Chloroform gelést und mit einem dreifach molaren
UberschuR von Cyanurchlorid (118 mg) in Gegenwart eines aquimolaren Gehaltes an N,N-
Diisopropylethylamin (29 mg) bei Raumtemperatur tUber ca. 72 h gerthrt. Die Umsetzung des
DPPE (Rf 0,55/ Chloroform/Methanol/Wasser 65/35/1, Detektion mit Bromthymolblau,
anschlieend Molybdanspray zum Phosphatnachweis) zum DPPE-Cyanurchlorid (Rf 0,72)
erfolgt nahezu vollstdndig, wobei das Produkt mittels praparativer DC (Kieselgel, 2mm
Schichtdicke, Merck,) isoliert wurde. Das Produkt war chromatografisch rein und wurde
mittels Elementaranalyse (Cl, N) bestatigt.

Zur Kopplung einer PEG-Kette an das DPPE-Cyanurchlorid wird das Produkt
wiederum in trockenem Chloroform aufgenommen und mit einer 0,9-fachen molaren Menge
des heterobifunktionellea-Amino-w-Hydroxy-PEG (3000) in Gegenwart eines aquimolaren
Gehalt an N,N-Diisopropylethylamin tber ca. 72 h bei Raumtemperatur umgesetzt. Um das
entstandene Produkt (Rf 0,65) von dem nichtumgesetzten PEG-Derivat zu trennen, wurde der
Reaktionsansatz dreimal mit Wasser ausgeschuttelt, die Chloroformphase eingeengt und tber
24 h am Olpumpenvakuum getrocknet.

In der dritten Umsetzungsreaktion wird das entstandene Produkt PEG-PE zur Kopplung
des Cyanurchlorides an die freie terminale Hydroxygruppe des PEG mit einem dreifach
molaren UberschuB an Cyanurchlorid unter &aquimolarer Zugabe von N,N-
Diisopropylethylamin in trockenem Chloroform wiederum Uber 72 h bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Isolation des Endproduktes Cyanur-PEG-PE (Rf 0,6) erfolgte durch
Saulenchromatografie (Kieselgel 60, Merck) unter Elution mit Chloroform/Methanol 90/10
bzw. 70/30. Die Gesamtausbeute dieser Umsetzungen betrug ca. 25%. Das Endprodukt war
chromatografisch rein. Die Identitat wurde durch Elementaranalyse bestimmt. Aufgrund der
nicht exakt definierten Molmasse des PEG wurde durch vergleichende Analyse mit dem PEG
(N-Bestimmung) eine mittlere Molmasse bestimmt und dann fir die Charakterisierung des
Endproduktes bertcksichtigt (CI,N). Das Cyanur-PEG-PE wurde mit definierter Menge in
Chloroform aufgenommen und als Stammlésung bei —20°C gelagert.
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3.10. Antikorperkopplungen an die Liposomen

3.10.1.Kopplung der Antikorper an konventionelle Liposomen

Fur alle Antikorper-Kopplungsmethoden wurde von einem initialen molaren
Antikorper/Lipid Verhaltnis von 1:1000 ausgegangen. Die Quantifizierung der gekoppelten
Antikdrpermenge erfolgte tber eine Proteinbestimmung nach Peterson und P@&fyAls
Grundlipidmischung fur alle Liposomen wurde SPC/Chol 7:3 (molar) verwendet. Diese
Mischung wurde den entsprechenden Kopplungsmethoden angepalit, indem die zugegebenen
Proteinanker, mPEG-PE und u.U. die fluoreszenten Lipidlabel auf Kosten des SPC eingebaut
wurden. Nach einer erfolgten Antikdrperkopplung wurden die Immunoliposomen einer
Phosphatbestimmung unterzogen [273], um Lipidverluste durch die chromatografischen
Trennschritte berticksichtigen zu kdénnen.

N-Glut-PE: Fur die Antikbrperkopplung an N-Glut-PE wurden Liposomen mit 10 mol%
dieses Ankers in PBS (pH 7,4) hergestellt. Diese wurden durch die Zugabe von EDC (6mg
EDC/umol N-Glut-PE) dber 4-6 Stunden bei Raumtemperatur unter Schiitteln aktiviert.
Danach wurde der Uberschu® an EDC durch Gelchromatografie (Sephadex G 50) abgetrennt.
Die entsprechende Menge Antikérper wird zu den Liposomen gegeben. Nach einer
Reaktionszeit von ca. 16 Stunden bei Raumtemperatur unter Schutteln wird die ungebundene
Antikdrpermenge gelchromatografisch (Sepharose 4B, Sigma) abgetrennt.

Fur die Kopplung von Con A wurde ein molares Verhdltnis von Con A/Lipid 1:100
genutzt, die Kopplungsschritte waren identisch.

Biotin-Avidin-Technik: Fur die nichtkovalente Biotin-Avidin-Kopplungstechnik
wurden Liposomen in HEPES hergestellt, die 0,1 mol% Biotin-PE enthielten. Diese
Liposomen wurden dann schrittweise einer Avidin-Losung in HEPES bis zum Erreichen eines
aquimolaren Verhéltnisses von Biotin und Avidin zugegeben, wobei nach jedem
Zugabeschritt intensiv  durch Vortexer gemischt wurde. Nach einer 30minitigen
Inkubationszeit wurden dann die biotinylierten Antikorper als HEPES-LOsung zugegeben,
wobei nach erneuter Inkubation Uber 30 Minuten dann die nichtgebundenen Antikoérper tber
Sepharose 4B abgetrennt wurden.

PDP-PE-Kopplung: Fur diese Kopplung mufdte der Antikdrper mit einer
Maleimidgruppe versehen werden, dies geschah entsprechend der Vorgaben von Hansen et al.
[223]. Dafiur wurde SMPB in DMF langsam zu einer Antikdrperldsung in HEPES gegeben,
bis ein molares Verhéltnis von SMPB/Antikdrper 20:1 erreicht war. Nach 90minatiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Uberschu an SMPB iiber Sephadex G 50 unter
Eluierung mit einem Puffer von pH 6,7 (25mM Mes, 25mM HEPES, 140mM NacCl)
abgetrennt.

Liposomen, die 1mol% PDP-PE enthielten, wurden in dem gleichen Puffer hergestellt.
Zur Reduzierung der Disulfidbriicke des PDP-PE wurde DTT bis zugicBen einer 20 mM
Endkonzentration zugefigt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor der
UberschuR an DTT durch Sephadex G 50 abgetrennt wurde. Die entsprechende Menge des
MPB-Antikdrpers wurde dann sofort zu den Liposomen gegeben. Nach 16 Stunden wurden
auf dem beschriebenen Weg die nichtgekoppelten MPB-Antikérper abgetrennt.

MPB-PE-Kopplung: Fur diese Technik muf3ten freie Thiolgruppen an den Antikérpern
generiert werden. Daflr wurde SPDP in Ethanol zu einer HEPES-L6sung des Antikdrpers
gegeben, bis ein molares Verhaltnis von SPDP/Antikbrper 10:1 erreicht war. Nach 30
Minuten Inkubation wurde der Uberschu an SPDP wiederum mit Sephadex G 50 abgetrennt,
wobei mit einem Puffer von pH 4,7 (100mM Na acetat, 100mM NaCl) eluiert wurde.
Unmittelbar vor der Proteinkopplung wurde die Disulfidgruppe des PDP durch DTT reduziert
und das DTT durch Gelchromatografie und Elution mit Puffer pH 6,7 entfernt.
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Die frisch thiolierten Antikérper wurden zu Liposomen von pH 6,7 gegeben, die 1
mol% MPB-PE enthielten. Nach 16stindiger Inkubation wurde Uber Sepharose 4B und
Elution mit HEPES getrennt.

3.10.2. Antikorperkopplung an das Cyanur-PEG-PE

Zur Antikorperkopplung an die terminalen PEG-Reste des Cyanur-PEG-PE wurden
Liposomen mit unterschiedlichem Gehalt an Cyanur-PEG-PE (0-7,5 mol%) entsprechend der
0.g. Hydratisierungsmethode in 0,15M NaCl (0,5 ml) hergestellt. Die korrespondierende
Menge des zu koppelnden Antikérpers wurde in 0,5 ml Boratpuffer eines pH von 8,8 gelost
und der Praparation zugesetzt. Die Kopplung erfolgt bei Raumtemperatur Gber 16 Stunden
unter Schitteln. Nach dieser Zeit werden die resultierenden Immunoliposomen von den nicht
gebundenen Antikdrpern durch Gelchromatografie (Sepharose 4B) unter Elution mit PBS
(0,15M, pH 7,4) getrennt.

3.11. Untersuchung der Immunogenitét der Immunoliposomen

Zur Untersuchung der Immunogenitat von Liposomen bzw. Immunoliposomen wurde
diese in Ratten i.v. injiziert, wobei nach einer wiederholten Gabe der Liposomen nach einer
Inkubationszeit der Blutspiegelverlauf bzw. die Organanreicherung der Liposomen analysiert
wurde. Daflr wurden konventionelle (N-Glut-PE, 5mol% PEG-PE) und terminal gekoppelte
Immunoliposomen (Cyanur-PEG-PE, 5 mol% bzw. 3 mol%+2mol% mPEG-PE) unter sterilen
Bedingungen hergestellt (Vesikelgrof3e ca. 85 nm) und mit einem hochgereinigten Maus I1gG
(SIGMA) wie angegeben gekoppelt. Als Kontrolle wurden Standardliposomen (SPC/Chol)
mit ebenfalls 5 mol% MPEG-PE eingesetzt. Diese Liposomen wurden am Tag 1 mannlichen,
ca. 8 Wochen alten Wag-Rij-Ratten von ca. 250 g Gewicht unter Diethylether-Narkose i.v.
injiziert, wobei die genaue Dosierung (2 pmol Liposomen/ 100g) durch Differenzmessung der
Spritzen vor und nach erfolgter Injektion berechnet wurde. Am Tag 14 erhielten die Ratten
eine wiederholte Liposomeninjektion, wobei die Liposomen zur Verfolgung des
Blutspiegelverlaufs und der Organverteilung den radioaktiven Markets
Cholesteryloleylether (Amersham, Buckinghamshire, UK) (0,5 uCi/2 pmol Lipid) enthielten.
Gemessen vom Zeitpunkt dieser Injektion wurden den Ratten unter Anadsthesie nach 2, 5, und
10 Minuten sowie nach 1, 2, 3, 6 und 24 Stunden Blutproben entnommen. Nach 24 Stunden
wurden die Ratten getotet, der Blutkreislauf mit Puffer gespult und die Leber, Milz, Lunge,
Herz und Nieren entnommen. Diese Organe wurden unmittelbar darauf homogenisiert und
nach geeigneten Verdinnungsschritten gemeinsam mit den Blutproben (Serum) auf ihren
Radioaktivitatsgehalt vermessen. Durch Vermessung von verschiedenen Aquivalenten der
Ausgangsliposomen konnte die gesamte, den einzelnen Ratten applizierte
Radioaktivitatsmenge berechnet werden. Unter Berucksichtigung der Gesamtserum-Menge
jedes Tieres (Gewicht x 0,0219) + 2,66 und der vorgenommenen Verdinnungsschritte
konnten dann die erhaltenen Blut-Zeit- bzw. Organ-Werte zu dem Ausgangswert prozentual
ins Verhéltnis gesetzt werden.

Die pharmakokinetische Auswertung der Blutspiegelverlaufes wurde mittels Topfit,
Version 2.0 vorgenommen [274]. Es wurde eine kompartimentfreie Analyse unter Annahme
einer Bolus infusion vorgenommen. Als Dosiseinheit wurden die prozentualen Werte der
Radioaktivitat zur Zeit in Minuten verwendet.
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3.12. In vitro-Zellbindungsstudien der Immunoliposomen

Bei der Verwendung der HUVEC als Targetzellen fir die Immunoliposomen muf3ten
diese durch ihre nichtkonstitutive Exprimierung des E-Selektins vor den Versuchen einer
Stimulation mit rekombinantem humanen I[B-1(aus E. coli, Boehringer Mannheim)
unterzogen werden. Der Nachweis der E-Selektin-Exprimierung und deren zeitlichen Verlauf
wurde mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper (FITC-markierter sekundarer Antikdrper
gegen anti-E-Selektin-1gG, SIGMA) durchgeftihrt.

3.12.1.Messung unter statischen Bedingungen (plate reader)

Nach einem konfluenten Wachstum wurden die HUVEC durch Behandlung mit Trypsin
(0,25% Trypsin-EDTA) aus den Kulturflaschen geernet und auf 96-well-Platten (Labsystems)
Ubertragen. Pro well (Gelatineimpragnierung) wurden ca. 40.000 Zellen ausgeséat, die
innerhalb von ca. 3 Stunden eine festhaftende Monolayer bildeten. 3 Stunden vor
Liposomenzugabe wurden die HUVEC mit IB-{16 ng / 2 ml Medium) bei 37 °C stimuliert.
Nach erneutem Mediumwechsel wurden die verschiedenen Liposomenpraparationen zu den
HUVEC gegeben. Die Liposomeninkubation erfolgte zur Fokussierung auf Bindungsprozesse
ohne endozytotische Aufnahme bei 4°C Gber 90 Minuten, wobei das Lipid-Zell-Verhaltnis
1pmol Lipid/10 HUVEC betrug. AnschlieBend wurden die nicht gebundenen Liposomen
durch Spulen der wells entfernt und eine fluorimetrische Quantifizierung (Fluoroscan Ascent,
Labsystems) durchgefiihrt. Als Blindwerte dienten die Zellen ohne Liposomenbehandlung.

3.12.2.Messung am Durchflu3zytometer

Nach Trypsinisierung wurden die HUVEC in Kulturschalchen (Gelatineimpréagnierung)
Uberfiihrt und fir ca. 12 Stunden im Brutschrank (37°C, 5%) @@lassen. Nach den
angegebenen Stimulationsschritten und der Liposomeninkubierung bei 4°C wurden die nicht
gebundenen Liposomen wiederum durch mehrfaches Spuilen von den HUVEC getrennt.
Anschlie3end wurden die HUVEC mechanisch von den Béden der Kulturschalen entfernt und
der durchfluf3zytometrischen Messsung zugefihrt.

Diese erfolgte an einem Durchfluzytometer FACScan (Becton Dickinson, San Diego,
USA) bei einer Anregungswellenlange von 488 nm. Die Zellsuspension wurde mit einer
Konzentration von ca. £0Zellen/ml verwendet. Fir diese Untersuchungen enthielten die
Liposomen 3 mol% NBD-PE. Die Messungen wurden freundlicherweise von Dipl. Phys.
Klappersttick an der Universitatshautklinik durchgefihrt.

3.12.3.Mikroskopische Auswertung der Liposomenbindung unter simulierten
Scherflubedingungen

Nach Trypsinisierung wurden ca. 500.000 HUVEC auf runde Mikroskopie-
Deckglaschen (Gelatineimpréagnierung, 18 mm Durchmesser, 0,5 mm dick) aufgebracht und
fur 3 Stunden im Brutschrank belassen. Nach dieser Zeit hafteten die Zellen fest an, so daf}
die Glaser in die Doppel-Durchflul3apparatur (3.2.) eingebaut werden konnten. Als interner
Vergleich wurde immer ein Glaschen mit stimulierten und eines mit unstimulierten HUVEC
gleichzeitig in der Doppelkammer fiir die Liposomenexperimente verwendet. Die
Durchflu3apparatur wurde am thermostatierten Mikroskoptisch (37°C) fixiert und mit einer
Walzenpumpe verbunden. Unter einem kontinuierlichen Mediumflu3 von 2,4 ml/min
(entsprechend einem Schergrad von 200Y) swurden die betreffenden
Liposomenpraparationen (3 mol% NBD-PE enthaltend) dem Strom zugegeben. Vor jeder
mikroskopischen Untersuchung (0; 0,5 h; 5 h; 18 h) wurde der Liposomenflu3 fir 5 Minuten
durch reines Medium setzt und anschlielRend wiedarfgenommen.
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3.13. Untersuchung der Zellinternalisierung der Liposomen

3.13.1.Pyraninmethode

Zur Untersuchung der Liposomeninternalisierung mittels Pyranin (8-Hydroxy-1,3,6-
trisulfonsaure; HPTS) wurde zuerst der reine Farbstoff auf seine spektralen Eigenschaften in
Abhangigkeit vom pH untersucht. Laut Literaturangaben wurde ein Pyraninpuffer mit pH 5,1
[275] hergestellt, von dem ausgehend mit gelésten 60 uM HPTS durch NaOH-Zugabe die
gewunschten pH-Werte zwischen 5,5 und 8,5 eingestellt wurden. Die Fluoreszenz-
Anregungsspektren wurden dann fir diese Lésungen bei Anregungswellenlangen von 200-
500 nm mit Emission bé&l2 nm aufgzeichnet (Fluameter Hitachi Flioroscan).

Fur die Internalisierungsexperimente wurden die Liposomen in einer 35 mM HPTS-
Losung hergestellt und nach Abtrennung des HPTS im aufReren Medium unfunktionalisiert
oder nach Antikorperkopplung (3.10.1) verwendet.

Die Vergleichszellen Keratinozyten und J774 wurden ohne weitere Vorbehandlung
genutzt, bei HUVEC erfolgte wiederum eine Stimulierung (3.12).

Ca. 12 Stunden vor den eigentlichen Versuchen wurden £Zellén auf Kulturschalen
verteilt. Nach Adharenz der Zellen wurden diese mit pyraninenthaltenden Liposomen
(Pyranosomen) bei 4°C oder 37°C inkubiert und anschlieend die nicht gebundenen
Pyranosomen durch mehrmaliges Spulen entfernt. Nach Ablésen der Zellen von den
Kulturschalen wurden diese direkt der Fluoreszenzmessung mit den o.g. Parametern
zugefuhrt. Die Liposomen-freien Zellen wurden nach analoger Behandlung als Blindwerte
verwandt.

3.13.2 Dithionit-Methode

Fur die Internalisierungsuntersuchungen mit Hilfe des NBD-Quenchers Dithionit
muf3ten Liposomen angewendet werden, die NBD-PE nur in der aul3eren Monolayer
enthielten. Dies wurde durch eine Ethanolinjektionsmethode gewahrleistet. Daflr wurden die
intakten und ungelabelten Liposomen (in PBS) unter vortexen mit einer ethanolischen NBD-
PE L6sung (entsprechend 3 mol%) eines solchen Volumens versetzt, das ca. 1 Vol% der
wassrigen Phase entsprach. Zur Uberpriifung des asymmetrischen Einbaus des NBD-PE
wurde die Fluoreszenzabnahme unter Dithionit-Zugabe am Fluorimeter verfolgt (Anregung
490nm, Emission 530 nm). Dafir wurden den Liposomen in einer Klvette unterschiedliche
Mengen einer Dithionit-Stammlésung (Tris, pH10) bis zum Erreichen eines molaren
Verhaltnisses von (NBD:Dithionit) 1:50.000; 1:100.000 oder 1:200.000 zugegeben. Die
abnehmende Fluoreszenzintensitat wurde innerhalb von 10 Minuten kontinuierlich analysiert.

Fur die Zelluntersuchungen wurden die HUVEC wiederum nach Trypsinisierung auf
Deckglaschen (18 mm Durchmesser, Gelatinebehandlung) aufgebracht und 3 Stunden im
Brutschrank belassen und anschliel3end stimuliert. Danach wurden die Liposomen (1 pmol
Lipid/10° HUVEC) fiir 90 Minuten bei 37°C auf die Zellen gegeben und anschlieRend die
nicht gebundenen Liposomen durch Spilen entfernt. Nach einer ersten
fluoreszenzmikroskopischen Analyse der Zellen am LSM wurden diese fur 3 Minuten mit
einer 20 mM L6sung von Dithionit versetzt und nach mehrfachem Spulen erneut analysiert.

3.13.3.Anwendung von Liposomen mit Fluoreszenz-Doppelmarkierung

Fur diese Versuche wurden unfunktionalisierte Liposomen benutzt, die mit
eingeschlossenem FITC-Dextran und eingebautem Rhodamin-PE eine Doppelmarkierung
enthielten.
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Die HUVEC Vorbehandlung und die Liposomen-Inkubation erfolgten wie bei der
Dithionit-Methode. Nach dem Abspilen der nichtassoziierten Liposomen wurden die Zellen
zur vollstandigen Liposomenentfernung (,acid wash®) fir 3 Minuten mit einem Puffer pH 3
(3,69 Essigsaure, 7,02g NaCl, 0,7g KCI, 0,649 a@B2g KHPO,, 0,289 MgSQ, 4,969
NaHCGQs, 2,66g Glucose pro Liter) behandelt und anschlieRend erneut sorgféaltig gespdult.
Unmittelbar daran erfolgte die mikroskopische Auswertung am LSM unter Bertcksichtigung
beider Anregungswellenlangen (488nm &4@nm).

3.13.4.Fusionsnachweis mit Calcein

Die fur diese Versuche angewendeten unfunktionalisierten Liposomen enthielten
100mM Calcein. Die HUVEC-Aktivierung, die Liposomenmenge und Inkubationszeit waren
dem Dithionit-Versuch identisch, wobei die Inkubation parallel bei 4°C und 37°C erfolgte.
Nach Entfernung der nicht gebundenen Liposomen und des freigesetzten Calceins durch
intensives Spulen wurden die Proben fluoreszenzmikroskopisch am LSM (Anregung 488 nm)
analysiert.

3.13.5.Quantifizierung der internalisierten Liposomen durch Pronase-
Behandlung

Die Liposomen fur diese Versuche enthielten 0,4 mol% DiO. Nach Trypsinisierung
wurden die HUVEC auf Kulturschalen Gberfuihrt und 3 Stunden im Brutschrank belassen. Die
Halfte der Zellansétze wurde anschlielRend stimuliert. Fir 90 Minuten wurden die Liposomen
bei 37°C mit den Zellen in Kontakt gebracht, wobei bei diesen Versuchen ein Verhéltnis von
0,5 umol Lipid/ 18 Zellen eingehalten wurde. Nach dieser Zeit wurden die nicht gebundenen
Liposomen wiederum durch Spulen entfernt. Anschlie3end wurden in jede Kulturschale 0,8
ml einer 0,1%igen Pronase-LOsung gegebath\einer Minutevurden die abgelostefellen
in ein Eppendorfgefald tberfuhrt, welches 0,8 ml einer 30%igen Saccharose-Losung enthielt.
Nach zehnminitiger Zentrifugation bei 100.000 g wurde der Uberstand am Fluorimeter
(Anregung 484 nm, Emission 501 nm) vermessen. Das im Eppendorf verbliebene Zellpelett
wurde mit einer 0,2 %igen Triton X 100-L6ésung unter Vortexen zerstort, das resultierende
Lysat wurde nochmals fiir 10 Minuten bei 100.000 g zentrifugiert. Der Uberstand, der nun die
internalisierten Liposomen beinhaltete, wurde analog vermessen. Als Blindansatz diente ein
analog behandelter, Liposomen-freier Zellansatz.

3.14. Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Die  mikroskopischen  Untersuchungen der Modellmembranen oder der
Zellrollexperimente wurden an einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop durchgefiihrt
(LSM 410 invert, Carl Zeiss, Germany). Bei einem solchen Mikroskop wird die Probe mit
einem Laserstrahl gescannt. Die Wellenlange des Laserlichtes liegt mit 488 nm oder 543 nm
im Bereich der Anregungsmaxima der von uns verwendeten Fluoreszenzmarker. Das
Emissionslicht gelangt Gber mehrere Strahlenteiler und Paf¥filter zu einem Photomultiplier
und wird dort elektronisch ausgewertet. Das konfokale Prinzip des Mikroskopes beruht auf
einer variablen Lochblende vor dem Multiplier, die die Uberstrahlungen des Emissionslichtes
reduziert, die in z-Richtung der Probe entsteht. Dadurch ist es mdglich, nur Fluoreszenzen zu
detektieren, die sich in unmittelbarer N&he des Untersuchungsobjektes befinden.
Emissionslicht von dartber befindlichen Zellen bzw. Liposomen wird nicht erfaf3t.
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3.15. Rasterkraft Mikroskopie (AFM)

Das AFM erlaubt Untersuchungen in molekularen Dimensionen an Oberflachen
biologischer und mechanisch empfindlicher Systeme in ihrer nattrlichen Umgebung ohne
spezielle Probenpraparation.

Beim AFM wird eine nur wenige um grof3e Abtastspitze, die sich am Ende einer
federnden Zunge (Cantilever) befindet, rasterformig Gber die Probenoberflache geflihrt. Ein
Detektor mif3t die Auslenkung des Cantilevers in der z-Achse, entsprechend der Topografie
der Probenoberflache. Die dreidimensionale Abbildung der Oberflache wird nun durch die
Darstellung der gemessenen z-Auslenkung des Cantilevers als Funktion der x-y-Position der
Rasterbewegung der Probe erzeugt.

Die AFM-Untersuchungen wurden freundlicherweise von Dr. U. Bakowsky am Max-
Planck-Institut fur Mikrostrukturphysik, Halle an einem Nanoscope llla (Digital Instruments,
Santa Barbara, CA, USA) durchgefihrt. Die hydratisierten Proben befanden sich dafir unter
MilliQ [0 oder dem entsprechenden Puffer.
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4. Ergebnisse
4.1.Untersuchung der molekularen Bindungseigenschaften de3elektine

4.1.1. Etablierung eines dynamischen Testsystems zur Untersuchung von
Zelladh&sions- und Rollvorgéngen

Zur Untersuchung der molekularen Bindungseigenschaften der Selektine im Prozel3 der
Zelladhésion oder des Zellrollens muldte eine abstrahierende Modellanordnung geschaffen
werden. In diesem Modell soliten die Bindungspartner (Selektine und deren Liganden) unter
dynamischen Bedingungen in Wechselwirkung treten. Fur eine mdglichst grolRe
Variierbarkeit und damit Aussagefahigkeit der Untersuchungen muldte eine Seite der
Bindungspartner definiert modifizierbar sein. Zu diesem Zweck sollten Selektin- oder Ligand-
haltige Zellen Gber Modellmembranen gespult werden, in denen die korrespondierenden
Bindungspartner in definierter Weise inkorporiert sind. Durch Variation dieser
Modellmembranen kann dann auf die Bindungseigenschafteretiitife fokussiert werden.

Aus diesem Grund wurde zu Beginn unserer Arbeiten eine Durchflul3apparatur
konstruiert. Fur eine Simulierung der kapillaren BlutfluRbedingungen mufdte in diese
Apparatur eine DurchfluBkammer eingebracht werden, in der in einer laminaren Strémung
Zellen Uber eine feststoffixierte Modellmembran gespult werden kdnnen. Dabei sollte die
supportfixierte Modellmembran einfach und schnell in die DurchfluBkammer inserierbar sein,
um diese in den Experimenten leicht modifizieren zu kdnnen. Fir eine mikroskopische
Auswertbarkeit der Zelladh&sionsereignisse war eine moglichst universelle PalR3fahigkeit der
Kammer fur verschiedene mikroskopische Verfahren anzustreben.

In der Literatur sind verschiedene ScherfluRBapparaturen beschrieben, von denen sich die
planaren DurchfluBkammern [276,277] aufgrund der besseren mikroskopischen
Fokussierbarkeit und der moglichen Stromungsberechnungen fir unsere Belange besonders
anboten. Fir eine solche DurchfluBkammer existieren keine spezifischen geometrischen
Anforderungen, zur Gewahrung eines laminaren Stromes sollte jedoch die Hohe der
Durchflukammer mdglichst gering sein.

Schlauchanschliisse

< .

Seitenansicht

450 um

Modellmembran FluBkammer

Glastrager
Abb 6: Schematische Darstellung der DurchfluRapparatur

Wir fertigten eine transparente DurchfluBapparatur aus Polyacrylat an, in deren
Unterseite die eigentliche DurchfluBkammer eingebracht war. Die Wahl der geometrischen
Dimensionen dieser DurchfluBkammer (geringe H6he von 0,45 mm, keine Kanten) sollte die
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Laminaritdt der Stromung gewahrleisten und Verwirbelungen des Stromungsmediums
ausschlieRen. Ein gleichméaRiger und definierter Flissigkeitsstrom durch die Kammer ohne
storende Pumpbewegung wird dabei durch einen hydrostatischen Druck eines
Flissigkeitsreservoirs gewahrleistet. Aus den geometrischen Daten der Kammer (H6he 0,45
mm; Breite 6 mm; Ladnge 11 mm) lalt sich fur jede DurchfluRrate (Volumen/Zeit) der
Schergrad nach Gleichung 2 (2.1.4.) berechnen. Die Durchflul3rate wiederum kann durch den
hydrostatischen Druck (Hohe des Flissigkeitsreservoirs) variiert werden.

Die DurchfluBkammer wird auf der Unterseite durch ein Mikroskopie-Deckglaschen
verschlossen, auf das zuvor durch verschiedene Techniken eine Modellmembran aufgebracht
wurde. Die Positionierung der DurchfluBkammer an der Unterseite der Apparatur und die
Wahl von Glas als Trager fur die Modellmembran gestatten eine inverse Mikroskopie. Durch
Anwendung der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie kann somit die Bewegung von
fluoreszenzmarkierten Zellen in unmittelbarer Nahe der Modellmembran detektiert werden.
Zusétzlich kann die Apparatur aber auch durch ihre optische Transparanz fir
Durchlichtuntersuchungen herangezogen werden.

Aus den Mal3gaben dieses Modells ergeben sich fir die feststoffixierten
Modellmembranen auf den Deckglasern verschiedene Anforderungen. Diese Membranen
soliten neben einer reproduzierbaren Herstellbarkeit auch die Méglichkeit eines definierten
Einbaus von lipophilisierten Bindungspartnern (insbesondere Glykolipiden) und eine
ausreichende Scherstabilitat aufweisen.

Zur Herstellung von supportfixierten Modellmembranen existieren verschiedene
Techniken. So wird beispielsweise die Fusion bzw. das Aufspreiten von Liposomen an
Feststoffoberflachen genutzt, um diese mit einer Bilayer zu Gberziehen. Dieser Prozeld wurde
von verschiedenen Arbeitsgruppen durchgefihrt und analysiert, er ist aber relativ schwierig
steuerbar und ergibt keine exakt reproduzierbaren Resultate [278]. Eine weitere Methode
besteht in der kovalenten Fixierung von Lipiden an Feststoffoberflichen (sog. Self
assembling). Werden die Kopfgruppen von Lipiden Uber ihre spezifische Reaktivitdt an
Oberflachen gebunden, entstehen Monolayer [279], die durch andere Techniken mit einer
zweiten Monolayer zu einer vollstandigen Bilayer ergadnzt werden kdnnen.

Eine weitere etablierte Methode zur Herstellung von Bilayern auf Oberflachen ist die
Langmuir-Blodgett-Technik [280]. Bei dieser Methode werden z.B. Phospholipide an einer
Wasser/Luft-Grenzflache vororganisiert. Resultierend aus der Amphiphilie der Molekile
richten diese ihre Kopfgruppen in die Wasserphase und ihre hydrophoben Areale zur Luft aus.
Durch laterale Komprimierung dieses Oberflachenfiimes unter isothermen Bedingungen
durchlaufen die Lipide verschiedene Phasenzustdnde. Im komprimierten Zustand kdénnen
diese Filme dann durch langsames Hindurchtauchen eines planaren Materials unter
Konstanthalten des lateralen Druckes auf den Feststoff Ubertragen werden. Wird das Plattchen
aus der Wasserphase durch die Monolayer gezogen, sind die Kopfgruppen der Phospholipide
zur Materialoberflache gerichtet und Uber Wasserstoffbriickenbindungen adsorptiv gebunden.
Wird der Feststoff dann wieder aus der Luft durch die Monolayer in die Wasserphase
zuruickiberflihrt, Gbertragt sich die Monolayer in umgekehrter Orientierung und komplettiert
somit zur Bilayer.

In unserer Arbeitsgruppe wurden alle drei Methoden zur Erzeugung von
supportfixierten Modellmembranen getestet und im Hinblick auf Praktikabilitdt der
Durchfuhrbarkeit sowie auf Definiertheit, Reproduzierbarkeit und Stabilitdt der Membranen
verglichen. Fir eine umfassende Beschreibung der Ergebnisse und dercheslyMethoden
sei auf Vogel verwiesen [281].

Als optimierte Methode zur Herstellung unserer Modellmembranen fur die
Durchflukammer wurde eine Kombination aus Self Assembly und Langmuir-Blodgett-(LB)-
Technik ausgewahlt. Dabei kombinierten wir die Vorzige einer hohen Stabilitdt und

44



Kopplungsdichte der unteren kovalent fixierten Monolayer auf dem Glas mit der definierten
und reproduzierbaren Ubertragbarkeit der zweiten Monolayer mittels der LB-Technik.

Zur Herstellung der ersten Monolayer wurden die gereinigten Glaser mit
Dimethyloctadecyl-Chlorsilan umgesetzt. Durch Reaktion mit den Hydroxygruppen des
Glases kommt es zur kovalenten Fixierung des Silans, welches dem Glas durch die nach
aulRen gerichteten Alkylketten eine starke Hydrophobizitat verleiht. Diese hydrophoben
Glaser konnen nun mittels LB-Technik aus der Luft durch einen (die spezifischen
Bindungskomponenten enthaltenden) Oberflachenfilm in die Wasserphase getaucht werden,
wobei sich eine Bilayer ausbildet. Die resultierenden Bilayer kdnnen durch Modifizierung der
LB-Filme bezlglich Art, Konzentration und lateraler Verteilung der Bindungskomponenten
und durch die Wahl der Matrixlipide in diesen Filmen in gro3em Umfang variiert werden. So
kann man beispielsweise bei Lipidmischungen mit unterschiedlicher Fluiditdt der
Komponenten laterale Entmischungen (Cluster) erzeugen und Ubertragen.

Trotz der kovalenten Fixierung der unteren Monolayer auf dem Glas zeigen die
supportfixierten Membranen eine grof3e Analogie zum Verhalten nattrlicher biologischer
Membranen. Biomembranen weisen eine laterale Diffusion der Membranbestandteile auf, was
auch fur feststoffixierte Membranen beschrieben wurde [282]. Fir uns war dies von Interesse,
um eine laterale Verdnderung der Modellmembranen zwischen Praparation und Experiment
moglichst zu vermeiden. Um die laterale Diffusion in unseren Modellmembranen zu
untersuchen, fuhrten wir ein modifiziertes Fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP)-Experiment durch. Bei einer solchen Untersuchung wird ein lipidverankerter
Fluoreszenzlabel in die Membran eingebaut und anschlieend durch sehr hohe
Strahlungsintensitat in einem definierten Bereich bestimmter GrofRe geldscht. Die Fahigkeit
der umgebenden Fluoreszenzlabel zur erneuten Auffullung dieses Bereiches gibt Auskunft
Uber die laterale Diffusion der Lipide und deren Ausmal3.

Fur diese Untersuchungen wurde eine fluide POPC-Membran mit 2% des
Fluoreszenzlabels NBD-PE durch LB-Technik auf hydrophobisiertes Glas ubertragen und
anschlief3end in einem Bereich von 30x30 um ausgeblichen [281]. Da innerhalb von ca. 120
Minuten eine Fluoreszenzwiederherstellung in dem Bereich erfolgte, beweist dies die
Fahigkeit der Lipide in unseren praparierten Modellmembranen zur lateralen Diffusion.
Dieses Ergebnis wurde mit einer fluiden Membran erhalten, die im Vergleich zu rigiden
Membranen eine starkere Diffusion aufweisen sollte. Wir leiteten daraus ab, daf3 mit den
praparierten meist rigiden Modellmembranen innerhalb von 60 Minuten die
Adhasionsexperimente durchzufiihren sind, um eine laterale Verdnderung der Ubertragenen
Bilayer zwischen Praparation und Experiment sicher ausschliel3en zu kbénnen.

4.1.2. Simulierung der Selektin-induzierten Zelladh&asion durch Lektin-
gekoppelte Liposomen oder Partikel unter ScherfluBbedingungen

Mit der vorgestellten DurchfluBapparatur sollten zu Beginn modellhafte Experimente
zur Simulation einer Selektin-abhangigen Zelladhdsion unternommen werden. Das Ziel
bestand darin, die physikochemischen Randbedingungen zu erkunden und EinfluBparameter
auf die Zelladhasion zu verdeutlichen.

Aufgrund des Modellcharakters dieser Studie kamen anstelle Selektin-haltiger Zellen
Rezeptor-gekoppelte Liposomen als Zellmodelle zum Einsatz, da sich Liposomen durch ihre
einfache und definierbare Herstellung und Modifizierbarkeit flr diese Belange besonders
anboten. Als Modellrezeptor fir das Selektin wurde das Lektin Concanavalin A (Con A)
gewahlt, welches sich durch eine analoge Affinitdt zu seinen monosaccharidischen Liganden
[283] wie die Selektine zum sl ¢50] von ca. 1 mM auszeichnet. Das Con A wurde kovalent
an die Liposomenoberflache Uber den liposomalen Anker N-Glut-PE (siehe 4.3.1.1))
gekoppelt. Als Liposomen kamen LUV einer GroRe von ca. 300 — 350 nm der
Lipidzusammensetzung SPC/Chol/N-Glut-PE 6/3/1 zum Einsatz. Die Funktionsfahigkeit des

45



gekoppelten Con A wurde Uber Liposomenagglutinationsmessungen mit mannosyliertem
Albumin nachgewiesen.

Con A hat eine Bindungsaffinitdat zu Glucose- und Mannosederivaten. Aus diesem
Grund wurden als korrespondierende Liganden fur die Con A-Liposomen unterschiedliche
Alkylmannoside in die Modellmembran der Durchflullkammer eingebaut. Diese wiesen mit
einer Hexadecylkette einen einheitlichen hydrophoben Bereich auf, der entweder direkt mit
der Mannosekopfgruppe (Mannosid 0) oder tber 3 bzw. 8 Ethoxyeinheiten als hydrophilen
Spacer (Mannosidll bzw. VIII) verbunden waren. Diese Mannoside wurden zu 10 mol%
einer DSPC Matrix zugemischt und tber die LB-Technik auf die Glastrager tbertragen. Die
physikochemische Analyse der Mischfilme erbrachte, dal3 die Mannoside in entmischter
geclusterter Form innerhalb der Matrix sowohl an der Wasser/Luft-Grenzflache als auch nach
Ubertragung auf dem Glas vorlagen [284,285].

Die mit NBD-PE gelabelten Con A-Liposomen wurden nun bei einem Schergrad von
ca. 200 8, der einen unteren Wert des kapillaren Blutstromes reprasentiert, tber die
Modellmembranen gespult. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung erbrachte, dal3 tber
den MelRRzeitraum von 10 Minuten die Liposomen kumulativ an der Modellmembran
adharierten. Dies zeigt sich in fluoreszenten Spots, wahrend flieRende Liposomen (ca. 20-40
pm/s) als helle Streifen erschienen. Nach diesem Zeitpunkt wurde mit Puffer bei gleichem
Schergrad weiter gespilt, so dal3 keine weiteren Adh&sionsereignisse stattfinden konnten.
Nach ca. 30 Minuten hatte sich die Erscheinung der gebundenen Vesikel deutlich verandert,
da aus den hell fluoreszierenden Spots grof3ere und schwécher fluoreszente Areale geworden
waren. Da eine Abloésung durch Bindungsinhibierung mittels des geldsten Methyl-
mannosides (0,1 M) nicht mehr mdglich war, interpretierten wir diese Erscheinung als ein
Aufspreiten der Liposomen auf der Modellmembran. Da unfunktionalisierte Liposomen nur
schwach adharierten und die Bindung nicht in eine Fusion Uberging, muf3te die spezifischen
Bindung der Liposomen deren Fusion initiieren.

Bindung Beginn des Fusion mit der
Aufspreitens Modellmembran

Abb.7: Schema des postulierten Mechanismus des Liposomenaufspreitens an Modellmembranen nach initialer
spezifischer Bindung

Daraus lai3t sich ableiten, dal3 in dem etablierten Modellsystem eine Lektin-induzierte
Adhasion unter Scherbedingungen stattfindet und auch detektiert werden kann, fir eine
reversible Bindung aber zusatzlich eine ausreichende Elastizitat der Zellen oder Zellmodelle
zur Fusionsverhinderung notwendig ist.

In weiteren Untersuchungen sollte der Einflu3 einer ver&dnderten Liposomenelastizitat
auf das Adhasionsverhalten verdeutlicht werden. Daflr planten wir eine Polymerisierung der
Liposomen im Inneren, die den Con-A-Liposomen dann in Analogie zum Zytoskelett
naturlicher Zellen eine elastische Stabilitdt verleihen sollte. Dafir wendeten wir eine
neuartige Polymerisationsmethode an. Wie bei einem Zytoskelett sollte ein Polymernetzwerk
im Inneren der Liposomen direkt mit der inneren Monolayer in Verbindung stehen, um diese
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zu stabilisieren. Durch die Auswahl eines kationischen Monomers sollte die Wechselwirkung
ladungsinduziert zur negativ geladenen Liposomenmembran (zusétzlich 5 mol% PG)
stattfinden. Als Monomer kam ein Cholinether der Acrylsaure zur Anwendung, der nach
gelchromatographischer Entfernung vom auf3eren Medium der Liposomen im Inneren durch
UV-Licht polymerisiert wurde. Durch die Zugabe unterschiedlicher Mengen eines Vernetzers
(N,N° Methylenbisacrylamid, 0-5 Gewichts% des Gesamtacrylats) sollte die Elastizitat
graduell erhoht werden. Die erfolgreiche Polymerisierung konnte durch Raman-
spektroskopische Untersuchungen (Abnahme des C=C Peaks bei 168% sa. 10%)
nachgewiesen werden. Gleichzeitig gelang es, mit Hilfe der Fluoreszenzpolarisation an Hand
der Fluoreszenzabnahme und gleichzeitiger Polarisationszunahme der Membransonde
Diphenylhexatrien (DPH) zu zeigen, dal3 es durch die Polymerisationwirkung auf die innere
Monolayer zu einer Fluiditatsabnahme der Bilayer kofhiir nahmen diese Befunde als
Beweis einer Elastizitditszunahme und fuhrten diese Vesikel nach Con A-Kopplung weiteren
Adhasionsexperimenten zu. Als Mal3 einer vollkommen rigiden und unelastischen
Modellzelle nutzen wir Melamin-Feststoffpartikel vergleichbarer Grol3e (400 nm), die mit
einer analogen Con A-haltigen Bilayer Uberzogen waren.

Die Adhasionsexperimente zeigten, dal? das sichtbare Aufspreiten der Con A-Vesikel an
der Modellmembran mit zunehmender Elastizitdt zurtickgedrangt wird, eine inhibitorische
Verdrangung der gebundenen Vesikel sowie auch der Partikel gelang jedoch nicht. Durch die
fehlende weiche Verformbarkeit der Liposomen war das Ausmald der unspezifischen
Membranwechselwirkungen zuriickgedrangt aber nicht aufgehoben worden [284].

Auf dem Weg zu einer reversiblen und inhibierbaren Lektinbindung inkorporierten wir
weiterhin 10 mol% DPPG in die Modellmembran, um durch elektrostatische Abstol3ung der
negativ geladenen Vesikel eine Balance aus Ligand-Rezeptor-Bindungen und Unterdrtickung
unspezifische Membraneffekte zu finden. Der Ladungseinflul3 auf die Reduzierung der
Zelladhdsion am Endothel ist bekannt [286]. Die elektrostatische Abstofung ist eine
langreichweitige Kraft, die insbesondere bei Bilayerseparationen gréRer 30 A von Bedeutung
ist. Dies manifestierte sich in unserem Fall darin, daf3 nur noch der Ligand mit dem langsten
hydrophilen Spacer und der damit exponiertesten Mannosidprasentation, das Mannosid VIlI
zur Bindung befahigt war. Nach diesen Veranderungen war ein Teil der Bindungen durch
Methylmannosid inhibierbar.

Als letztendliche Modifizierung inserierten wir unterschiedliche Konzentrationen von
MPEG-PE in die Liposomen, um damit eine naturliche Glykocalix zu simulieren. Als
Glykocalix bezeichnet man die ca. 100 A dicke Ummantelung aller Zellen aus hydrophilen
Glykoproteinen, die durch eine sterische Abschirmung unspezifische Kontakte und
Wechselwirkungen abschwacht. Diese Funktion wird auch mPEG-PE bei Liposomen als sog.
sterische Stabilisierung zugeschrieben (vgl. 2.3.2.). Das eingesetzte mPEG-PE 2000 hat eine
Ausdehnung von ca. 50 A [211], und korreliert somit gut mit der MolekilgréRe des Con A
[287].

Die Adhasionsuntersuchungen der polymerisierten, negativ geladenen und durch
MPEG-PE (4 mol% Optimum) sterisch stabilisierten Con A-Vesikel zeigten zwar ein

% Die zunahme der Liposomenelastizitit wurde in parallelen Experimenten auch mittels der

Quarzmikrowaage nachgewiesen. Bei dieser Biosensortechnik werden Masseanlagerungen im Nanogramm-
Bereich an Quarzoberflachen durch eine zur Masse korrelierende Frequenzanderung detektiert. In einer
DurchfluBapparatur wurde ein Schwingquarz, der mit identischen Modellmembranen zu den o.g. Studien

beschichtet war, verwendet. Damit konnte die Liposomenadhadsion mengenmalig analysiert werden. Ein

zunehmender Polymerisationsgrad durch steigende Konzentrationen des Vernetzers fiihrte zu einer geringeren
Frequenzdifferenz [288]. Dies kann als Unterdriickung der unspezifischen

Liposomenadhasion/Liposomenspreitung an der Modellmembempieatiert werden
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geringeres Bindungsausmaf, aber diese Bindungen waren jetzt vollstandig durch
Methylmannosid inhibierbar. Dies reprasentiert somit die optimale
Liposomenzusammensetzung zur Simulation einer Lektin-induzierten Zelladhasion.

Die angewendeten ca. 350 nm grol3en Liposomen unterliegen bei den gewdahlten
ScherfluBbedingungen des Modells einer Scherkraft von ca. 0,5 bis 1 pN (entsprechend der
Scherkraftberechnung 2.1.4.). Ausgehend von der beschriebenen Dissoziationskonstante des
Con A von 10*M und einer abgeschatzen Bindungslange von 5-10 nm [287] ergibt sich eine
Gleichgewichts-Bindungskraft von ca. 10-50 pN pro Con A-Ligand-Wechselwirkung
entsprechend Gleichung 5. Da angenommen werden kann, daf die Liposomen Uber mehrere
Con A-Mannosid-Bindungen gleichzeitig gebunden werden, ist die Effizienz der
Liposomenbindung offensichtlich. Legt man ein starres Kugelmodell mit einem zehnfach
groReren Durchmesser zugrunde, so wurde auf ein solches Partikel eine Kraft von ca. 50 bis
100 pN wirken (vgl. 2.1.4.). Nimmt man bei der nichtdeformierbaren Oberflache der Partikel
nur wenige gleichzeitige Einzelbindungen an, existiert ein annaherndes Gleichgewicht von
Scher- und Bindungskraften, das eine Ursache fir das Selektin-vermittelte Zellrollen
darstellen kénnte. Um dies zu Uberprifen nutzten wir 2,6 um grol3e Partikel als Zellmodelle,
die mit der aus dem Liposomensystem optimierten Bilayerzusammensetzung ummantelt
wurden. Diese Partikel zeigen eine feste und inhibierbare Adh&sion, aber eine Rollbewegung
entlang der Ligandcluster findet nicht statt.

Daraus lassen sich folgende Schluf3folgerungen ziehen:

- Eine stabile _Zelladhdsion lat sich auch unter Scherbedingungen realisieren. Zu
beriicksichtigen sind dabei eine ausreichende elastische Stabilitat der Zellen, die
Einbeziehung von Ladungseffekten und der Einfluf3 einer sterischen Abschirmung der Zellen.
- Das Selektin-induzierte_Zellrollen ist ein weit komplizierterer Mechanismus. Trotz eines
angenommenen Gleichgewichtes zwischen Scher- und Bindungskraften und der Wahl eines
gleichaffinen Liganden war ein Zellrollprozel3 mit dem Con A-System nicht zu simulieren.
Folglich missen weitere Faktoren wie z.B. eine spezifische Kinetik der Bindungsbildung und
-dissoziation, spezielle elastische Eigenschaften von Liganden und Rezeptoren sowie ein
definiertes Mal3 der Zelldeformierbarkeit fir den Zellradipe3 von Bdeutung sein.

Mit diesen Modelluntersuchungen zu Beginn unserer Arbeiten gewannen wir
grundlegende Kenntnisse Uber die Lektin-induzierte Zelladhasion unter Scherbedingungen
und deren Einflul3faktoren. Der Zellrollprozel3 als Sonderform der Zelladhasion scheint
insbesondere durch die strukturellen und kinetischen Bindungseigenschaften der Selektine
und ihrer Liganden gepragt zu sein, er ist nicht losgelost von diesen zu simulieren.

4.1.3. Einflul der lateralen Ligandenverteilung auf das Selektin-vermittelte
Zellrollen

In den vorangegangenen Untersuchungen zeigte sich, daf} die Modellanordnung
prinzipiell zur Detektion von Bindungsereignissen unter Scherflu3bedingungen geeignet ist.
Weiterhin wurde deutlich, dal3 fur die Aufklarung der molekularen Bindungseigenschaften im
Zellrollprozeld das Verhalten der Selektine nicht durch andere Rezeptoren simuliert werden
kann, was die Sonderstellung der Selektine als Adh&sionsrezeptoren unterstreicht. Aus diesem
Grund wurden die weiteren Untersuchungen der molekularen Bindungseigenschaften im
Zellrollprozel3 auf Selektin-Ligand-Systeme Ubertragen.

Eine in vitro-Simulierung des Leukozytenrollens unter FluRBbedingungen wurde bereits
von Lawrence und Springer vorgestellt [102,103]. In diesen Studien immobilisierten sie
isolierte Selektine in einer DurchfluBapparatur und zogen dann aus dem Bindungs- und
Rollverhalten von Neutrophilen an diesen Schichten Rickschliisse tber die molekularen
Bindungseigenschaften. Bei diesen Arbeiten wurden die Selektinschichten unterschiedlich
modifiziert, die Liganden (PSGL-1 an den Neutrophilen) wurden als Konstante betrachtet.
Dementsprechend ergaben diese Studien zwar wichtige Aussagen Uuber die
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Bindungseigenschaften der Selektine beim Rollen, wéhrend das Bindungsverhalten der
natdrlichen Liganden bzw. die strukturellen Ursachen fur deren bis zu 1000fach hohere
Bindungsaffinitat gegenuber der Bindungsstarke des einzelnen Epitogesishte geklart
wurde.

Deshalb sollen sich unsere Untersuchungen zum Selektin-vermittelten Zellrollens auf
die Auswirkungen einer Ligandenvariation konzentrieren. Durch den Einbau von Selektin-
spezifischen Glykolipid-Liganden in die supportfixierte Modellmembran kénnen durch
Auswertung des Bindungs- und Rollverhaltens Selektin-haltiger Zellen an diesen Membranen
strukturelle Aussagen zur Ligandenwirkung im Rollprozel3 getroffen werden. Mit der Wahl
von Glykolipiden, die als Kopfgruppe das Bindungsepitop® flesitzen, konnen prinzipiell
zwei Aspekte geklart werden. Einerseits ist von Interesse, ob der orientierte Einbau von
Glykolipid-Liganden in Membranen ein Zellrollen vermitteln kann. Daraus ergeben sich
Hinweise, ob die aus Granulozyten isolierten *sCeramide [81,82] als natirliche
Selektinliganden fungieren. Andererseits kdnnen mit dem variablen Einbau der Glykolipide in
die Modellmembran strukturelle Hintergrinde der natirlichen Selektinliganden simuliert
werden. Im Vordergrund steht dabei die Fragestellung, ob die rAumliche Konzentrierung der
Bindungsepitope in Clustern und damit eine Multimerisierung schwach affiner Bindungen das
Prinzip der nattrlichen Liganden zunmr&chen einehohen Bindungsaffitét darstellt.

Fur unsere Untersuchungen wahlten wir ein Glykolipid als Liganden, bei dem eine
sLe—Kopfgruppe Uber einen Laktosespacer an einem Ceramid als Membrananker gekoppelt
war (,sLe—Cer“). Diese Verbindung wurde in Analogie zu einem natirlich vorkommenden
Glykolipid synthetisch hergestellt [270].

Zum Einbau des sleCer in die Modellmembranen kam wieder die LB-Technik zum
Einsatz (4.1.1.). Dafur wurden zuerst unterschiedliche Konzentrationen des Ceramids (1 bis
10 mol%) mit DSPC gemischt und anschlieend an der Wasser-Luft-Grenzflache
ausgespreitet. Werden auf einer Filmwaage Lipidgemische unterschiedlicher Fluiditat
gespreitet, kobnnen durch die bevorzugte Wechselwirkung gleichfluider Lipide Entmischungen
auftreten, die sich als lokale Cluster aul3ern. Erste Hinweise uUber das Verhalten des fluiden
sLe~Cer in der rigiden DSPC-Matrix erbrachten Fluoreszenz-Filmwaage-Untersuchungen.
Dabei analysiert man fluoreszenzmikroskopisch die Verteilung eines fluoreszenten Lipides
(NBD-PC) in der Monolayer, das sich entsprechend seiner Fluiditat in der fluiden Phase
anreichert. Als Ergebnis erhalt man eine sichtbare Separation von hellen und dunklen
Arealen. Die Auswertung der DSPC/$tLE€er-Monolayer zeigte deutlich, daR sich das
Ceramid in diesem Konzentrationsbereich in Clustern in der Matrix organisiert [289]. Diese
Monolayer wurden dann mit der beschriebenen LB-Technik auf die hydrophobisierten Glaser
Ubertragen (3.3.). Dabei war fir die folgenden Untersuchungen von besonderem Interesse,
inwieweit die geclusterte Strukturierung der Ceramide in der Matrix auch durch die
Ubertragung auf das Glas erhalten bleibt. Die Ceramid-Cluster in den supportfixierten
Modellmembranen wurden mit zwei verschiedenen Techniken nachgewiesen. Durch
Inkubierung eines fluoreszenzmarkierten anti*slgG mit der Modellmembran wurde im
Fluoreszenzmikroskop nach verschiedenen Spulschritten deutlich, dal3 sich die Antikorper
nicht homogen auf der Membran verteilten, sondern in bestimmten Arealen anreicherten. Dies
nahmen wir als Beweis fur die Ceramid-Cluster in der Modellmembran. Zusatzlich
analysierten wir die Ubertragenen Bilayer mittels Atomic Force Mikroskopie (AFM). Die
AFM-Aufnahme in einer Dimension von 800x800 nm ist in Abb. 8 dargestellt.
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Abb. 8: AFM-Aufnahme einer supportfixierten Mddeembran au®SPC mit 1 mol% sLle-Cer.

Die Oberflachentopologie der Membran kennzeichnet die geclusterten Ceramide als
helle Erhebungen aus der DSPC-Matrix. Die einzelnen Cluster erscheinen als runde Areale
eines Durchmessers von ca. 20 nm. Geht man von einem Kopfgruppen-Flachenbedarf eines
sLe“~Cer von ca. 0,6 nfmbei dem Ubertragungsdruck von 40 mN/m aus, so kdnnten die
Cluster aus ungefahr 500 Glykolipiden bestehen. Inwieweit durch eine begrenzte
Mischbarkeit auch DSPC-Moleklle mit in den Clustern vorhanden sind, kann nicht eindeutig
geklart werden. Analoge Untersuchungen zeigten, daR sich mit einer Veranderung'der sLe
Cer-Konzentration in der Membran die Struktur und GroR3e der Cluster nicht &ndert, lediglich
deren Anzahl. Bei htheren Konzentrationen schlieRen sich einzelne Cluster zu gréf3eren
Aggregaten zusammen, die aber noch sichtbar aus Einzelclustern bestehen (sichtbar im
vorderen Teil der Abb.8).

Die nachgewiesene Clusterung der Ceramide in der Modellmembran bildet die
Voraussetzung, um den postulierten Zusammenhang zwischen Bindungsmultimerisierung und
Zellrollen nachzuweisen, und Ruckschlisse auf die naturlichen Liganden ziehen zu kdnnen.
Um klare Aussagen Uber den Ligandeneinflu3 zu erhalten, sollten die Selektin-haltigen
Rollzellen sowohl bezlglich ihrer Selektinkonzentration als auch bei deren raumlicher
Exprimierung von einer grof3en Konstanz gepragt sein. Dafir wahlten wir Chinese Hamster
Ovarial-Zellen (CHO), die durch Gentransfektion konstitutiv eine relativ hohe Konzentration
an E-Selektin exprimieren (CHO-E). Die gleichméaRige Verteilung des E-Selektins Uber die
nahezu microvillifreie Zelloberflache konnten wir vor Beginn der Untersuchungen mittels
Elektronenmikroskopie nachweisen [289].

Mit diesen Voraussetzungen wurden die Zellrollexperimente begonnen. Dafir wurden
die auf Deckglaschen supportfixierten Modellmembranen in die DurchfluBapparatur
eingebaut und diese auf einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM) installiert. Die
fluoreszenzmarkierten CHO-E-Zellen wurden unmittelbar vor der Apparatur konzentriert in
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den Strom des Mediums bei einer Scherrate von 208irgjespritzt. Bei Erscheinen der
Zellen im mikroskopischen Bild wurde der Strom fir 5 Minuten unterbrochen, um einer
moglichst groRen Anzahl von Zellen eine Sedimentation auf der Modellmembran zu
gewéahren. Normalerweise sedimentierten dabei ca. 50 bis 200 Zellen in einem Bildausschnitt
mit einer Diagonalenlange von 960 pum. Nach dieser Zeit wurde der Scherstrom wieder
angelegt und das Verhalten der Zellen fir mindestens 40 Sekunden oder so lange analysiert,
bis keine Verdnderungen mehr eintraten. Die sedimentierten Zellen werden als 100 %-Wert
angesehen, zu dem das Verhalten der Zellen uhtBrdann prozentual ins Verhaltnis gesetzt
wird. Durch die Digitalisierung der mikroskopischen Befunde entsteht im Computer aller
zwei Sekunden ein vollstdndiges Bild der aufgenommenen Flache. Mit diesen erhaltenen
Bildersequenzen kann dann neben der Zelladh&sionsfraktion bzw. Rollfraktion auch die
Rollgeschwindigkeit anhand der Schrittweite im Zweisekundentakt errechnet werden.

Zu Beginn dieser Untersuchungen wurde Uberprift, inwieweit die
Ligandenkonzentration innerhalb der geclusterten Modellmembran einen Einflu3 auf das
mdgliche Zellrollen nimmt. Da aus der Literatur keine Ubertragbaren Werte lber Liganden-
bzw. Epitopenkonzentrationen bekannt sind, wurden die Experimente beginnend mit 10 mol%
sLe—Cer unter einer schrittweisen Reduzierung der Liganden durchgefiihrt. Es zeigte sich,
daR bei sL&-Cer-Konzentrationen zwischen 10 und 0,1 mol% der dominierende Anteil der
Zellen auch unter Stromungsbedingungen adhariert bleibt, ein Zellrollen findet nicht statt. Bei
einer weiteren Reduzierung der 5t€er bis zu 0,01 mol% bleiben deutlich weniger Zellen
gebunden, daflr aber ist eine grof3e Anzahl rollender Zellen zu detektieren. Diese Zellen
bewegen sich mit einer Geschwindigkeit von 6 bis ca. 16 um/s, was einen unteren Wert der
natdurlichen Leukozytenrollgeschwindigkeit reprasentiert. Mit weiterer Reduzierung der
Liganden (0,005 mol%) findet kein Zellrollen mehr statt, der tberwiegende Teil der Zellen
reif3t von der Membran ab. Diese Befunde sind in Tab. 2 zusammengefalt.

sLe—Cer- Fraktion stabil Rollende Zellfraktion Fraktion abgeldster
Konzentration adharierter Zellen [%0] [%] Zellen [%]

10 91,7 0 8,3

1 92,4 0 7,6

0,1 90,1 0 9,9
0,05 27,4 61,2 11,4
0,015 9,3 74,6 16,1
0,01 5,0 77,2 17,8
0,005 4,7 0 95,3

Tab.2: Charakterisierung des Zellverhaltens unter ScherfluBbedingungen in Abhangigkeit von-deersLe
Konzentration in der Modellmembran (Mittelwerte aus mindestens 4 Einzelbestimmungen, Abweichungen
<10%).

Da das Zellroll- und Adhasionsverhalten mit einem blockierenden anti-E-Selektin 1gG
unterdrickt werden konnte, und da an einer reinen DSPC-Schicht keine Zell-
Wechselwirkungen eintraten, ist das Bindungsverhalten spezifisch auf das E-Selektin
zuruckzufuhren und andere Effekte auszuschliel3en.

An dieser Stelle |aRt sich restimieren, daR einfach&-klpide nach einem gerichteten
und natdrlich-analogen Einbau in Membranen als Rolliganden flr Selektine fungieren
kénnen. Dies beweist, daf’ die Rollvermittlung nicht ultimativ an die ausgedehnte und flexible
Struktur der natirlichen mucindhnlichen Selektinliganden gebunden ist. Es zeigt sich
weiterhin, daR der Ubergang von fester Adhasion zu Rollbewegung durch die
Ligandenkonzentration  gesteuert werden kann, wobei der rollvermittelnde
Konzentrationsbereich zwischen 0,05 % und 0,01 % liegt. Auch gestatten die bisherigen
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Ergebnisse, quantitative Betrachtungen Uber die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen
innerhalb des Rollbereiches anzustellen. Die Ligandkonzentrationen von 0,05 bzw. 0,01
mol% entsprechen ca. 300 bzw. 60 ’siGer pro prfi wenn man wiederum vom
Flachenbedarf der DSPC- Molekiile von 0,45°rumd der sL&-Cer von 0,6 nfmbeim
Ubertragungsdruck von 40 mN/m ausgeht. Damit liegen die Abschatzungen deutlich unter der
Anzahl von sL&Molekillen an Neutrophilen, die mit ca. 50.000fpamgegeben wurden
[290]. Setzt man diese geringen Skdengen mit den angenommenen
Selektinkonzentrationen von ca. 1000Aauf den CHO-E-Zellen ins Verhéltnis, ergeben sich

in der Kontaktflache Ligand:Rezeptor-Verhaltnisse von 3:10 bzw. 0,6:10. Daraus ergibt sich
bereits rein rechnerisch, dal3 eine Ligandenclusterung fir die Erhdhung der lokalen
Ligandenkonzentration und damit einem Ausgleich des Rezeptor/Ligand-Verhaltnisses
notwendig ist. Da die Zellen aber ausschlief3lich in diesem Konzentrationsbereich und nicht
bei hoheren Ligandendichten rollen, kann dies nicht als alleinige Begrindung fir die
Notwendigkeit einer Ligandenclusterung gelten.

Um zu Uberprifen, inwieweit die geclusterten Liganden auch funktionell fir das Rollen
essentiell sind, fuhrten wir die folgenden Untersuchungen durch. Wir wéhlten mit POPC ein
fluides Matrixlipid fur die Modellmembranen aus, um durch die vollstandige Mischbarkeit
des sL&-Cer mit dem POPC zu Membranen mit homogen verteilten Liganden zu gelangen.
Durch die Gegenuberstellung der homogen vertellten gegen die geclusterten
Modellmembranen sollte die funktionelle Bedeutung einer lokalen Ligandenkonzentrierung
verdeutlicht werden.

Die Analyse der POPC/sleCer Monolayer gab weder auf der Filmwaage mittels
Fluoreszenzmikroskopie noch im Gbertragenen Zustand unter Verwendung fluoreszenter anti-
sLe-IgG Hinweise auf eine laterale Enthsing der Liganden.

In Analogie zu den vorangegangenen Arbeiten flihrten wir die Rollexperimente an
diesen homogen verteilten Ligandmembranen ausgehend von 10 mof4Cet eunter
schrittweiser Ligandreduzierung durch. Ahnlich wie bei den DSPC-Membranen adhérierte der
Uberwiegende Anteil von Zellen bis zu einer Ligandkonzentration von 0,05 mol% fest an der
Membran. Eine weitere Reduzierung hingegen fuhrte nicht in einen Rollbereich, die Zellen
wurden plotzlich abgespult und nur eine kleine Zellfraktion von ca. 5% verblieb auf der
Membran oder bewegte sich mit einer Geschwindigkeit von ca. 5 um/s, was nach unserer
Anschauung nicht als Rollen anzusehen ist. Da loeidBzrungsexperimenten mit einem anti-
E-Selektin-lgG ebenfalls ca. 5% der Zellen adhéariert blieben, und eine &hnliche Zahl
haftender Zellen auch an reinen POPC-Membranen detektierbar war, wurden diese
Bindungsereignisse auf unspezifische Zell-Membran-Watalrkungenzurickgefihrt.

Damit war ein weiterer Beweis erbracht, dal} eine laterale Ligandenclusterung eine
funktionelle Voraussetzung fur das Selektin-vermittelte Zellrollen darstellt.

Um diese These zu untermauern und um sicherzustellen, daf3 das fehlende Zellrollen
nicht auf das POPC-Matrixlipid selbst sondern auf die homogen&-GeeVerteilung
zurtickzufuhren ist, schlossen wir weitere Experimente an. In diesen Arbeiten sollte unter
Einbeziehung von POPC der Einflu einer Veranderung der Clusterart auf das Zellrollen
verdeutlicht werden.

Da POPC und das st-eCer als fluide Lipide eine Mischbarkeit aufweisen, sollten beide
gemeinsam in der rigiden DSPC-Matrix Cluster bilden. Damit sollten die Liganden durch das
POPC in den Clustern quasi verdinnt werden, so dal3 als Ergebnis im Vergleich zu den
DSPC/ sL&-Cer-Membranen groRere Cluster mit einer geringeren lokalen Dichte von sLe
Cer resultieren. Um zu einer mittleren Rollkonzentration des-€lex von 0,025mol% in
dieser Membran zu gelangen, wurden 0,5mol% des Liganden mit POPC gemischt und dann
5% dieser Mischung in eine DSPC-Monolayer inkorporiert. Mit den beschriebenen Techniken
konnte wiederum eine Clusterbildung sowohl auf der Filmwaage als auch nach Ubertragung
der Monolayer nachgewiesen werden. Verglichen mit der DSPG£Gee Membran binden
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die fluoreszenten Antikorper in grol3eren Arealen an diesen Membranen, was als ein Hinweis
fur groBere Cluster anzusehen sein kénnte. Aufgrund der Grél3e der IgG-Molekile von ca. 8
nm und der relativ kleinen Dimensionen der Cluster ist dies aber nicht als ein sehr sensitiver
Beweis anzusehen.

Die Zellroll-Untersuchungen an diesen Membranen mit den gemischten Clustern
bewiesen deren Fahigkeit zur Vermittlung des Zellrollens. Die Zellen rollten mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von ca. 10 um/s nahezu analog wie auf der DSPC-
Schicht gleicher Ligandenkonzentration. Sollte die Ligandenverdinnung innerhalb der
gemischten Cluster zu ihrer effektiveren Bindungsausnutzung fiihren, muf3ten in diesen
Schichten die Liganden noch weiter zu verdinnen sein als in den DSPC-Membranen, ohne
die Fahigkeit zur Rollvermittlung zu verlieren. Durch Verdiinnung de$-§lex bis zu 0,002
mol% konnte dies tatsachlich nachgewiesen werden. Bei Unterschreitung dieser
Konzentration findet keine melRbare Zell-Wechselwirkung mehr statt. Die Abhangigkeit des
Rollverhaltens von der Ligandenkonzentration und der Matrix ist in Abbg@rgibergestellt.

—e— DSPC

—=— POPC }
147 DSPCPOPC /

Rollgeschwindigkeit [um/s]
S
1

20 2 0.2 0,02 0,002

sLe*Cer Konzentration

Abb. 9: Abhangigkeit des Zellrollverhaltens (Geschwindigkeit) der CHO-E-Zellen von der
Ligandenkonzentration und der Matrixart. Die Daten sind Mittelwerte aus mindestens 3
unabhangigen Versuchen.

Die Abbildung verdeutlicht nochmals durch die lAngeranhaltende Rollfahigkeit der
DSPC/POPC-Membranen bei Ligandenreduzierung die effektivere Bindungsfahigkeit der
sL&—Cer in den gemischten Clustern bei der Vermittlung des Zellrollens.

FalRt man alle Ergebnisse zusammen so lal3t sich schlul3folgern, dal3 mit unseren
ligandhaltigen Modellmembranen das Selektin-induzierte Zellrollen simuliert und in seinen
molekularen Ursachen untersucht werden kann. Es zeigte sich, daf} eine lokale
Konzentrierung der Glykolipid-Liganden in Clustern innerhalb der Matrix eine funktionelle
Voraussetzung fur das Selektin-vermittelte Zellrollen darstellt. Bezieht man die Kontaktflache
der Zell-Membran-Wechselwirkung in unsere Uberlegungen mit ein so zeigt sich, daR die ca.
8-10 pum grolRen CHO-E-Zellen bei Membrankontakt mit mehreren Clustern gleichzeitig in
Wechselwirkung treten. Dies beweist, dald das Zellrollen keine sprunghafte Bewegung der
Zelle zu grofRen aufeinanderfolgenden Bindungsclustern ist, sondern im Rollprozel3 eine
gleichzeitige Bindung und Lésung vieler Bindungen an unterschiedlichen Clustern stattfindet.
Bei VergrolRerung der Cluster erhoht sich die Chance der Bindungsbildung trotz der damit
einhergehenden ,Ausdinnung“ der Liganden in den Clustern. Da es an Membranen mit
homogener Ligandenverteilung auch bei hdheren Konzentrationen nicht zu einer

53



Rollbewegung kommt, ist nicht die summarische Anwesenheit der Liganden, sondern
vielmehr deren raumliche Organisation von entscheidender Bedeutung. Dies beweist also, dal3
die laterale Konzentrierung von schwach affinen Bindungsepitopen in Clustern zu
hochaffinen Ligandenbereichen flihrt. Diese Erkenntnisse legen nahe, dal3 dieses Prinzip der
Multivalenz auch die Ursache fir die hohe Bindungsaffinitdt der nattrlichen Selektinliganden
darstellt. Da die natirlichen Selektinliganden durch ihre langgestreckte, aus der Membran
herausragende Mucinstruktur mit den vielen entlang der Peptidkette angeordneten
Bindungsepitopen bessere Randbedingungen fur die Rollvermittlung bieten, sollten fir eine
effektive Selektinbindung weniger Ligandmolekile als in unserer Modellmembran notwendig
sein.

Mit dieser Studie konnte ein Beweis fur die Multivalenz-Hypothese der
Selektinbindungen unter Verwendung von Glykolipid-Liganden erbracht werden. Da fir
deren Nachweis in unserer Modellanordnung einige Abstraktionen notwendig waren, kdnnen
wir das Prinzip, nicht aber die zahlenmaf3igen Daten auf die physiologischen Ablaufe beim
Leukozytenrollen direkt Ubertragen. So sind beispielsweise die hier detektierten
Zellrollgeschwindigkeiten relativ niedrig, weil sich das von uns verwendete E-Selektin durch
eine langsamere Bindungskinetik vom natirlicherweise dominierenden L-Selektin
unterscheidet [104]. Die Anwesenheit von Microvilli an Leukozyten wird den hier
beschriebenen Bindungsmechanismus durch den zusatzlichen Schrittrhythmus der Microvilli
Uberlagern, so dal3 die resultierende Geschwindigkeit weiter erhéht wird.

4.1.4. Die Abhé&ngigkeit des Zellrollens von den ScherfluBbedingungen

Die bisherigen Zellrolluntersuchungen wurden bei einem Schergrad von 200 s
durchgefuhrt, was einen unteren Wert der Scherbedingungen in postkapillaren Venolen
reprasentiert. Durch die folgenden Untersuchungen sollte festgestellt werden, wie sich das
Zellrollen und dessen Geschwindigkeit beiilmenden Scherbedingungen verhélt.

Dafur wahlten wir als stabiles Membransystem die DSPC-Monolayer mit 0,025 mol%
sLe&—~Cer aus, die entsprechend der obigen Rollexperimente durch eine mittlere
Ligandenkonzentration und Rollgeschwindigkeit gekennzeichnet ist. Bei diesen Experimenten
wurden die CHO-E-Zellen nach der initialen Sedimentierung in Abstanden von 10 Sekunden
schrittweise steigenden Schergraden ausgesetzt. Die Auswertung der Bildsequenzen ergab
dann zu den einzelnen Schergraden die korrespondierenden Geschwindigkeiten. Diese
Abhangigkeit ist in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10: Abhangigkeit der Zellrollgeschwindigkeit von CHO-E-Zellen an einer DSP&Gee (0,025 mol%)
Membran vom Schergrad

Aus der Abbildung wird ersichtlich, daR bis zu einem Schergrad von™5Reis
Zellrollen stattfindet. Bei Erhthung der Scherbelastung bis zu ca.™176llsn die Zellen
langsam und unabhangig vom Schergrad mit ca. 10 pm/s. Mit weiterer Erhéhung des
Schergrades bis zu 450 simmt die Geschwindigkeit bis zu einem Geschwindigkeitsplateau
von ca. 27 um/s linear zu, um dort auch bei weiterer Schergraderhthung bis*1800 s
verbleiben.

Das Auftreten eines Geschwindigkeitsplateaus des Selektin-vermittelten Zellrollens bei
hohen Scherbelastungen wurde bereits von Springer et al. bei verschiedenen Untersuchungen
beschrieben [102,113,116]. Physiologischer Hintergrund dieses ausbalancierten
Geschwindigkeitsverhaltens liegt in den kapillaren Scherstre3unterschieden innerhalb
verschiedener Organe und Gewebe, in denen dann durch eine ausgeglichene
Rollgeschwindigkeit gleichartige Bedingungen fir die nachfolgenden Adhasions- und
Emigrationsschritte der Leukozyten bestent. Funktionell muf3 dieses
Geschwindigkeitsverhalten einerseits mit den kinetischen Bindungseigenschaften der
Selektine und andererseits mit dem Zellverhalten bei Scherbelastung erklart werden. In
unseren mikroskopischen Untersuchungen konnte mangels einer ausreichenden Auflosung
eine Zelldeformation unter Scherstrel3 nicht verfolgt werden. Diese scheint aber von einem
theoretischen Standpunkt aus die Ursache flur das beschriebene Geschwindigkeitsverhalten zu
sein. In unserer Arbeitsgruppe wurde von Bandulik eine mathemathische Simulation des
Zellverhaltens im Rollprozel3 unter Scherbedingungen durchgefuhrt [130]. In diesem Modell
wird berlcksichtigt, dal3 eine Zelle im Randbereich einer laminaren Strdomung der aus
Scherkraft und Drehmoment resultierenden Andruckkraft an die GefalBwand durch
Deformation auszuweichen versucht. Daraus ergibt sich eine ovale, sich vergroéfRernde
Kontaktflache mit einer ungleichméfigen Krafteverteilung innerhalb dieses Areals. Die
Rollgeschwindigkeit resultiert demnach aus dem Verhdaltnis der sich verkleinernden
Querschnittsflache der Zelle im Scherstrom und der zunehmenden Kontaktflache mit dem
Untergrund. Unter Annahme einer ellypsoid verformten Zelle konnte die Kraft auf die Zelle
unter Bericksichtigung von Querschnittsabnahme und Kontaktflachenzunahme mathematisch
beschrieben werden. Das Ergebnis dieser Simulation ist ein linearer Krafteanstieg auf die
Zelle mit zunehmender Scherbelastung im unteren Bereich, der mit weiterer Erhéhung der
Scherbelastung durch die berlcksichtigte Zellverformung in eine Phase eines Krafteplateaus
Ubergeht. Dieses simulierte Kréaftegleichgewicht an den Zellen beschreibt exakt den von uns
gefundenen Kurvenverlauf der Geschwindigkeitszunahme unter steigender Scherbelastung.
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Es ist daher sicher anzunehmen, daf’ das detektierte Geschwindigkeitsplateau das Resultat der
Zelldeformation unter Scherbedingungen ist. Neueste Untersuchungen von Springer et al.
bewiesen eine Leukozytendeformation in Abhangigkeit vom Scherstrel3 [119], was unsere
These des Rollverhaltens bestarkt.

Bei unseren Rollgeschwindigkeits-Analysen war das von Springer et al. beschriebene
Threshold phenomenon [213,214] nicht nachweisbar. Bei diesem Phanomen gehen die
Leukozyten bei Unterschreitung eines kritischen Scherwertes keine Membrankontakte mehr
ein, was als ein Sicherheitsschritt vor unkontrollierter Leukozytenaggregation interpretiert
wurde. Als Ursache dafiir wurde eine fehlende Zelldeformation und ein Ungleichgewicht
bezlglich Zellbewegung und Bindungsbildung bei den geringen Scherbelastungen
beschrieben. Offensichtlich aber ist diese Erscheinung an das Vorhandensein von Microvilli
und an die fur ein Tethering ausgelegten Sialomucine gebunden, was bei der ebenmaldigen
Zelloberflache und der gleichmafigen Clusterdichte in unserem Modell nicht zutrifft.

Zusammenfassend kann man sagen, dal3 in dem Modellsystem das Selektin-vermittelte
Rollen bei unterschiedlichen Scherbelastungen exakt simuliert werden konnte. Das auch von
anderen Arbeitsgruppen beschriebene Geschwindigkeitsplateau bei hohem Scherstrel3 konnte
durch mathematische Simulierungen als ein Effekt der Zelldeformation bewiesen werden.

4.1.5. EinfluR der Ligandenflexibilitat auf das Selektin-vermittelte Zellrollen

Die natdrlichen Selektinliganden sind durch ihre langgestreckte Sialomucin-Struktur
gekennzeichnet. Einerseits kbnnen sie damit die Bindungsepitope in einer exponierten
Position entfernt von der Zelloberflache fir die Selektinbindung prasentieren, was wie im
Falle des PSGL-1 mit einer Lange von ca. 50 nm fur den initialen Kontakt beim Tethering
von grol3em Vorteil ist. Andererseits kdnnen sie aber auch durch ihre strukturelle Flexibilitat
aktiv auf den Zellrollprozel3 einwirken. Aus diesem Grund soll in den folgenden Studien mit
dem dynamischen Testsystem der Einflu3 einer definierten Flexibilitatsveranderung der
Selektinliganden auf das Zellrollen untersucht werden.

In den bisherigen Untersuchungen erwies sich das multivalente Binden der Selektine zu
den immobilisierten Liganden als essentielle Rollvoraussetzung, das dementsprechend auch
als Funktionsprinzip der nattrlichen Liganden postuliert wurde. Diese Studien wurden mit
dem natirlich-analogen Glykolipid stkeCer durchgefiihrt, bei dem die SkKopfgruppe
durch einen relativ rigiden Laktose-Spacer mit dem Ceramid als Membrananker verbunden
ist. Diese Kopfgruppe sollte bei ihrer Prasentation an der Membranoberflache zwar eine
ausreichende Zuganglichkeit fur die Bindung aber keine bemerkenswerte Flexibilitdt besitzen.
Somit ist der Flexibilitatseinfluld der nattrlichen Selektinliganden nicht zu simulieren. Durch
den Einsatz neuartiger Glykolipide, bei denen durch die Nutzung definierter und hydrophiler
Spacer der Abstand zu ihrem Membrananker und damit ihre Lage an der Membranoberflache
graduell verandert werden kann, sollte der Einflu3 der Ligandenflexibilitat auf das Zellrollen
verdeutlicht werden. Zu diesem Zweck verwendeten wirdlipide, deren Kopfgruppen
direkt (sLé-L0), oder uber 3 Ethoxy- (sle.3), 6 Ethoxy- (sL&-L6) oder Uber 9
Ethoxyeinheiten (sCeL9) an einem Dialkylglycerol als Membrananker gebunden waren.
Geht man durch rontgenografische Werte von einer Lange einer Ethoxyeinheit von ca. 0,35
nm aus [291], so ergeben sich fir die einzelnen Liganden bei einer ideal gestreckten
Konformation der Spacer Langenunterschiede von jeweils ca. 1 nm. Da die Ethoxyspacer
jedoch in wassriger Losung nicht gestreckt sondern in einer verkndulten Form vorliegen
werden, wird sich fur den Bindungsprozel3 nicht in erster Linie die exponierte Prasentation,
wohl aber die erhdhte Flexiltdt im Vergleich der Liganden widerspiegeln.

Fur unsere Zellrolluntersuchungen wurden die beschriebenen vier Liganden jeweils in
eine DSPC-Matrix eingebaut, wobei wiederum fur alle Liganden Entmischungserscheinungen
mit Clusterbildungen nachgewiesen werden konnten. Beginnend mit
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Ligandenkonzentrationen von 1 mol% wurden unter Ligandenreduzierung das
Zellrollverhalten bei 2005analysiert. Diese Ergebnisse sind in Abb. 11 zusammengefaft.
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Abb. 11:Einfluf3 der Ligandenflexibilitat auf das Rollverhalten von CHO-E-Zellen

Der kirzeste und spacerfreie Ligand Silé) zeigt bis zu einer Konzentration von 0,05
mol% in der DSPC-Membran eine feste Adhésion der CHO-E-Zellen, die weitere
Reduzierung der slelLO-Menge fiihrt zum vollstandigen Ausbleiben jeglicher Zell-
Membran-Wechselwirkungen. Damit ist dieses Lipid infolge seiner Prasentation der sLe
Kopfgruppe unmittelbar an der Membranoberflache nicht zur Rollvermittlung beféahigt. Da
bei der festen Zelladhasion bei hoheren Konzentrationen die prinzipielle Erkennbarkeit und
Zuganglichkeit dieses Liganden bewiesen ist lal3t sich ableiten, dal3 ein Mindestmald an
Flexibilitat der Liganden zur Rollvermittlung notwendig ist.

Der nachstgroRere Ligand sSk&€3 mit den 3 Ethoxyeinheiten als Spacer hingegen
vermag ab der Konzentration von 0,05 mol% das Zellrollen zu vermitteln. Mit weiterer
Reduzierung der Ligandenmenge bis zu 0,01 mol% nimmt die Zellrollgeschwindigkeit zu, bei
Unterschreitung dieser Konzentration reil3en alle Zellen im Scherstrom ab. Damit weist das
sLe&-L3 in seinem Verhalten (Konzentrationsbereich der Rollvermittlung) groRe Ahnlichkeit
zu dem zuvor untersuchten $k€er auf. Die strukturelle Gegentiberstellung beider Liganden
zeigt [269], daR der Laktosespacer des*sCer eine vergleichbare GroRe wie die drei
Ethoxyeinheiten des slel.3 aufweist. Offensichtlich aber kann der flexiblere Ligand*sLe
L3 durch bessere Kopfgruppenanpassung innerhalb der Cluster die Zellen effektiver binden,
woraus die langsamere Rollgeschwindigkeit der CHO-E-Zellen gegeniiber dem rigideren
sLe—Cer erklarbar ware.

Auf dieser Basis laRt sich auch das Verhalten der beiden langsten Ligandein6sLe
und sLé-L9 erklaren. Beide Verbindungen kénnen durch ihre hohe Flexibilitat die CHO-E-
Zellen bis zu einer Konzentration von 0,01 mol% fest binden, erst bei Unterschreitung dieser
Konzentration vermitteln sie das Zellrollen. Dann jedoch rollen die Zellen bis zu einer
Ligandenkonzentration von 0,0025 mol% mit einer fur diese Ligandenmenge hohen
Rollgeschwindigkeit von ca. 20 pm/s. Daraus lassen sich folgende Aussagen ableiten:

Eine Zunahme der Flexibilitdt und damit auch der Erkennbarkeit der Bindungsepitope
an der Membranoberflache vergréRert zwar den Roll-Konzentrationsbereich nicht, dieser wird
jedoch zu geringeren Ligandenmengen hin verschoben. Dies zeigt, dal3 eine
Flexibilitatserhohung forcierend auf den Zellrollprozel? wirkt. Beim Einsatz der Ethoxyspacer
unterliegt der Einflu3 der Flexibilitat auf das Rollen einer Art Sattigung, da die Liganden mit
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6 bzw. 9 Ethoxyeinheiten ein analoges Verhalten aufweisen. Daraus laf3t sich schluf3folgern,
dall bei den natirlichen Selektinliganden die langgestreckte und hochflexible
Sialomucinstruktur effektiv an die Rollvermittlung bei der Selektinbindung angepalit ist.
Dadurch kann die absolute Konzentration an Bindungsepitopen in diesen Liganden verringert
werden, was in guter Ubereinstimmung mit unserer mengenmaBigen Abschatzung der Epitope
(in 4.1.2.3.) mit den natirlich vorkommenden Selektinliganden [54] steht.

FalRt man alle Zellrollexperimente nochmals zusammen so lal3t sich festellen, dal3 mit
Hilfe des dynamischen Testsystems molekulare Bindungseigenschaften der Selektine im
Rollprozel3 abstrahierend aufgeklart werden kdnnen. Es zeigte sich, dafl3 Glykolipid-
verankerte Bindungsepitope an der Oberflache der Modellmembran das Zellrollen vermitteln
konnen, wenn diese sich lateral strukturiert und raumlich konzentriert in Clustern befinden.
Damit &Rt sich beweisen, dald der Selektin-Bindungsprozel3 aus der Multimerisierung vieler
schwach-affiner Einzelbindungen resultiert, was somit auch als Wirkprinzip der natirlichen
Selektinliganden postuliert wurde.

Neben diesem Multimerisierungseffekt ist die Flexibilitat der Liganden von Bedeutung.
Eine Flexibilitatserhdhung forciert das Zellrollverhalten und reduziert die notwendige Anzahl
von Bindungsepitopen fir den Rollprozel3. Daraus laR3t sich die relativ geringe Anzahl von
Bindungsepitopen an den hochflexiblen natirlichen Sialomucin-Liganden erklaren.

Die Scherstre3abhangigkeit des Zellrollens und damit die Rollgeschwindigkeit wird
entscheidend durch die Zelldeformation bestimmt und fuhrt zu einem
Geschwindigkeitsplateau bei hohem Scherstrel3. Der Selektin-abhé&ngige Zellrollprozel ist
dementsprechend ein hochgradig regulierter und tber weite Bereiche aul3erer Bedingungen
ausbalancierter Bindungsprozel3, der nicht als instabile Zwischenstufe zwischen fester
Adhasion der Zellen und deren Abreil3en im Scherstrom anzusehen ist.

4.2. Untersuchung selektininhibierender Verbindungen als potentielle
antiinflammatorische Wirkstoffe

Durch ihre initiale Stellung in der Adh&sionskaskade der Leukozyten nehmen die
Selektine eine Schlusselstellung in der Immunabwehr bei Entztindungserkrankungen ein. Die
selektive Modulierung oder Blockierung der Selektinbindung kénnte somit eine neue
Mdoglichkeit eroffnen, an einem kausalen Punkt direkt blockierend auf pathologische
Entzindungserscheinungen einzuwirken. Von dieser Idee getragen wurden in den letzten
Jahren eine Vielzahl von glykosidischen  Selektininhibitoren als potentiell
antiinflammatorische Verbindungen synthetisiert und auf ihre Bindungsfahigkeit untersucht.
Die Inhibierungsexperimente wurden unter statischen Bedingungen durchgefihrt, was
eigentlich den dynamischen Bindungseigenschaften der Selektine im Prozel3 des Zellrollens
nicht ausreichend Rechnung tragt. Aufbauend auf unseren Untersuchungen zum Selektin-
vermittelten Zellrollen im dynamischen Testsystem werden in dem folgenden Kapitel
dynamische Inhibierungsexperimente vorgestellt, bei denen die inhibitorische Wirkung der
untersuchten Verbindungen direkt auf das Zellrollen verdeutlicht werden kann.

Bei der Suche nach potenten Selektininhibitoren fungierte das Bindungsepitop Sialyl
Lewis * aufgrund seiner nachgewiesenen Bindungsfahigkeit fiir alle drei Selektine als
Standardligand. Durch verschiedene Strategien versuchte man, ausgehend*vonad sirger
Beibehaltung der als essietl erkannten pharmakophorenupipen zu einfacheramd besser
bindenden Inhibitoren zu gelangen (vgl. 2.2.2.).

Eine dieser Strategien ist darauf gerichtet, durch den Einbau zusatzlicher hydrophober
Epitope in das sl’edessen geringe Bindungsstarke von etwa 1mM zu vergroRern. Ihren
Ausgang nahm diese Strategie durch die Erkenntnis, daR ein Deoxyderivat des sLe
(dehydroxyliert am C1 des GIcNAc) eine bis zu 40fach hohere Bindungsaffinitdit zum P-
Selektin besitzt als das si[@92]. Als Mechanismus wurde postuliert, daf3 durch die fehlende
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Hydroxygruppe der Pyranosering des GIcNAc partiell hydrophobisiert wird, und damit besser
mit einem Histidinrest in der N&he der eigentlichen Lektindoméne wechselwirken kann [293].
Ahnliche Befunde bestarkten diese Theorie einer hydrophoben Substitution. Ramphal et al.
konnten zeigen, daR eine Substitution des Acetylrestes im GIcNAc désdsieh ein
aromatisches Ringsystem die Bindungsaffinitat zum E-Selektin um das zehnfache verstéarkt
[168]. Darauf aufbauend fanden Tsujishita et al., dal3 eine Substitution an der glykosidischen
Hydroxygruppe des GIcNac mit einem langkettig verzweigten Alkylrest ein
Wirkungsoptimum darstellt. Durch Molecular Modelling wurde verdeutlicht, daf3 bei dieser
Substanz der steAnteil normal in der Bindungstasche der Lektindomane bindet, wahrend
die zwei Alkylreste entlang zweier hydrophober Rillen an der Oberflache des E-Selektins
orientiert sind und so bindungsverstarkend wirken [294].

Eine logische Konsequenz dieser Untersuchungen stellen die Studien von Ikami et al.
dar. Diese Arbeitsgruppe stellte eine grol3e Anzahl von potentiellen Selektininhibitoren vor,
die neben der beschriebenen Alkylsubstitution unterschiedlich starke Vereinfachungen im
sLe—Bereich aufweisen. Die von lkami beschriebenen Glykolipide sind Laktose-, Galaktose-
oder Fucose-Galaktose-Derivate, die zusatzlich im Molekil eine unterschiedliche Anzahl von
Sulfatierungen oder Phosphorylierungen aufweisen [295-297]. Vor dem Hintergrund, daf3 fur
die P- und L-Selektin-Bindung zusatzliche negative Ladungen durch Sulfatierungen in den
Liganden eine grof3e Rolle spielen, was man aus den Bindungsepitopen des L-Selektin-
Liganden GlyCAM-1 und aus der Bindungsfahigkeit zu polysulfatierten Sacchariden ableiten
kann [298,299], erscheinen diese Inhibitoren sehr aussichtsreich. Zudem ist auch bekannt, daf3
Laktosederivate mit einem speziellen Sulfatierungsmuster als L-Selektin-Inhibitoren gelten
und dabei eine leicht starkere Wirksamkeit aufweisen al$30a].

Die inhibitorische Wirksamkeit aller Selektininhibitoren wurde bisher in statischen
Bindungsassays ermittelt. Diese von den unterschiedlichen Arbeitsgruppen angewendeten
Testsysteme unterscheiden sich hinsichtlich der gewahlten Bindungskomponenten. In
manchen Assays wird die Bindung von Selektin-haltigen Zellen an andere Zellen mit den
korrespondierenden Liganden gemessen und inhibiert. Die meisten Tests arbeiten mit
Oberflachen-immobilisierten Selektinen und quantifizieren die Bindung Ligand-haltiger
Zellen. Die einzelnen Arbeiten unterscheiden sich dabei in der Art der Selektine und deren
Fixierung, da sowohl natirliche isolierte Selektine als auch 1gG-Selektin-Fusionsproteine zur
Anwendung kommen. Daher sind die angegebenen Inhibierungsdaten der einzelnen
Arbeitsgruppen nur eingeschrankt miteinander vergleichbar. Prinzipiell muf3 man sagen, daf3
eine  Bindungsuntersuchung unter statischen Bedingungen die dynamischen
Bindungseigenschaften der Selektine im Prozel3 des Zellrollens nicht ausreichend
widerspiegeln kann. Um einer Selektin-Inhibierung unter physiologischen Bedingungen naher
zu kommen ist es vorteilhafter, unter dynamischen Flu3bedingungen zu arbeiten.

Aufbauend auf unseren vorangegangenen Arbeiten Uber die molekularen
Bindungseigenschaften der Selektine im Zellrollprozel3 nutzten wir nun das dynamische
Testsystem zur Untersuchung der inhibitorischen Eigenschaften vofrarsdlegen
Glykosiden.

Prinzipiell sollte die Bindung eines Rezeptors zu seinem Liganden nur von der Art der
pharmakophoren Gruppen abhéngen, ungeachtet einer statischen oder dynamischen
Bindungsbildung. Davon aber kdnnten die Selektine eine Ausnahme bilden. Die Selektine
sind im Gegensatz zu anderen Rezeptoren durch ihre spezifische Bindungskinetik
gekennzeichnet. Nur bei sehr schneller Bindungsbildung und —dissoziation kann es zum
Zellrollen kommen, daher sind auch die potentiellen Inhibitoren an diese Bindungskinetik
gebunden. DarlUberhinaus binden die Selektine die Epitope der Liganden nur sehr schwach
affin. Zudem sind die Selektinliganden und die untersuchten glykosidischen Inhibitoren sehr
hydrophil, so dal3 Wasserstoffbriickenbindungen eine dominante Rolle spielen, und damit das
umgebende Medium die Bindungseigenschaften modulieren wird. Aus dieser Argumentation
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laRt sich ableiten, dalR die Wirkung eines Selektininhibitors unter Ruhe im statischen Assay
mit der in einer Durchfluf3anordnung trotz analoger Bindungspartner nicht gleichzusetzen ist.

In unserem Testsystem kamen eine Reihe der von Ikami vorgestelliten Galaktose- oder
Fucose-Galaktose-Derivate zum Einsatz. Von diesen Derivaten waren die statischen
Inhibierungsdaten bekannt, die dann direkt zu den dynamischen Werten ins Verhaltnis gesetzt
werden sollten. Durch die Auswahl strukturverwandter Derivate kann zudem der Einflul3
bestimmter Strukturelemente auf eventuelle Wirkunterschiede zwischen statischem und
dynamischen Assay verdeutlicht werden.

Die untersuchten Glykolipide sind in der folgenden Abbildung dargestellt. Sie sollen im
weiteren durch ihre Numerierung oder ihre triviale Bezeichung beschrieben werden.

1. Dinatrium  [2-(Propyl)pentyl-O¢-L-fucopyranosyl-(1- 2)-3-D-galaktopyranosyl)-
30,30 -disulfonat]

HO, OH
O
0OSO3Na

o

O Me
HO

0OSQsNa
OH
2. Dinatrium [2-(Tetradecyl)hexadecyl-Oe(-L-fucopyranosyl-(1- 2)-3-D-

galaktopyranosyl)- 30,30"-disulfonat]
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3. Natrium [2-(Tetradecyl)hexadecyl-@HL-Fucopyranosyl-(L 2)-3-D-
galaktopyranosyl)-30-sulfonat]
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4, Octanatrium [2-Hexadecyl-2-hexyl-propan-1,3-0,0‘-ifid(-galaktopyranosyl)-
30,40,3'0,4'O-tetraphosphonat]

HO ' opoma0),
o OPO(NaO),
\/\/\/\/\/iX><: o .
o\%omma@z
HO
5. Octanatrium [2,2-Dihexadecyl-propan-1,3-O,0"-lfisi{-galaktopyranosyl)-
30,40,3'0,4'O-tetraphosphonat]
HO ' opo(Nao),
OPO(NaO),
HOHO ' opo(Nao),
HO

6. Tetranatrium [2-(Propyl)pent@d-D-galaktopyranosyl-30,40-diphosphonat]

OPO(NaO),

HO
o)
o) OPO(NaO),
HO

7. Tetranatrium [2-(Tetradecyl)hexade@/bD-galaktopyranosyl-30,40-diphosphonat]

HO_  oPO(NaO),
0
o) OPO(NaO),
HO

Abb. 12: Strukturen der getesteten Selektininhibitoren

Diese Stoffe stehen strukturell in einer logischen Beziehung. Substanz 1 ist ein
kurzkettiges, disulfatiertes Fucose-Galaktose-Derivat. In Analogie zufnaist es mit den
Fucose-Hydroxygruppen, der 6-OH-Gruppe der Galaktose und der negativen Ladung an der
Galaktose durch zwei Sulfatreste im Molekil alle pharmakophoren Gruppen deaus$l e
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zusétzlich kann auf den Einflul3 der kurzkettigen Alkylreste fokussiert werden. Substanz 2 ist
von identischer Struktur, zeigt aber eine Substitution mit einem langkettig verzweigten
Alkylrest. Dazu analog ist wiederum Substanz 3, bei der durch Monosulfatierung der
Galaktose der Einfluf3 der Ladungsanzahl verdeutlicht werden kann. So kann innerhalb dieser
drei Stoffe der Einflul3 der Alkylkettenlange und der Ladungsanzahl untersucht werden.

Die Substanzen 4 und 5 sind Dimere diphosphorylierter Galaktoside, die sich durch die
unterschiedliche Kettenldnge der Alkylreste unterscheiden. Sie weisen strukturell weniger
Ahnlichkeiten zum sLeauf, sie kbnnten aber durch die Dimerisierung (Multivalenz) und die
hohe Ladungsdichte Wirksamkeiten aufweisen. Identische Kopfgruppen weisen auch
Substanzen 6 und 7 auf, wobei diese Stoffe im Gegensatz zu 4 und 5 als Monomere vorliegen.
Im Vergleich dieser vier Substanzen sollte der Einflul3 einer Kopfgruppenwiederholung und
wiederum der Effekt der Alkyllange auf die inhibsohe Wirksamkeit heortreten.

Fur diese Verbindungen wurden von lkami et al. die Inhibierungswerte fir alle drei
Selektine ermittelt. In den statischen Bindungsassays wurde die Verdrangung von
ligandhaltigen HL-60-Zellen von den immobilisierten Selektin-lgG-Fusionsproteinen
gemessen. Die Daten wurden als prozentuale Hemmung bei einer Konzentration von 0,3 mM
angegeben und zu sLims Verhaltnis gesetzt. Die Hemmwerte sind in der folgenden Tabelle
dargestellt.

Substanz Triviale % Hemmung de$s% Hemmung de$% Hemmung des
Beschreibung | P-Selektins L-Selektins E-Selektins
sLe Standard 3+6 05 04

1 Kurzkett.disulfat, 16 33 2
Fucose Galaktose

2 Langkett.disulfat| 76 69 8
Fucose Galaktose

3 Langk.monosulf. 100 100 0
Fucose Galaktose

4 Gem.kett. dimerg 0 0 5
diphosph.Galakt

5 Langkett.dimere 0 0 11
diphosph. Galakt

6 Kurzkett.diphos. 13 0 20
Galaktose

7 Langkett.diphos. 24 0 20
Galaktose

Tab.3: Inhibierungswerte der verwendeten Glykolipide im statischen Bindungsassay nach lkami [295-297]

Aus diesen Hemmwerten wird in grober Ubersicht sichtbar, daR die langkettigen
Derivate gegeniber den kurzkettigen von Vorteil sind. Zur Ladungsart oder —anzahl wird
keine Korrelation sichtbar. Erstaunlicherweise sind die monomeren Derivate 6 und 7 deutlich
wirksamer als ihre dimeren Analoga 4 und 5. Gemessen aimzsigen die wirksamsten
Substanzen eine enorme Wirkungsverbesserung. Diese Angaben sind aber durch die
ungeniigende Aussagefahigkeit der *sHemmwerte in diesem Testsystem schwer zu
interpretieren.

Zur Durchfuhrung der Inhibierungsstudien in unserer DurchfluBkammer nahmen wir
zwei konstruktive Verdanderungen vor. In unseren bisherigen mechanistischen
Untersuchungen des Zellrollens wurden CHO-E-Zellen mit einer relativ homogenen
Verteilung an E-Selektin eingesetzt, wahrend die Strukturierung der Modellmembran mit den
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synthetischen sleLiganden erfolgte. Fir eine gute Vergleichbarkeit unserer
Inhibierungsstudien zu den Daten von lkami et al. sollten aber HL-60 Zellen als Rollzellen
zum Einsatz kommen. Diese Zellen besitzen den P-Selektin-Liganden PSGL-1, der im
Molekll eine solche Strukturierung der Bindungsepitope aufweist, die wir in den
vorangegangenen Studien in unseren Modellmembranen simulierten. Durch eine Fixierung
von P-Selektin auf der Glasoberflache gelingt es unter Umkehrung der Bindungsverhaltnisse,
ein Rollassay zu etablieren. Dabei ergeben sich zwei weitere Vorteile: Durch die Inhibierung
der natlrlichen Bindungspartner PSGL-1 und P-Selektin ist man den physiologischen
Bedingungen mehr angenahert als mit synthetischehBtegvaten. Andererseits weisen die

zu untersuchenden Glykolipide durch ihren Molekilaufbau amphiphile Eigenschaften auf, so
dal3 sie die vorab genutzten supportfixierten Modellmembranen beeinflussen oder zerstéren
konnten.

Zur Verbesserung der Stabilitat unter Strémungsbedingungen wahlten wir eine
kovalente Fixierung des P-Selektins an den Glasplattchen. Das P-Selektin wurde vorher nach
einer leicht modifizierten Standardvorschrift aus Blutplattchen isoliert [271] und seine
Identitat mittels Gelelektrophorese bzw. Western blot nachgewiesen. Zur kovalenten
Fixierung aktivierten wir die gereinigten Glaser durch Umsetzung mit Cyanurchlorid. Dieses
trivalente Kopplungsreagenz kann in erster Reaktion mit den Hydroxygruppen der
Glasoberflache reagieren, um dann durch Umsetzung mit Aminogruppen der Proteine eine
Fixierung zu vermitteln. Albumin-gekoppelte Glaser dienten als Blindprobe, an denen die
HL-60 Zellen unter den simulierten ScherfluBbedingungen des kapillaren Blutstromes mit
einem Schergrad von ca. 200weder eine Bindung noch eine Rollbewegung zeigten. Unter
schrittweisem Zumischen von P-Selektin zu einer Albuminlésung vor der Fixierung wurde
dann mit einem aquimolaren Verhaltnis beider Proteine ein Punkt erreicht, bei dem die HL-60
Zellen Uber die Glasoberflache roliten. Nach Einspulen der HL-60 Zellen und einer kurzen
Inkubation auf den immobilisierten Selektinen wurden die Zellen im Sichtfeld ausgezahlt,
bevor nach erneutem Durchstromen der Kammer die Zahl der bindenden bzw. rollenden
Zellen sowie deren Rollgeschwindigkeit analysiert wurde.

Das prozentuale Verhéltnis der bindenden oder rollenden Zellen zur Anzahl der unter
statischen Bedingungen haftenden sowie die ermittelte Rollgeschwindigkeit wurde als
Bezugswert fiur die Inhibierungsstudien genutzt. Mit gleichem Ablauf wurden danach die
Inhibierungsexperimente durchgefuhrt. Gemischt mit ca. 30 nmol der Glykolipide
(entsprechend einem ca. 100fachen molaren Uberschul® gegeniiber den raumlich maximal zu
immobilisierenden Selektinen von 0,1 nmol) wurden die HL-60 Zellen unmittelbar vor der
DurchfluBkammer ohne Verdinnung dem stromenden Medium zugemischt. In der kurzen
statischen Prainkubationsphase konkurrieren somit die PSGL-1 Liganden der Zellen und die
Glykolipide um die Selektinbindungen. Im Flu3 unter Scherstre3bedingungen wurden
wiederum die Zahl und die Geschwindigkeit der rollenden Zellen ermittelt.

Die inhibitorische Wirksamkeit der Substanzen manifestiert sich also in dem
dynamischen Testsystem in zwei Parametern. In Analogie zu den statischen Assays wird auch
in unserem Test die Zahl der bindenden Zellen reduziert. Der dynamische Aspekt manifestiert
sich aber zusatzlich in einer Erhéhung der Zellrollgeschwindigkeit. Beide Parameter sollten
miteinander korrelieren und so ein umfassenderes Bild der Inhibitoren zeichnen. Die
Testergebnisse mit beiden Parametern sind in Abb. 13 gegenliber dem Verhalten*von sLe
dargestellt.
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Abb. 13: EinfluR der inhibitorischen Aktivitét der untersuchten Glykoside auf das Bindungs- und Rollverhalten
der HL-60-Zellen

Vergleicht man die Anzahl der bindenden bzw. rollenden Zellen bei allen untersuchten
Inhibitoren, so zeigen sich deutliche Unterschiede gegentiber der Wirkung Yedislrech
unserer Auffassung aber wesentlich realistischer erscheinen als die tabellarisch aufgelisteten
Werte der statischen Untersuchungen von Ikami et al.. Wahrend die meisten Substanzen ein
ahnliches Verhalten wie st eeigen, weist Substanz 2 eine wesentlich starkere Wirksamkeit
auf. Als Konsequenz einer partiellen P-Selektin-Blockierung sollte sich parallel zur
Reduzierung der Zahl adharenter Zellen die Zellrollgeschwindigkeit erhdhen. Den stérksten
Effekt zeigt wiederum Substanz 2, die sich mit einer Rollgeschwindigkeit von ca. 40 pm/s als
effektivster Inhibitor in diesem Test absetzt. Wibe wird sichtbar, dal3 Substanzdeigher
Effektivitat in Bezug auf die Zellhaftung auf der dynamischen Seite eine sichtbare
Differenzierung erfahren. Da die Zellrollgeschwindigkeit die physiologischeren Bedingungen
reprasentiert, sollte dieser Parameter zur Bewertung aussagekraftiger sein. Lediglich Substanz
7 weist mit einer relativ hohen Rollgeschwindigkeit keine Korrelation zur Anzahl der
gebundenen Zellen auf.

In einer ersten Bewertung zeigt sich das dynamische Testsystem flr Inhibierungsstudien
sehr gut geeignet, die gewonnenen Testdaten sind guedifierbar und realistisch.

Betrachtet man die Testergebnisse vom strukturellen Standpunkt der Inhibitoren, so
erweist sich das langkettige disulfatierte Fucose-Galaktose-Derivat deutlich am
wirkungsstarksten. Aus der grof3en Wirkdifferenz zu Substanz 1 a3t sich ableiten, dal3 die
langkettige Alkylsubstitution eindeutig bindungsverstarkend wirkt. Aber auch die Anzahl der
negativen Ladungen ist von Bedeutung, wie die Unterschiede zu der monosulfatierten,
ansonsten identischen Substanz 3 beweisen. Die Substanzen 4 und 5 haben eine wiederum
deutlich héhere Ladungsdichte, aber die fehlende Fucose in diesen Molekilen wirkt sich
negativ auf das Bindungsergebnis aus. Trotzdem zeigen die beiden Substanzen eine nahezu
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identische Wirksamkeit wie das sSiLeDie Dimerisierung der Kopfgruppen ist ebenfalls
wirkungsverstérkend, wie die monomeren Verbindungen 6 und 7 im Unterschied zu 4 und 5
beweisen. Lediglich Substanz 7 erhdht die Rollgeschwindigkeit, was mit dieser strukturellen
Erklarung nicht korreliert aber zumindest den Vorteil der langkettigen Substitution
demonstriert.

Diese Wirkungsabstufung innerhalb der Inhibitoren weicht in einigen Punkten von den
Daten nach Ikami ab. Prinzipiell sind auch bei Ikami die langkettigen Derivate favorisiert. In
seinen Untersuchungen erwies sich das monosulfatierte langkettige Fucose-Galaktose-Derivat
am wirksamsten, gefolgt von dem disulfatierten Derivat Substanz 2. Die dimeren
Verbindungen 4 und 5 waren wirkungslos, hingegen die monomeren Analoga 6 und 7
deutlich besser als sle Diese Wirkunterschiede missen durch das veranderte
Bindungsverhalten der Inhibitoren beim Ubergang von statischen zu dynamischen
Bedingungen erklart werden.

Generell sind die glykosidischen Selektininhibitoren relativ hydrophil und vermitteln
ihre Bindung zum Teil Uber Wasserstoffbrickenbindungen. Diese Bindungen sind nicht
weitreichend und in standiger Konkurrenz zu den Wassermolekilen des Mediums.
Daruberhinaus ist die Bindungsaffinitat der Selektine zu ihren Bindungsepitopen sehr gering
und von einer besonders schnellen Kinetik gepréagt. Daraus lalt sich ableiten, dal3 solche
Inhibitoren in ihrer Bindungsfahigkeit stark von der Art und Bewegung des Mediums
abhéangen. So kénnte es erklarlich sein, dal’3 die Verbindungen unter statischen Bedingungen
deutlich besser wirken. Kommen andere Bindungsarten hinzu, veréandern sich die
beschriebenen Verhaltnisse. Ladungsinduzierte Wechselwirkungen sind langreichweitig. Sie
soliten somit weniger anfallig gegen die Verdnderungen des Mediums sein. Dies kdnnte die
wesentlich bessere Wirksamkeit der disulfatierten Verbindung 2 gegentber der
monosulfatierten Substanz 3 erklaren, deren Wirkungsverhaltnisse im Assay bei Ikami genau
umgekehrt waren. Mit einem Ladungseinflul3 lieRe sich auch das bessere Binden der dimeren
Substanzen 4 und 5, die bei lkami als wirkungslos eingestuft wurden, gegenitber 6 und 7
erklaren, da die erstgenannten ewesentlich htiere Lalungsdichte aufweisen.

FaRt man diese Untersuchungen zusammen, so laf3t sich feststellen, dal3 unser
dynamisches Testsystem auch zur Untersuchung von Selektininhibitoren sehr gut geeignet ist.
Es zeigt sich, dal3 es bei der Inhibitortestung deutliche und erklarbare Unterschiede zwischen
statischen und dynamischen Testbedingungen gibt. Da die dynamischen
Untersuchungsbedingungen das physiologische Verhalten besser simulieren, erscheinen diese
Ergebnisse realistischer. Zudem gibt es beim dynamischen Testsystem mit der Analyse der
Zellanzahl und der Zellrollgeschwindigkeit zwei Auswertungsparameter, die eine
differenziertere Bewertung der Inhibitoren erlauben. Gegentber einem statischen
Zellbindungsassay ist ein solcher dynamischer Test jedoch wesentlich aufwendiger und daher
eher fur eine Anwendung im Rahmen eines fortgeschrittenen Screenings denkbar.

Aus struktureller Sicht ergédnzen die hier untersuchten Glykolipide die Palette der
bekannten Inhibitoren betrachtlich. Es konnte nachgewiesen werden, dal3 eine hydrophobe
Substitution mit einem langen und verzweigten Alkylrest grof3e Vorteile flr die Bindung
bringt. Die Anwesenheit der Fucose erwies sich ebenfalls als essentiell. Durch den
beschriebenen Ladungseinflul? ist das disulfatierte Fucose-Galaktose Derivat mit langkettiger
Substitution die optimale Verbindung. Obwohl sich in diesem dynamischen Assay keine
Gleichgewichts-Bindungskonstanten bestimmen lassen, kann fir diese Substanz in Relation
zum sLé von einer Bindungskonstante um 100 nM ausgegangen werden. Die Substanz
befindet sich gegenwartig in einer fortgeschrittenen in vivo-Testung.
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4.3. Nutzung vaskularer Selektine als Targetstrukuren flr Immunoliposomen zum
Zwecke eines antiinflammatorisch gerichteten Drug Targetings

Die vaskularen Selektine E- und P-Selektin sind in ihrer Exprimierung durch die
kapillaren Endothelzellen unmittelbar raumlich und zeitlich an Entztindungsereignisse
gekoppelt. Damit bieten sie hervorragende Voraussetzung fur ihre Nutzung als
Targetstrukturen, um auf diesem Wege Arzneistoffvehikel zum entziindeten Gewebe zu
transportieren. Ein weiterer entscheidender Vorteil im Targetieren dieser Selektine besteht
darin, dal3 die Arzneistoffvehikel flr die Targeterkennung und —bindung das Gefal3system
nicht verlassen missen. Aufgrund der unterschiedlichen Exprimierungszeit und —dauer der
beiden Selektine bietet sich insbesondere das E-Selektin fir diese Zwecke an. Auf dieser
Grundlage konnten sich vollig neuartige Ansétze fur eine antiinflammatorische Therapie
erdffnen.

Da Immunoliposomen ein grol3es Potential als Drug Targeting Systeme besitzen, sollen
durch die Kopplung von anti-E-Selektin-Antikdrpern an Liposomen selektingerichtete
Immunoliposomen hergestellt und deren Targetierungseigenschaften untersucht und optimiert
werden. Diese neuartige Strategie wird in den nachsten Kapiteln vorgestellt. Dafir werden zu
Beginn Methoden zur Herstellung von Immunoliposomen verglichen und optimiert. Im
Anschluld daran werden die ausgewahlten Immunoliposomen unter in vivo-Bedingungen auf
ihre Immunogenitat untersucht. Dies leitet zu den eigentlichen in vitro-Targetierungsstudien
der Immunoliposomen an Endothelzellen Uber. Aufbauend auf einem erfolgreichen Targeting
wird dann das weitere Verhalten der Liposomen an den Targetzellen untersucht, um daraus
flr perspektivische Therapieansatze grofstmoglichen Nutzen zu ziehen.

4.3.1. Methoden zur Herstellung selektingerichteter Immunoliposomen

4.3.1.1. Herstellung konventioneller sterisch stabilisierter
Immunoliposomen

Zur Herstellung konventioneller Immunoliposomen wurden eine Anzahl von Methoden
zur Kopplung der Antikérper an die Liposomenoberflachen beschrieben (vgl. Kap. 2.3.3.).
Diese beruhen auf unterschiedlichen kovalenten und nichtkovalenten Konjugationstechniken.
Weiterhin wurde bewiesen, dal3 diese Kopplungstechniken auch in Anwesenheit von mPEG-
PE an der Liposomenoberflache funktionieren, dies aber zu einer Reduzierung der
Kopplungsausbeute durch die sterische Stabilisierung der Liposomenoberflache fuhrt [205].
Obwohl alle diese Methoden ausreichend etabliert sind, findet man in der Literatur keine
direkt vergleichenden Studien zu diesen Techniken.

Fur die Herstellung der Selektin-gerichteten Immunoliposomen sollte eine dieser
Konjugationstechniken ausgewéhlit werden. Aus diesem Grund testeten wir diese etablierten
Kopplungsverfahren und bewerteten die Ergebnisse einerseits quantitativ nach der Menge der
gekoppelten Antikorper und andererseits nach der Praktikabilitdt der Methode.

Zum Vergleich der Kopplungsausbeute wurden die Konjugationen mit humanem IgG
als Probeantikorper statt der eigentlichen anti-E-Selektin IgG durchgefihrt. Zur
Vereinheitlichung wurden alle Kopplungsreaktionen mit einem initialen Antikdrper/Lipid
Molverhaltnis von 1:1000 durchgefuhrt, welches entsprechend der Untersuchungen von
Hansen et al. den besten Kompromil3 aus eingesetzter und gekoppelter AntikGrpermenge
darstellt [223]. Die gekoppelte Antikdrpermenge wurde durch Proteinbestimmungen
quantifiziert.

Als Methoden fir diesen Vergleich wéahlten wir die nichtkovalente Biotin-Avidin-
Technik und die kovalenten Verfahren der Kopplung an PDP-PE bzw. MPB-PE uber die
Thioetherbindung und die Carbonsédureamidbindung an das N-Glut-PE. All diese Verfahren
fuhrten wir ohne, und in Anwesenheit von 2 bzw. 5 mol% mPEG-PE 2000 in den Liposomen
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durch. Die erzielten Kopplungsausbeuten sind in Abb. 14 grafisch dargestellt, wobei die
gekoppelten Antikbrpermengen in pug Protein/pmol Lipid angegeben sind.
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Abb.14: Vergleich der Kopplungseffizienz verschiedener Konjugationsmethoden. Die Daten repréasentieren
Mittelwerte von mindestens drei Einzelbestimmungen.

Aus der Abbildung wird deutlich, dal3 alle Konjugationstechniken zu einer sehr
ahnlichen Kopplungsausbeute filhren. Ubereinstimmung besteht auch darin, daR die
Anwesenheit von mPEG-PE an der Liposomenoberflache das Kopplungsausmald in einem
vergleichbaren Malf3 reduziert. Wahrend 2 mol% mPEG-PE zu einer nur moderaten Abnahme
des gekoppelten Proteins fiihrt, verursachen 5 mol% des mPEG-PE eine Reduzierung um 80-
90% der urspriunglich gebundenen Menge der PEG-freien Liposomen. Zu unseren erhobenen
Daten finden sich nur einzelne Vergleichswerte in der Literatur. So sind unsere Ergebnisse
der PDP-PE und MPB-PE Technik in guter Ubereinstimmung mit Hansen et al., die lediglich
fur das MPB-PE mit 5 mol% PEG-PE eine hdhere Kopplungsausbeute fanden [223]. Vom
Standpunkt einer quantitativen Bewertung kann also keine der Methoden direkt favorisiert
werden.

Betrachtet man hingegen die Praktikabilitat der Kopplungsdurchfiihrung, fallen
deutliche Unterschiede auf. Die Biotin-Avidin-Methode ist eine schnelle und einfache
Konjugationstechnik, die wir nach eingehender Verfahrensoptimierung auch ohne
Vesikelaggregation durchfihren konnten. Trotzdem ist die Notwendigkeit spezieller
biotinylierter  Antikdrper oder die Biotinylierung mit den damit verbundenen
Reinigungsschritten als deutlicher Nachteil anzusehen. Ahnliches gilt auch fir die
thioreaktiven Methoden des PDP-PE und MPB-PE. Obwohl beide Kopplungsverfahren mit
sehr guter Quantitat verlaufen, sind auch hierbei die notwendige Derivatisierung der
Antikorper und die notwendigen gelchromatografischen Reinigungsschritte von Nachteil.
Dies qilt insbesondere vor dem Hintergrund der enorm hohen Preise der spezifischen
monoklonalen Antikorper.

Dahingegen ist die Kopplungsmethode an N-Glut-PE von deutlichem Vorteil, denn hier
kbénnen die Antikbrper ohne vorherige Umsetzung oder Derivatisierung direkt gekoppelt
werden. Der Aktivierungsschritt mit einem Carbodiimid (EDC) findet an den
Ankermolekullen der Liposomen statt und beeinflul3t so die zu koppelnden Antikdrper nicht.
Von dieser Kopplungsreaktion gibt es drei, leicht voneinander abweichende Varianten (vgl.
2.3.3.). In vergleichenden Studien in der Arbeitsgruppe [301] konnte gezeigt werden, dal3 die
hier angewendete Variante der Kopplung bei neutralem pH gegeniber der von Weissig
vorgeschlagenen pH-Veranderungen oder gegentber der von Bogdanov favorisierten
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zusétzlichen Anwendung von N-Hydroxysulfosuccinimid zumindest gleichzusetzen ist [225,
226].

Aus diesem Grund favorisierten wir die N-Glut-PE Methode als Verfahren zur
Herstellung der konventionellen Immurpsisomerfir unsere weiteren Untershungen.

4.3.1.2. Nutzung von Cyanur-PEG-PE als neuartige Kopplungsstrategie
fur die Konjugation von Antikérpern an terminales PEG

Aus den vorangegangenen Untersuchungen wird deutlich, daR in Ubereinstimmung mit
Literaturdaten eine sterische Stabilisierung der Liposomen die Antikérperkopplung an der
Liposomenoberflache vermindert. Als ein Losungsvorschlag dieses Problems hat sich die
Antikorperkopplung an die terminalen PEG-Reste gut bewahrt. In der Literatur werden unter
Nutzung unterschiedlicher heterobifunktioneller PEG-Derivate verschiedene
Kopplungsstrategien beschrieben. Nachteil dieser Methoden ist es wiederum, dalR die
Antikorper fur die Konjugation erst derivatisiert werden missen (Hydrazid- bzw. thioreaktive
Methoden [223,233-235]) oder zumindest weiterer Aktivierungsreagenzien bedirfen [230,
231]. Da zudem diese Derivate nicht kommerziell erhaltlich sind, strebten wir die Darstellung
eines eigenen PL-PEG-Ankers an, der eine einfache und gut steuerbare Proteinkopplung an
den PEG-Enden ohne vorherige Antikdrperderivatisierung gestattet.

Unsere Wahl fiel auf Cyanurchlorid, welches als trifunktionelles Reagenz eine reaktive
Abstufung in der nucleophilen Substitution an den Chlorsubstituenten aufweist. Wahrend sich
die erste und zweite Substitution im schwach alkalischen Milieu leicht vollzieht, ist die dritte
Substitution stark abgeschwécht. Dies erscheint sehr geeignet, um tber Cyanurchlorid eine
Verbindung zwischen PEG und einer Aminogruppe eines Antikérpers zu generieren. Auch in
der Vergangenheit wurde Cyanurchlorid bereits genutzt, um Proteine an hydrophile
Matrixsubstanzen wie z.B. PEG zu konjugieren [302,303]. Die Biokompatibilitat des
Cyanurchlorides wurde in vielfaltigen Untersuchungen Uberpruft. Zwar wirkt das reine
Cyanurchlorid als sensorische Noxe auf die Atemwege [304], jedoch beweisen umfangreiche
Zellstudien, dal} es weder akute oder chronische Toxizitdt noch mutagene oder gentoxische
Effekte aufweist [305]. Die Reaktivitdtsabstufung tGber den pH-Wert (reaktiv im schwach
alkalischen Milieu, kaum Reaktivitat im Neutralen) verleiht dem Cyanurchlorid eine weitere
Sicherheit fir seine Anwendung als Antikdrper-Kopplungsreagenz. Die Zielstruktur des
Proteinankers ,Cyanur-PEG-PE*" ist in Abb. 15 dargestelit.
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Abb. 15: Struktur des Proteinankers Cyanur-PEG-PE fiir die terminale Antikdrperkopplung an Liposomen

Die Darstellung des Ankers Cyanur-PEG-PE erfolgte tber drei Stufen [306]. Zu Beginn
wird Cyanurchlorid an die Aminogruppe eines DPPE gebunden, was dann als
Kopplungsreagenz fur die nachfolgende Konjugation eines PEG fungiert. Wir nutzten ein
heterobifunktionelles PEGi{Amino-w-Hydroxy-PEG 3000), um durch die unterschiedliche
Reaktivitat der terminalen Amino- bzw. Hydroxygruppen die Bildung dimerer Produkte zu
vermeiden. Durch Reaktion der starker nucleophilen Aminogrupppe mit dem Cyanurchlorid
entsteht ein PEG-PE-Derivat mit terminaler Hydroxygruppe. An diese kann nun in letzter
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Stufe der Umsetzung eine weiteres Cyanurchlorid gekoppelt werden, welches dann als
Kopplungsreagenz fur die Aminogruppen der Antikorper fungiert.

Auf diesem Wege erhielten wir das gewtnschte Produkt mit einer Ausbeute von ca.
25%. Da das heterobifunktionelle PEG-Derivat nur mit einer Molmasse von 3000
kommerziell erhaltlich war, unterscheidet sich der Anker diesbeziiglich von dem
gebrduchlichen mPEG-PE 2000. Deshalb sollte in ersten Versuchen uberprift werden,
inwieweit sich das Cyanur-PEG-PE in Liposomen einbauen la3t und deren Eigenschaften
beeinflul3t. Es konnte gezeigt werden, dal3 Cyanur-PEG-PE bis zu 10 mol% in die von uns
favorisierten SPC/Chol Liposomen einzubauen war, ohne dal3 eine Veranderung der
VesikelgroR3e oder deren Permeabilitat auftrat.

Auf dieser Basis wurde die Antikérperkopplungsfahigkeit von Cyanur-PEG-PE-
Liposomen untersucht. Eine nucleophile Substitution am Cyanurchlorid findet unter
alkalischen Bedingungen statt und wird tber den pH-Wert in ihrem Ausmal’ reguliert. Aus
diesem Grund fuhrten wir Kopplungsreaktionen an Liposomen mit 5 mol% Cyanur-PEG-PE
in einem pH-Bereich zwischen 7,0 und 9,75 in Boratpuffer durch, um die
Kopplungsbedingungen bei einem, flr die Antikdrperstabilitat noch vertraglichen pH-Wert zu
optimieren. Die Abhangigkeit der Kopplungsfahigkeit vom pH-Wert ist in Abb. 16
dargestellt.
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Abb. 16: Abhangigkeit der Antikdrperkopplung an Cyanur-PEG-PE-Liposomen vom pH-Wert

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dafl3 die Kopplungsfahigkeit des Ankermolekiils
ausgehend von einer Reaktionsunfahigkeit bei neutralem pH mit der Alkalisierung des
Mediums bis zu einem pH von 8,8 drastisch zunimmt. Der pH-Wert von 8,8 reprasentiert die
optimalen Kopplungsbedingungen, da eine weitere Alkalisierung wieder zu einer deutlichen
Kopplungsabnahme fuhrt. Dieses Verhalten ist mit der chemischen Reaktivitat des
Cyanurchlorides erklarbar. Wahrend die Nucleophilie der Aminogruppen der Antikbrper an
ein basisches Medium gebunden ist und somit im Neutralen keine Reaktion stattfindet, wird
das Cyanurchlorid im starker alkalischen Medium bei pH > 8,8 unter Ringdffnung
hydrolysiert. Da der pH-Wert von 8,8 auch fur die Proteine vertraglich ist, wurde er als
Optimum der Kopplungsreaktion fur alle weiteren Untersuchungen mit Cyanur-PEG-PE-
Immunoliposomen genutzt. Dartiberhinaus wird ersichtlich, dal3 bei einer Applikation der
Immunoliposomen unter neutralen physiologischen Bedingungen keine Gefahr unerwiinschter
Nebenreaktionen durch die nach der Antikdrperkopplung noch existierenden
Chlorsubstituenten am Cyanurchlorid besteht. Damit ist bewiesen, daf3 der Cyanur-PEG-PE-
Anker in einer einfachen Umsetzungsreaktion ohne weitere Aktivierungsschritte und leicht
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Uber den pH-Wert steuerbar Antikorper koppeln kann. Dies erscheint im Vergleich zu den
anderen beschriebenen Kopplungsmethoden von grol3em Vorteil.

In anschlieenden Untersuchungen sollte das exakte Kopplungsausmald von Cyanur-
PEG-PE Liposomen fur Antikdrper bestimmt werden. Da die Bindungsfahigkeit von der
Menge der Ankermolekile in den Liposomen abhangen sollte, wurden Liposomen mit
unterschiedlichem Cyanur-PEG-PE-Gehalt von 0,5 mol% bis zu 7,5 mol% hergestellt und den
Kopplungsreaktionen unterzogen. Die Ergebnisse der Proteinbestimmungen nach erfolgter
Konjugationsreaktion sind in Abb. 17 dargestelit.
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Abb. 17:  Antikdrperkopplungs-Ausmaf von Immunoliposomen in Abhangigkeit von der Cyanur-PEG-PE-
Konzentration ohne (runde Symbole) und mit Zugabe von mPEG-PE 2000 (dreieckige Symbole).

Es zeigt sich am Kurvenverlauf (runde Symbole), dal3 bis zu einer Ankerkonzentration
von 2,5 mol% die Kopplungsfahigkeit deutlich zunimmt, eine weitere Erhéhung der
Konzentration an Cyanur-PEG-PE bis zu 7,5 mol% verursacht nur noch leicht h6here Werte.
Grolenmaldig gruppieren sich die Daten bei hoherer Ankerkonzentration um ca. 30 ug
Antikorper pro pumol PL, was aus Sicht der Targetierung dieser Liposomen einen mittleren
Wert reprasentiert. Im Vergleich zu den PEG-freien konventionellen Konjugationsmethoden
(Abb. 14, 4.3.1.1.)) sind diese Werte als eher gering einzuschatzen. Die konventionellen
Immunoliposomen jedoch wurden in ihrem Bindungsausmald stark durch mPEG-PE in den
Liposomen eingeschrankt. Da bei den Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen die
Antikdrperkopplung nicht an der Liposomenoberflache sondern terminal am PEG stattfindet
und der Anker selbst eine sterische Stabilisierung bewirkt, sollte zusatzliches mPEG-PE 2000
in den Liposomen keine deutliche Beeinflussung der Kopplung verursachen. Um dies zu
Uberprifen, wurden die Kopplungen in Gegenwart von mPEG-PE 2000 durchgefiihrt. Flr
eine Vergleichbarkeit mit den konventionellen Immunoliposomen wurde immer soviel
MPEG-PE 2000 zugegeben, dal3 das Cyanur-PEG-PE zu insgesamt 5mol% PEG-Derivat
erganzt wurde. Die Abbildung verdeutlicht (dreieckige Symbole), dafl? die Kopplungsausbeute
dadurch nur unwesentlich beeinflul3t wird. Vergleicht man diese Werte mit den
konventionellen Immunoliposomen, so wird beispielsweise bei 5 mol% Cyanur-PEG-PE die
deutliche Uberlegenheit dieser Kopplungstechnik bei gleichzeitiger sterischer Stabilisierung
deutlich.

Durch die terminale Kopplung am PEG sollten sich die Antikérper an den Cyanur-PEG-
PE-Immunoliposomen nicht nur in ihrer exponierten Lage, sondern auch in ihrer Flexibilitat
gegenuber den konventionellen Immunoliposomen unterscheiden. Dies sollte ein
entscheidender Vorteil fir die Targetierungsexperimente sein, da die terminal gekoppelten
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Antikorper effektiver an den Targets binden koénnen. Die Unterschiede in der
Antikorperlokalisation konnten bisher nie direkt bewiesen, sondern immer indirekt tber die
beschriebenen Targetierungseffekte postuliert werden.

Mit mikroskopischen Mitteln versuchten wir im folgenden, Unterschiede in der
Lokalisation der Antikorper bei konventioneller oder PEG-terminaler Kopplung zu
verdeutlichen. Die daftr notwendige molekulare Auflosung sollte prinzipiell mit der Atomic
Force Mikroskopie mdglich sein. Bei dieser Technik entsteht ein Abbild durch rasterférmiges
Abtasten der Oberflache des Untersuchungsgegenstandes mittels einer feinst ausgezogenen
Siliziumnitritspitze (Cantilever). Da diese Technik eine gewisse Rigiditdt des Untergrundes
voraussetzt, sind bisher keine topografischen Abbildungen der Oberflachen von fluiden
Liposomen bekannt geworden.

In einem ersten Ubersichtsbild (Abb. 18a) erscheinen die Cyanur-PEG-PE-
Immunoliposomen als eine relativ einheitliche Liposomenpopulation von ca. 200 nm
Durchmesser. Diese Werte sind in Ubereinstimmung mit Daten der dynamischen

Lichtstreuung und beweisen, dal3 die Antikdrperkopplung ohne Veranderung der liposomalen
Grol3e stattfindet.

100.0 n

50.0 nm

0.0 nm

M
Abb. 18 a: AFM-Bild einer Dispersion von Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen im ,Héhenmodus*

Auch nach starker Vergréf3erung einzelner Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen wie in
Abb. 18b zeigt sich entlang des Oberflachenscans keine detektierbare Proteinstruktur, da
Antikorper mit ihrer Grof3e in einer Dimension von ca. 5 bis 10 nm sichtbar sein muf3ten.
Dieses Ergebnis widerspricht jedoch den Daten der Proteinbestimmungen. Nur in dem oberen
Randbereich der Liposomen sind Oberflachenstrukturen sichtbar. Es gelang eine
Fokussierung auf diesen Bereich, in dessen Ergebnis in Abb. 18c eine trimere kugelformige
Struktur sichtbar wurde. Diese trimere Struktur aus Kugeln mit einem Durchmesser von
jeweils ca. 6 bis 8 nm koénnte ein einzelnes IgG-Molekll reprasentieren, wobei sich diese
Abbildung in sehr guter Ubereinstimmung mit Daten von Fritz et al. befindet [307].
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Abb. 18b und 18c: b: AFM-Abbildung und Oberflachenscan entlang eines Cyanur-PEG-PE-Immunoliposoms im
LAmplituden-Modus". ¢ (rechts): AFM-Aufnahme der oberen Randzone des Liposoms aus Abb. 18b.

Damit ist bewiesen, dal3 sich Antikérpermolekile an den Cyanur-PEG-PE-
Immunoliposomen befinden, diese aber auf der Liposomenoberflache nicht detektiert werden
kénnen. Um zu Uberprifen, ob dies ein allgemeines Problem der AFM-Technik ist, oder in
der Struktur der Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen begriindet liegt, untersuchten wir analog
konventionelle Immunoliposomen mit gekoppelten Antikdrpern.

Diese zeigen, wie in Abb. 19a sichtbar, Gber die gesamte Liposomenoberflache verteilt
eine gleichmaRige Strukturierung. Lost man diese wie in Abb. 19b im Oberflachenscan
groRenmaldig auf, erscheinen vielfaltige Strukturen in der Dimension der Antikdrper.

72



nmM

10.0

300

So 100 200

200 : nn

100

nM

Abb. 19a und 19b: a (links): Oberflachenstruktur eines N-Glut-PE-Immunoliposomes durch AFM im
LAmplituden Modus®. b (rechts): GréRBenmafiige Detektion der Oberflaclhi&nhsen von Abb. 19a.

Da damit bewiesen wird, dal3 die AFM-Technik prinzipiell gekoppelte Antikérper an
Liposomenoberflachen detektieren kann, muld der fehlende Nachweis an Cyanur-PEG-PE-
Immunoliposomen an der Art der Antikdrperkopplung liegen. Wie bereits beschrieben,
braucht die AFM-Technik eine gewisse Rigiditat des Objektes bei seiner Abtastung fur eine
Bildgebung. Dies ist sicher bei den konventionell-gekoppelten Antikbrpern der Fall, da diese
direkt auf der Liposomenoberflache lokalisiert sind und damit auch haufig durch mehrerer
Ankermolekiile gleichzeitig gekoppelt werden. Im Gegensatz dazu haben die PEG-terminal
gekoppelten Antikérper keinen festen Kontakt zur Liposomenoberflache und kénnen so bei
einem Scanning Uber die Liposomen der AFM-Spitze ausweichen. Damit stéarkt diese AFM-
Untersuchung die Hypothese, dal3 die PEG-terminal gekoppelten Antikbrper eine deutlich
erhohte Flexibilitdt an der Liposomenoberflache im Vergleich mit konventionellen
Immunoliposomen besitzen.

Zusammenfassend lalt sich sagen, dall mit dem Cyanur-PEG-PE eine neue
Kopplungstechnik fur die PEG-terminale Anbindung von Antikérpern an Liposomen etabliert
wurde. Diese Technik bedarf keiner Aktivierungsschritte und ist Gber den pH-Wert sehr gut
steuerbar. Die erzielten Kopplungsergebnisse Ubertreffen bei sterischer Stabilisierung das
Kopplungsausmal3 konventioneller Immunoliposomen deutlich. Da AFM-Untersuchungen
bewiesen, dal} die Antikbrper am PEG-Terminus eine hohe Flexibilitat aufweisen, sollten
diese Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen fur die Targetierungsexperimente sehr gute
Voraussetzungen besitzen.

4.3.2. Untersuchung der Immunogenitat der Immunoliposomen

Die Kopplung der Antikérper an die PEG-terminalen Cyanurchloride des Cyanur-PEG-
PE- Ankers soll durch die exponierte Lage an der Liposomenoberflache zu einer besseren
Zugéanglichkeit und damit Targetbindungsfahigkeit der Liposomen fuhren. Gleichzeitig aber
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ist auch anzunehmen, dal3 diese exponiert préasentierten AntikGrper bei einer in vivo-
Applizierung verstarkt von den Makrophagen erkannt und dem Kreislauf entzogen werden.
Studien beweisen, dal3 solche terminal gekoppelten Immunoliposomen tatsachlich eine etwas
verklrzte Eliminationshalbwertzeit gegentber konventionellen Immunoliposomen des
gleichen PEG-Gehaltes aufweisen [234]. Da die Eliminationsgeschwindigkeit von der Menge
des gekoppelten Antikdrpers abhangt, fand man mit der Kopplung mittlerer
Antikdrpermengen von ca. 30 pg/pumol PL einen guten Kompromifd zwischen Zirkulationszeit
und Targetierbarkeit. Diese Untersuchungen zur einmaligen Eliminierung der
Immunoliposomen Uber 24 Stunden reprasentieren lediglich deren Makrophagenaufnahme,
nicht aber die gesamten immunologischen Abwehrreaktionen des Kdorpers, die sich nicht
innerhalb dieser Zeit manifestieren. Darlberhinaus ist auch aus therapeutischer Sicht eine
einmalige Gabe von Liposomen (ausgenommen Diagnostik) nicht relevant.

Konventionelle Immunoliposomen wurden durch mehrfache Applikation auf ihre
Immunogenitat untersucht [308]. Dabei konnte man durch die Bildung von Anti-Antikdrpern
feststellen, dal} die liposomale Kopplung das immunologische Potential von Antikdrpern
drastisch erhoht [309,310].

Trotz der vielfaltigen pharmakokinetischen Studien des Verhaltens von PEG-haltigen
Liposomen und Immunoliposomen existieren bisher nur drei Arbeiten, die sich mit dem
immunologischen Potential von PEG-haltigen Immunoliposomen nach mehrfacher
Applikation beschaftigen [240-242]. Nur eine dieser Arbeiten untersucht dabei PEG-terminal
gekoppelte Antikdrper [242]. In dieser Untersuchung zeigten die PEG-Hydrazid gekoppelten
Immunoliposomen ein starkes immunogenes Potential, was sich in einer rapiden
Eliminationsbeschleunigung der zweiten und dritten applizierten Liposomendosis und in der
Bildung von Anti-AntikGrpern manifestierte.

In unserem Interesse lag es nun, die Immunogenitat der Immunoliposomen mit dem
neuartigen Anker Cyanur-PEG-PE zu untersuchen, und dieses mit dem Verhalten
konventioneller, PEG-haltiger Immunoliposomen bzw. zu Kontrolliposomen zu vergleichen.
Dafir praparierten wir SPC/Chol Liposomen mit 3 bzw. 5 mol% Cyanur-PEG-PE (,,Cyanur
3% ,Cyanur 5%) und solche, die neben 10 mol% N-Glut-PE auch 5 mol% mPEG-PE
enthielten (,N-Glut-PE®). Damit in allen Pr&parationen einheitlich 5 mol% eines PEG-
Derivates enthalten waren, wurden dem ,Cyanur 3“Ansatz noch 2 mol% mPEG-PE
zugegeben, als Kontrolle dienten SPC/Chol Liposomen mit 5 mol% mPEG-PE. Um
spezifische Bindungsprozesse der Antikdrper nach Applikation auszuschliel3en, wurde ein
irrelevantes, hochgereinigtes Maus-lgG an die drei Ansatze gekoppelt. Die
Kopplungsausbeute wurde mittels Proteinbestimmung vorgenommen. Sie ergab fur Cyanur 3:
27 pg/pumol PL, fur Cyanur 5: 32 pg/umol PL und flar N-Glut-PE: 25 pg/umol PL. In
Hinblick auf die Antikbrpermenge bestand somit eine sehr gute Vergleichbarkeit der drei
Praparationen, auch liegt diese Menge im Bereich des von Allen gekennzeichneten gunstigen
immunologischen Verhaltens der Liposomen [234]. FiUr einen direkten Vergleich mit der von
Harding vorgesteliten Studie [242] (Angabe in Antikdrper pro Liposom) rechneten wir
zusétzlich unter Bericksichtigung liposomaler Parameter (Durchmmesser ca. 85 nm) tber den
Flachenbedarf der Kopfgruppen diesen Parameter flr unsere Lipsomen aus und erhielten:
Cyanur 3: 18 IgG/Liposom; Cyanur 5: 21 IgG/Liposom; N-Glut-PE: 17 IgG/Liposom.

Jede dieser Praparationen wurde nun in jeweils zwei Ratten (2 pmol/ 100 g
Kdrpergewicht) i.v. appliziert. Nach einer 14-tagigen Inkubationszeit erhielten diese Ratten
erneut die gleiche Dosis der gleichen Praparation, die nun aber mit #i€fmlesterol-

Label versehen waren. Uber einen Zeitraum von 24 h wurden regelmaRig Blutproben
entnommen. Nach 24 h wurde das Tier entblutet und die fur die Aussagen relevanten Organe
Leber, Milz, Herz, Lunge und Nieren entnommen. Es wurde eine Aktivitatsmessung in den
Blutproben und Geweben durchgefuhrt und diese prozentual zur applizierten Gesamtmenge
ins Verhaltnis gesetzt.
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Die Blutspiegelwerte wurden fiir eine pharmakokinetische Berechnung herangezogen.
Mit einer kompartimentfreien Analyse wurden die Plasmahalbwertzgjt ¢tie Flache unter
der Kurve (AUC), die mittlere Verweildauer (MRT) sowie die Clearance der applizierten

Liposomen in allen Ratten bestimmt. Diese Daten sind in Tabelle 4 verzeichnet.

Applizierte HWZ t 1, AUC MRT Clearanceqt
Liposomenart |[min] / [h] [Yomin/%] [min] [%/min]
Cyan3 —Cyan3 | 776/12,9 109650 1050 9,710
Cyan3 —Cyan3 | 884/14,7 103000 1250 9,710
Cyan5—Cyan5 | 1112/18,5 143300 1600 6,9 10
Cyan5 — Cyan5 | 904/ 15,0 142000 1250 7,010
N-Glut — N-Glut | 389/ 6,4 50500 460 2,030
N-Glut — N-Glut | 446/ 7,4 50100 550 2,040
Kontr. — Kontr. | 291/4,8 46800 330 2,130
Kontr. — Kontr. | 292/4,8 42600 330 2,390

Tab. 4: Pharmakokinetische Parameter der Liposomenelimination aus dem Plasma nach zweimaliger identischer
Applikation

Alle pharmakokinetischen Parameter beweisen eindeutig, da? die Cyanur-PEG-PE-
haltigen Immunoliposomen deutlich langsamer aus dem Blutkreislauf entfernt werden als die
N-Glut-PE bzw. Kontrolliposomen. Dies wird noch starker durch die grafische Darstellung
der prozentualen Retention gegen die Zeit in Abbildung 20 verdeutlicht. Da die prozentualen
Blutspiegelwerte und die pharmakokinetischen Parameter der zwei parallelen Bestimmungen
jeweils nur wenig voneinander abwichen, wurden sie als Mittelwerte zusammengefal3t und in
Abb. 20 aufgenommen.
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Abb. 20:  Vergleich der Eliminationskinetik unterschiedlicher Immunoliposomen nach zweifacher i.v.

Applikation in Ratten (Daten sind jeweils Mittelwertgeier paralleler Bestimongen, vgl. Tab. 4)

Bei Betrachtung des Blutspiegelverlaufes wird deutlich, daf alle vier Pr&parationen
trotz individueller Unterschiede relativ lange Zirkulationszeiten im Blut aufwiesen. Dabei
zeigen die beiden terminal gekoppelten Immunolipsomen-Ansétze noch deutlich héhere
Blutspiegel, wobei sie sich insbesondere ab dem 2 Stunden-Wert von den Kontroll- und den
N-Glut-PE-Liposomen unterscheiden. Ausdruck hierfur sind die HWZ von 13,8 h bzw. 16,7 h
fur Cyanur 3 bzw. Cyanur 5 gegeniber den HWZ von 6,9 h bzw 4,8 h der N-Glut-PE bzw.
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Kontrolliposomen. Mit diesen HWZ verbleiben diese Liposomen zwar kirzer im Korper als
normale, sterisch stabilisierte Liposomen bei Erstapplikation (HWZ ca. 20h). Betrachtet man
dies jedoch vom Blickpunkt einer wiederholten Gabe mit der Berlcksichtigung der
gekoppelten Antikoérper ergibt sich ein dramatischer Unterschied zu den von Harding
untersuchten Hydrazid-PEG-Immunoliposomen, die bei nahezu identischer AntikGrpermenge
(18 IgG/Liposom) bei der zweiten Injektion in Ratten nur noch eine Halbwertzeit von 0,5 h
aufwiesen. Im direkten Vergleich dieser terminal gekoppelten Immunoliposomen spricht dies
prinzipiell fur eine deutlich geringe Immunogenitat der Cyanur-PEG-PE Liposomen, die aber
noch weiterer Erklarungen und Untersuchungen bedarf. Da dieses stark differierende
Verhalten nicht allein durch die experimentellen Unterschiede (Harding: Sprague Dawley-
versus WagRij-Ratten in unseren Experimenten) zu erklaren ist, mul3 der Grund dieser
Unterschiede in der Art der Antikbrperbindung und —ausrichtung liegen. Offensichtlich sind
die terminalen Hydrazidgruppen und die Anwesenheit der oxidierten Antikérper bei dieser
Kopplungsstrategie wesentlich immunogener als die hier vorgestellten terminalen
Cyanurchloride. Leider sind in der Literatur keine weiteren Daten flr einen umfassenderen
Vergleich vorhanden, um die Kopplungschemie mit dem immunogenen Potential zu
korrelieren.

Auffallig an den Daten ist weiterhin der nahezu analoge Verlauf der N-Glut-PE Vesikel
mit den Kontrolliposomen. Dies lal3t sich mit einem geringen immunologischen Potential des
gekoppelten IgG an der PEG-haltigen Liposomenoberflache interpretieren. Dahingegen
scheinen die 5 mol% mPEG-PE in beiden Praparationen das immunologische Verhalten der
Liposomen starker zu beeinflussen. Phillips et al. konnten demonstrieren, dal? mPEG-PE im
Gegensatz zu seiner bekannten zirkulationsverlangernden Wirkung bei Erstapplikationen bei
mehrfacher Gabe die Immunogenitat von Liposomen deutlich erhdht [240]. Dies kdnnte auch
bei unseren Daten der Fall zu sein. Dieser Effekt scheint bei dem Cyanur-PEG-PE trotz der
gekoppelten Antikdrper schwacher ausgepragt zu sein. Vielleicht spielt dabei die hdhere
Molmasse von 3000 gegenltber dem gebrauchlichen mPEG-PE 2000 eine Rolle. Da auch die
Bildung von anti-Phospholipid-Antikdrpern in der Literatur als ein Fakt der
Liposomenimmunogenitat beschrieben ist [311], erorterten wir die Mdglichkeit der Bildung
von anti-mPEG-PE Antikdrpern, da bei dieser Hypothese der unterschiedliche mPEG-PE-
Gehalt (5 mol% bei Kontrolle und N-Glut-PE; 2 mol% Cyanur 3; 0 % bei Cyanur 5) gut mit
der Abnahme der Kursationszeiten korrelieren wirde. Jedoch konnten wir im 24 h Serum
keine solchen Antikorper detektieren.

Eine mdgliche mechanistische Erklarung dieser Phdnomene liefert eine Studie von
Dams et al., die in unterschiedliche Species wiederholt PEG-haltige Liposomen applizierten
[312]. Auch sie fanden fur die reinen PEG-Liposomen bei Ratten nach der zweiten
Applikation eine dramatische Abnahme der Zirkulationszeit und eine starke
Leberanreicherung der Liposomen. Sie bewiesen, dald trotz der sterischen Stabilisierung der
Vesikel eine Opsonierung mit einem nach Erstkontakt aktivierten Serumfaktor unbekannter
Genese (hitzelabil, ca. 150 kD) stattfindet, der dann die verstarkte Leberaufnahme vermittelt.
Da eine solche Opsonierung als Ursache der Immunogenitdt konventioneller Liposomen
beschrieben wurde [313,314], muld der These der nichtimmunogenen PEG-Liposomen
widersprochen werden. Sollte auch in unseren Experimenten eine solche Opsonierung mit
einem Serumfaktor die Ursache der Eliminationskinetik sein, kénnte tatsachlich die langere
Zirkulation der Cyanur-PEG-PE Vesikel mit ihrem gro3eren PEG-Volumen (3000) und der
daraus reduzierten Opsonierung erklart werden.
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Abb. 21: Organverteilung der verschiedenen Immunoliposomen 24 h nach Zweitapplikation in Ratten

Als weiteres Kriterium der unterschiedlichen Immunogenitat der verschiedenen
Praparationen untersuchten wir deren Organverteilung. Dabei wird offensichtlich, daf} beide
Cyanur-PEG-PE Pré&parationen mit ihren deutlich h6heren Blutspiegelkurven korrelierend
eine wesentlich geringere Leberakkumulation aufweisen im Vergleich zu den N-Glut-PE und
Kontrolliposomen. Beide zeigen dabei, wie auch bei den Blutspiegelverlaufen sehr grol3e
Ahnlichkeit, die Leberaufnahme ubertrifft die Cyanur-PEG-PE Ansatze um mehr als das
Doppelte. Auch die Milz zeigt in allen Fallen eine deutliche aber ahnliche Aufnahmerate, die
aber in Hinblick auf eine unterschiedliche Immunogenitat nicht interpretiert werden kann.
Lunge, Herz und Nieren bieten wegen ihren Werten von unter 0,3 % bei dieser begrenzten
Probenanzahl keine Mdglichkeit einer gesicherten Auswertung. In Ubereinstimmung mit den
Blutspiegelkurven beweisen auch die Organverteilungen ein deutlich geringeres
immunogenes Potential der Cyanur-PEG-PE-Liposomen gegenuber den N-Glut-PE und
Kontrollansatzen.

Zur weiteren Fokussierung auf die Immunogenitat des Cyanur PEG-PE applizierten wir
Cyanur 3 als zweite Injektion in Versuchstiere, die als erste Injektion N-Glut-PE, Cyanur 5,
Kontrolliposomen oder nur Puffer bekommen hatten. Prinzipiell sollten daraus zwei Aussagen
resultieren. Werden die Cyanur 3 Liposomen in Ratten injiziert, die als Erstinjektion eine
immunogenere Liposomenpraparation erhielten, so sollte auch die Elimination der zweiten
Probe im Vergleich zur zweimaligen Cyanur 3 Applikation beschleunigt sein. Andererseits
erhalt man durch die mit Puffer vorinkubierten, und damit nicht immunisierten Tiere einen
direkten Vergleich zur quasi Ersteliminierung des Cyanur 3.

Auch fur diese Blutspiegeldaten wurden die Ublichen pharmakokinetischen
Berechnungen angestellt.
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Applizierte HWZ t 1, AUC ¢ MRT Clearance
Liposomenart |[min] / [h] [Yomin/%)] [min] [%/min]
Cyan3—-Cyan3 | 776/129 109650 1050 9,110
Cyan3 — Cyan3 | 884 /14,7 103000 1250 9,710
Puffer — Cyan3 | 790 /13,2 94900 1090 1,010
Puffer — Cyan3 | 802/ 13,3 97000 1120 1,0°10
Cyan5 — Cyan3 | 633/10,5 90550 840 1,710
N-Glut — Cyan3 | 615/10,7 72900 840 1,410
N-Glut — Cyan3 | 646 /10,7 71700 900 1,410
Kontr. — Cyan3 | 827 /13,8 100600 1140 9,9'10

Tab. 5: Pharmakokinetische Parameter der Cyanur 3-Elimination aus dem Plasma nach Applikation in
unterschiedlich vorinkubierte Tiere

Betrachtet man diese pharmakokinetischen Parameter, so wird ein ausgeglichen
ahnliches Verhalten aller Praparationen deutlich. Auffallig ist, dal’ die Elimination nach einer
zweimaligen Cyanur 3 Applikation mit der Cyanur 3 Eliminierung aus mit Puffer
vorinkubierten Ratten (entsprechend Erstinjektion) nahezu identisch ist, was wiederum flr
eine sehr geringe Immunogenitat der Cyanur-PEG-PE Immunoliposomen spricht. Die mit
Cyanur 5 und N-Glut-PE vorinkubierten Tiere zeigen eine leicht beschleunigte Eliminierung
gemessen an den Puffer und Kontroll-vorbehandelten Tieren. Das ausgeglichene Verhalten
wird auch wieder in der grafischen Darstellung der Eliminationsverlaufe in Abb. 22 deutlich.
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Abb. 22: Eliminationsverlauf von i.v. unterschiedlich

vorinkubierten Ratten.

applizierten Cyanur 3-Immunoliposomen in

Die Abbildung verdeutlicht das analoge Eliminationsverhalten. Auch die Erstinjektion
der starker immunogenen N-Glut-PE und Kontrolliposomen verursacht keine drastische
Veranderung der Cyanur 3 Eliminierung. Im Kurvenverlauf zeigen zwar die mit N-Glut-PE
vorbehandelten Tiere leicht erniedrigte Blutspiegelwerte, es ergibt sich jedoch ein
ausgeglichenes Gesamtbild. Auch hier kann postuliert werden, dafl3 bei starker
vorimmunisierten Ratten die Cyanur-PEG-PE Vesikel schwacher opsonisiert werden und
damit langer im Blut verbleiben. Die Vorinkubationen mit N-Glut-PE bzw. Kontrolliposomen
zeigen in diesen Experimenten eine geringere Leberanreicherung der Cyanur 3-Liposomen
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gegenuber der zweifachen N-Glut-PE bzw. Kontrolliposomen-Applikation (24,6% vs. 41,1%
und 25,4% vs. 42%), die aber wiederum im Vergleich zu den Cyanur 5-Cyanur 3-Tieren mit
12,8% und den Puffer-Cyanur 3-Tieren mit 16,5% die starkere Immunogenitat von N-Glut-
PE- und der Kontrolhosomen beweisen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dal? deutliche Unterschiede in der
Immunogenitat der verwendeten Liposomen bzw. Immunoliposomen bestehen. Die von uns
konzipierten  Cyanur-PEG-PE  Immunoliposomen zeigen trotz der terminalen
Antikorperkopplung eine erstaunlich geringe Immunogenitéat, die deutlich unter der der
untersuchten konventionellen Immunoliposomen liegt. Die relativ starke Immunogenitat
einfacher, sterisch stabilisierter Liposomen beweist, dafl? eine Zirkulationsverlangerung durch
die PEG-Derivate nicht automatisch zu immunologisch problemlosen
Liposomenpraparationen fuhrt.

Durch die geringe Anzahl von Versuchstieren kann diese Aussage jedoch nicht als eine
endgultige Bewertung der Immunogenitdt der untersuchten Liposomen gelten. In
weiterfihrenden Experimenten soll der Einflu3 der Injektionsintervalle auf die Immunantwort
verdeutlicht werden. Ebenso sollen zur Uberpriifung des postulierten Einflusses der PEG-
Grole unterschiedliche PEG-Derivate in den Immunoliposomen untersucht werden.

Trotzdem &Rt sich aus diesen Studien restumieren, dafld die Cyanur-PEG-PE
Immunoliposomen damit eine entscheidende Voraussetzung fir die folgenden
Targetierungsexperimente in Hinblick auf zuktnftige in vivo-Anwendung besitzen.

4.3.3. Targetierungsexperimente der Immunoliposomen

In den vorangegangenen Kapiteln wurden konventionelle und PEG-terminal gekoppelte
Immunoliposomen charakterisiert und in ihrer Kopplungsfahigkeit fiir Antikbrper optimiert.
Mit diesen Immunoliposomen sollen nun in vitro-Targetbindungs-Experimente durchgefihrt
werden.

Die geplante Targetierung des E-Selektins an Endothelzellen erdffnet dabei vollig
neuartige Perspektiven, um Arzneistoffvehikel gezielt zum entzindeten Gewebe zu
transportieren. FUr dieses therapeutische Ziel werden im folgenden verschiedene in vitro-
Bindungsmodelle und Bindungsuntersuchungen vorgestellt, um eine spezifische
Akkumulation von Immunoliposomen an aktivierten Endothelzellen unter simulierten
Entzindungsbedingungen zu erreichen.

Auf Grund seiner Exprimierungskinetik erscheint das E-Selektin als die am besten
geeignete Targetierungsstruktur an Endothelzellen fur ein antiinflammatorisch gerichtetes
Drug Targeting. Gemeinsam mit dem P-Selektin wird es nur unter Entziindungsbedingungen
exprimiert, es unterscheidet sich aber vom P-Selektin durch die langeranhaltende Aktivitét.
Im Gegensatz zu verschiedenen anderen Adhasionsrezeptoren an Endothelzellen (ICAM-1
und VCAM-1) zeigt dementsprechend E-Selektin unter normalen Bedingungen keine
Basislevel, die sich beispielsweise bei Targetierungsstudien an ICAM-1 als nachteilig
erwiesen [315]. Um diese Regulationsmechanismen auch in den in vitro-Targetexperimenten
zu bericksichtigen, muf3ten geeignete Targetzellen ausgewéhlit werden.

Zu diesem Zweck wurden Endothelzellen aus humanen Nabelschnuren (HUVEC)
genutzt, die nach Isolation und Kultivierung bis zu einer flinften Passagierung der Zellen die
Fahigkeit zur E-Selektin-Exprimierung unter Aktivierung behielten. Far die
Targetuntersuchungen wurden immer HUVEC der zweiten oder dritten Passage verwendet.
Durch fluoreszenzmarkierte Antikdrper gegen E-Selektin wurde die optimale Stimulation der
Zellen mit IL-1B zeitlich verfolgt.

Nach unserer Modellvorstellung simulieren konfluente Schichten dieser Zellen die
Auskleidung der kapillaren GefalRe im entzindeten Gewebe, an denen die E-Selektin-
gerichteten Immunoliposomen binden sollen. Fir einen umfassenden Targetierungsvergleich
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von konventionellen und terminal gekoppelten Immunoliposomen wurden sowohl an N-Glut-
PE- und an Cyanur-PEG-PE-Liposomen anti-E-Selektin-lgG (BBA26) gekoppelt. Die
Bindung der fluoreszenzmarkierten Liposomen an den HUVEC wurde hauptsachlich in
Mikrotiterplatten durchgefuhrt und photometrisch ausgewertet. Erganzende Untersuchungen
wurden auch mit einem Durchflul3zytometer gewonnen.

Im Targetierungsverhalten der konventionellen N-Glut-PE Immunoliposomen wurde
der Einflu einer sterischen Stabilisierung durch steigende Konzentrationen von mPEG-PE
sehr deutlich. Die PEG-freien Liposomen zeigen ein stark ausgeprégtes Bindungsverhalten,
das in Abb. 23 mit seinen Fluoreszenzwerten als 100 % gesetzt wurde. Eine Zunahme des
MPEG-PE auf 1 mol% bewirkt bereits eine deutliche Abnahme der Bindungsfahigkeit. Dies
wird nicht auf die reduzierte Anzahl gekoppelter Antikorper, sondern auf die Unterdriickung
unspezifischer Adhéasionseffekte der Liposomen an den Zellen zurickzufiihren sein. Das
Ausmald der unspezifischen Adsorption wird auch an dem PEG-freien Blindwert (0/5)
ersichtlich. Eine weitere Erhdhung der mPEG-PE-Konzentration auf 3 mol% bzw. 5 mol%
reduziert das Bindungsausmalf weiter. So zeigt die flr eine in vivo-Anwendung relevante
Praparation mit 5 mol% mPEG-PE ein Bindungsverhalten von relativen 50%. Im Vergleich
zu den PEG-haltigen (5/5 unspez.) oder PEG-freien (0/5 unspez.) Blindliposomen mit einem
nicht bindenden Antikorper ergibt dies eine ca. verdoppelte Akkumulation an den
Endothelzellen. Da der Bindungsunterschied zwischen Liposomen mit spezifischem anti-E-
Selektin-lgG und unspezifischen Antikérpern an unstimulierten HUVEC nicht detektierbar
war (nicht gezeigt), beweisen diese Experimente erstmals die spezifische, E-Selektin-
vermittelte Liposomenakkumulation an Endothelzellen.
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Abb. 23: Vergleich der in vitro-Targetbindung von N-Glut-PE- und Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen. Die
Daten reprasentieren relative Fluoreszenzeinheiten, wobei die PEG-freien N-Glut-PE Liposomen
(spezifische und unspezifische Adhasion) als 100 % fungieren.

Analoge Bindungsexperimente wurden auch mit den terminal gekoppelten Cyanur-
PEG-PE-Immunoliposomen durchgefiihrt. Dabei enthielten diese Liposomen unterschiedliche
Konzentrationen des Ankers Cyanur-PEG-PE, wobei die Praparationen wiederum mit mPEG-
PE zu 5 mol% PEG-Derivat erganzt wurden. Man kann deshalb davon ausgehen, dal3 alle
unspezifischen Adhasionseffekte dieser Liposomen gleichmalig und in einem hohen Mal3e
unterdrickt werden. Es zeigt sich, dal3 die Cyanur-PEG-PE-Immunoliposomen in ihrem
Bindungsausmald die konventionellen N-Glut-PE Liposomen deutlich tbertreffen. Obwohl
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eine steigende Ankerkonzentration das Bindungsverhalten verbessert, Ubertrifft bereits der
Ansatz mit nur 1,5 mol% Cyanur-PEG-PE die konventionellen Liposomen um ca. 50%.
Dieses deutlich bessere Bindungsverhalten sollte durch die exponierte Lokalisation und damit
Zuganglichkeit und auch auf die erhdhte Flexibilitdt der PEG-terminal gekoppelten
Antikorper am Cyanur-PEG-PE zurtckzufihren sein. Dies korreliert mit unseren AFM-
Untersuchungen der Liposomenoberflachen (Abb. 18 und 19, 4.1.2.2.) und mit Literaturdaten
Uber die besseren Targetierungseigenschaften terminal gekoppelter Immunoliposomen
[232,234]. Vergleicht man das Bindungsverhalten dieser Liposomen mit den Cyanur-PEG-
PE-Blindliposomen (5+0 blank) ergibt sich eine ca. drei- bis vierfach starkere spezifische
Liposomenakkumulation an den HUVEC.

Da auch die durchfluBzytometrischen Untersuchungen die genannten Ergebnisse in
ihren GroRRenrelationen bestatigten [316], 1&3t sich resimieren, dafd mit dem erfolgreichen
Targetieren des E-Selektins mit Immunoliposomen ein erfolgversprechender Weg fir ein
antiinflammatorisches Drug Targeting erdffnet wird.

Auf Grund der abstrakten Modelleigenschaften dieser Studie tragen die
GrolRenordnungen der Liposomenakkumulation an den Endothelzellen nur einen
orientierenden Charakter. Da sich die statischen Bindungsuntersuchungen stark von den
physiologischen Bedingungen unterscheiden, sind auch die Angaben von Spragg et al. [267]
Uber das hohe Ausmald einer Liposomenakkumulation an Endothelzellen von keiner
vergleichenden Aussagefahigkeit.

Bei einer in vivo-Applikation missen die Immunoliposomen das E-Selektin an den
kapillaren Endothelien unter den ScherfluBbedingungen des Blutstromes erreichen und
binden. Um unsere in vitro-Untersuchungen né&her an die physiologischen Bedingungen
anzupassen, sollten die Targetierungsexperimente an den Endothelzellen unter den
simulierten ScherfluBbedingungen des Blutstromes durchgefiihrt werden. Daflr verwendeten
wir eine DurchfluBapparatur, an deren Unterseite sich zwei hintereinandergeschaltete
DurchfluBkammern befanden. Diese lassen sich durch runde Mikroskopieglaschen
verschlieBen. Kultiviert man auf diesen Glasern eine konfluente HUVEC-Schicht, kann man
mit definiertem Strom fluoreszenzmarkierte Liposomen uber die Zellmonolayer leiten und das
Bindungsausmald mikroskopisch detektieren. Durch die parallele Verwendung einer
stimulierten und einer nicht stimulierten HUVEC-Monolayer innerhalb eines Versuches ergibt
sich eine sehr gute Vergleichbarkeit und Aussagefahigkeit Uber die Spezifitat der Bindungen
am E-Selektin. Diese Untersuchungen wurden am konfokalen LSM durchgefuhrt. Die mit
NBD-PE markierten Liposomen erscheinen im Bindungsprozel} als fluoreszenter Ring um die
Zellen bzw. als flachiger Besatz auf den Zellen, wobei keine einzelnen Liposomen sichtbar
sind.

In ersten Experimenten wurden die Liposomen durch hydrostatischen Druck bei einem
Schergrad von ca. 200" infach mit dem Medium (iber die Schichten gespiilt und das
Ergebnis ausgewertet. Es zeigte sich bereits bei diesem kurzzeitigen Kontakt, dal3 die
spezifischen Immunoliposomen starker an den stimulierten Endothelzellen hafteten [316].

Unter physiologischen Bedingungen sollten die Liposomen bei einer ausreichenden
Zirkulationszeit durch den Blutkreislauf wiederholt mit den Targetzellen in Kontakt kommen.
Um dies zu simulieren, schlossen wir einen Pumpkreislauf mit den Liposomen im
Zellmedium an die DurchfluBkammern an und analysierten das Bindungsverhalten der
Liposomen Uber langere ZeitrAume bei dem angegebenen Schergrad. Da auch bei diesen
Untersuchungen PEG-freie Blindliposomen relativ stark sowohl an stimulierten als auch an
unstimulierten HUVEC unspezifisch adharierten, wahlten wir fur die eigentlichen
Bindungsstudien die spezifischen N-Glut-PE Immunoliposomen bzw. die Blindliposomen mit
5 mol% mPEG-PE und die Ansdtze mit 5 mol% Cyanur-PEG-PE aus. Die Bindung der
Liposomen an den Zellen wurde nach 0,5 h; 5 h und nach 18 h durchgefiihrt. Mikroskopische
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Analysen der HUVEC-Monolayer bewiesen, dal3 auch Uber 18 h bei 37°C unter
Stromungsbedingungen die Zellen intakt waren.

Im Bindungsverhalten der PEG-haltigen Blindliposomen zeigte sich Gber den gesamten
Zeitraum eine nur sehr schwache Adhasion an stimulierten wie auch unstimulierten HUVEC.
Dahingegen zeigten die spezifischen N-Glut-PE Immunoliposomen mit zunehmender
Stromungszeit eine kumulative Bindung an den stimulierten HUVEC. Da das
Bindungsausmald an den unstimulierten HUVEC dem der Blindliposomen entsprach, beweist
es die Spezifitat der Bindung der Immunoliposomen uber daslé&ktin. Im Vertgich zu den
N-Glut-PE Liposomen zeigten wiederum die terminal gekoppelten Cyanur-PEG-PE-
Immunoliposomen ein deutlich htheres Bindungsausmal3, dargestellt in Abb. 24.

Abb. 24: Bindungsverhalten fluoreszenzmarkierter Cyanur-PEG-
PE-Immunoliposomen an stimulierten HUVEC unter
Strémungsbedingungen nach 0,5 h; 5 h und 18 h (von
links) im Vergleich zum Bindungsausmal? an
unstimulierten HUVEC nach 18 h (unten rechts).

Die leichter zugangliche Antikdrperlokalisation mit einer erhéhten Flexibilitéat an diesen
Liposomen erweist sich also insbesondere unter dynamischen Bedingungen als grol3er Vorteil
gegenuber den konventionellen Immunoliposomen. Diese Ergebnisse beweisen, dafd die
Immunoliposomen unter den simulierten ScherfluBbedingungen des Blutstromes innerhalb
eines therapierelevanten Zeitraumes binden und diese Bindung auch bestehen bleibt.

Zusammenfassend kann man sagen, dafd mit unterschiedlichen Modellsystemen das
Prinzip des Liposomentargeting an E-Selektin als eine neue Perspektive flr ein
antiinflammatorisches Drug Delivery demonstriert werden konnte. Die Uberlegenheit von
PEG-terminal gekoppelten Immunoliposomen gegenuber konventionellen wurde eindeutig
sichtbar. Da die Liposomen auch unter den simulierten Scherflulbedingungen des
Blutstromes die Targetzellen binden und diese Bindung Uber langere Zeitraume bestehen
bleibt, ergeben sich vielfaltige therapeutische Moglichkeiten aus dem Verhalten der Lipsomen
nach Targetbindung, welches im folgenden analysiert werden soll.
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4.3.4. Analyse des Liposomenverhalten nach erfolgteFargetierung

In dem vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, daf} sich die E-Selektin-
gerichteten Immunoliposomen spezifisch an den aktivierten Endothelzellen sowohl unter
statischen als auch dynamischen ScherfluBbedingungen anreichern. Ein erfolgreiches
Targeting stellt jedoch noch kein therapeutisches Endziel dar, da dieses erst aus der
spezifischen Wechselwirkung der Liposomen mit den Zielzellen resultiert. Dies wiederum ist
von der Art der Zielzellen und von einer Vielzahl liposomaler Parameter abhangig. Fur unsere
Experimente gilt es zu klaren, wie sich die Immunoliposomen nach erfolgter E-Selektin-
Bindung an den HUVEC verhalten, um daraus Ldosungsvorschlage fiir eine perspektivisch
therapeutische Nutzung zu geben. Prinzipiell sind zwei verschiedene Wege vorstellbar.
Soliten die Immunoliposomen nach Targetbindung nicht in die HUVEC aufgenommen
werden, muldte eine gezielte Wirkstofffreisetzung unter dem Targetierungsprozeld erreicht
werden. Fir den Fall einer Liposomeninternalisierung sollten Weg und Ausmal} eines solchen
Prozesses aufgeklart werden. Beide Aspekte werden in den folgenden Kapiteln behandelt.

4.3.4.1. Modelluntersuchungen zur gezielten Wirkstofffreisetzung aus
Liposomen bei Targetbindung

Eine Wirkstofffreisetzung aus den E-Selektin-gerichteten Immunoliposomen nach
Targetierung am Endothel wéare in therapeutischer Hinsicht sehr sinnvoll, da bekanntermaf3en
das Endothel im Entzindungsgebiet eine deutlich erhbhte Permeabilitat aufweist [317,318].
Somit kénnten die freigesetzten Arzneistoffe, die auch in der Randzone des kapillaren
Blutstromes nur geringeren Schergraden ausgesetzt sind, verstarkt in die entzindeten
subendothelialen Gewebe eindringen. Dies sollte gegentiber einer systemischen Applikation
der Arzneistoffe von deutlichem Vorteil sein.

Zur gezielten Wirkstofffreisetzung aus Immunoliposomen im Prozeld der Targetbindung
wurden von Huang et al. die sog. targetsensitiven Immunoliposomen konzipiert (vgl. auch
2.5.3.) [255-257]. Die Wirkungsweise dieser Liposomen besteht in einer Balance zwischen
einer ausreichenden Bilayerstabilitat im Targetierungsprozel3 und einer Destabilisierung und
damit Zerfall der Liposomen nach erfolgter Targetbindung. Basis hierfir ist die Tendenz des
liposomalen DOPE zur Inversmizellbildung, wenn es nicht durch Lipide mit volumindsen
Kopfgruppen zu einer Bilayerbildung in den Liposomen stabilisiert wird. Als optimierte
Praparation wurde eine Stabilisierung des DOPE mit 20 mol% DOPA und einem geringen
Anteil von 0,1 mol% N-Glut-PE zur Antikérperkopplung vorgeschlagen. Diese Liposomen
sollen nach Bindung an den Targetzellen durch gegenseitige Aggregation zerfallen.
Voraussetzung daflr ist die eng benachbarte, multimere Bindung der Liposomen an den
Targets, aber auch eine Mindestmenge Antikdrper an diesen Liposomen erwies sich als
essentiell. Dieser Mechanismus konnte bisher nicht auf sterisch stabilisierte Liposomen
Ubertragen werden.

Um die Mdglichkeit einer Wirkstofffreisetzung aus sterisch stabilisierten Selektin-
gerichteten Immunoliposomen zu analysieren, fihrten wir eine Reihe von
Modelluntersuchungen durch. Ziel war es dabei zu Uberprifen, inwieweit sich eine sterische
Stabilisierung der Liposomen mit dem targes#eren Prinzip lombinieren |af3t. Daftir mul3te
eine ausbalancierte Mischung zur Stabilisierung einer DOPE-basierenden, mPERPE
und N-Glut-PE enthaltenden Bilayer gefunden werden, die nach Antikdrperkopplung unter
Targetbindung zerféllt.

Wegen des modellhaften Charakters dieser Studie kamen anstelle der anti-E-Selektin
Antikorper anti-Biotin AntikGrper zum Einsatz, da hierbei die Targetzelle durch Biotin-PE-
enthaltende Liposomen oder Partikel simuliert werden konnte [319].
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MPEG-PE hat aufgrund seiner voluminésen hydrophilen Kopfgruppe auch eine
stabilisierende = Wirkung auf  DOPE-Bilayer. Bei  Liposomenbildungs- und
Stabilitadtsuntersuchungen konnte durch den schrittweisen Ersatz des DOPA durch mPEG-PE
festgestellt werden, dal mPEG-PE allein in Konzentrationen gro3er 0,5 mol% die DOPE-
Bilayer (1mol% N-Glut-PE) stabilisiert. Diese Liposomen lassen sich durch die
Hydratisierungsmethode herstellen und anschlieBend mit dem Antikdrper koppeln. Sie
unterscheiden sich dahingehend von der komplizierten Inkubationstechnik zum
nachtraglichen Einbau der gekoppelten AntikOrnmeah fhnaduwagd257].

Fur die Freisetzungsuntersuchungen wurden die ca. 170 nm grof3en anti-Biotin-
Immunoliposomen mit 50 mM Calceinldsung gefullt und in Wechselwirkung mit Biotin-PE-
(10 mol%) enthaltenden Liposomen gebracht. Die Mengen wurden so gewahlt, daf} es einem
molaren Verhaltnis von Antikbérper zu Biotin von ca 1:100 entsprach. Die
Fluoreszenzfreisetzung infolge dieser Bindungsprozesse wurde dann gemessen. Als Blindwert
fungierte die Wechselwirkung mit Biotin-PE-freien Liposomen. Da von Pinnaduwage das
multimere Binden fir die Aggregation benachbarter Immunoliposomen als essentiell erkannt
wurde, was u.U. an den kleinen Biotin-PE-enthaltenden Liposomen nicht realisiert werden
kann, wahlten wir zusatzlich Partikel von 850 nm oder 7 um GrofRe als Targetzellen, die
durch Vesikelfusion eine analoge Biotin-PE-haltige Bilayer erhielten.

Zur Simulierung physiologischer Bedingungen wurden die Freisetzungsuntersuchungen
zuerst bei 37°C durchgefiihrt. Betrachtet man das Verhalten der Immunoliposomen mit 1
mol% mPEG-PE, eine Stunde nach Targetbindung in Abb. 25, so wird deutlich, dal3 die
Liposomen bei unspezifischer Wechselwirkung mit den Blindwert-Liposomen kein Calcein
freisetzen, hingegen bei der Bindung an den spezifischen Targetzellen eine deutliche
Freisetzung erfolgt.
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Abb. 25: Fluoreszenzfreisetzung aus Immunoliposomen (DOPE mit 1 mol% mPEG-PE) bei 37°C (ber eine
Stunde nach Bindung unterschiedlicher Targets (Mittelwerte von Dreifachmessungen)

Da sich die Wechselwirkung mit den 7um grof3en Biotin-haltigen Partikel im
Freisetzungsausmald eindeutig von den kleineren Partikeln und den Vesikeln abhebt, ist
offensichtlich die eng benachbarte Bindung der Immunoliposomen und deren Aggregation an
relativ ebenen Targetoberflachen der entscheidende Zerfallsmechanismus der targetsensitiven
Immunoliposomen.

Modifiziert man die mPEG-PE-Menge in den targetsensitiven Liposomen, kommt man
zu folgenden Ergebnissen. Der Einbau von 3 mol% mPEG-PE fihrt zu einer wesentlich
starkeren Bilayerstabilisierung, die demzufolge auch im Targetbindungsprozeld wesentlich
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weniger destabilisiert wird. Aus Abb. 26 wird sichtbar, da3 zwar wiederum die grof3en
Partikel am effektivsten sind, das Gesamtausmal’ der Freisetzung jedoch nicht befriedigt.

Freisetzung [%]
N
1

O-I I:I/ /I:

SPC-Vesikel Biotin-Vesikel Partikel 850 nm  Partikel 7um

Abb. 26: Freigesetztes Calcein aus Immunoliposomen (DOPE mit 3 mol% mPEG-PE) eine Stunde nach
Targetbindung bei 37°C (Mittelwerte von Dreifachmessungen)

Eine Verringerung des PEG auf 0,5 mol% kann kaum noch eine ausreichende Balance
zur Bilayerstabilisierung aufrechterhalten, da selbst bei unspezifischen Wechselwirkungen mit
Blindwert-Liposomen schon betréachtliche Mengen an Calcein freigesetzt werden. Das
Freisetzungsausmall an den 7 um Partikeln unterscheidet sich hingegen nicht von den
Praparationen mit 1 mol% PEG.
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Abb. 27: Fluoreszenzfreisetzung aus Immunoliposomen (DOPE mit 0,5 mol% PEG-PE) bei 37°C Uber eine
Stunde nach Bindung unterschiedlicher Targets (Mittelwerte von Dreifachmessungen)

Zusammenfassend kann man sagen, dal3 das targetsensitive Prinzip auch auf sterisch
stabilisierte Immunoliposomen Ubertragen werden konnte. Eine DOPE-Liposomenpréparation
mit 1 mol% mPEG-PE 2000 stellt die beste Bilayerbalance dar. Diese Immunoliposomen
setzten spezifisch unter Targetbindung ein Drittel ihres Inhaltes innerhalb einer Stunde bei
37°C frei, was Ubertragen auf den Targeting-Prozel3 der Endothelzellen sehr akzeptable Werte
sind.
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Pinnaduwage und Huang erreichten die Freisetzung aus ihren DOPE/DOPA Liposomen
nur bei hohen Temperaturen. Obwohl aus therapeutischer Sicht die gewéhlten Temperaturen
von 60°C nicht sinnvoll erscheinen, fihrten wir fir eine bessere Vergleichbarkeit zu dieser
Studie und wegen des Modellcharakters unserer Arbeiten die Freisetzungsanalysen zusétzlich
bei hoheren Temperaturen durch.
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Abb. 28: Vergleich der Fluoreszenzfreisetzung aus Immunoliposomen mit unterschiedlichem Gehalt an mPEG-
PE nach Bindung an 7 pum Biotin-Partikeln unter zehnminitiger Inkubation bei erhdhten
Temperaturen (Mittelwerte zweier Messungen)

Die Abbildung verdeutlicht, dal3 eine Temperaturerhbhung das Freisetzungsausmal}
wesentlich erhoht. Alle drei Praparationen setzen bei Bindung an den 7um Partikeln zwischen
50°C und 70°C den uberwiegenden Anteil ihres Calceins frei, die Unterschiede korrelieren
mit den obigen Ergebnissen. Diese Ergebnisse befinden sich im Vergleich zu den Angaben
von Huang et al. (ca. 80% Freisetzung bei 60°C) in der gleichen Grél3enordnung.

Die positiven Ergebnisse dieser modellhaften Studie zur Wirkstofffreisetzung aus sterisch
stabilisierten Liposomen soll in zukinftigen Experimenten direkt im Targetbindungsprozel}
untersucht und verfolgt werden.

4.3.4.2. Untersuchung der Internalisierung von Immunoliposomen durch
HUVEC

Eine Internalisierung von Liposomen durch Zellen ist kein verallgemeinerbares
Phanomen, da es stark von der Art der Zellen und auch von strukturellen Parametern der
Liposomen abhéangt. Prinzipiell kbnnen Liposomen auf unterschiedliche Weise mit Zellen in
Wechselwirkung treten. Neben unspezifischen Membraneffekten wie Fusion oder
Lipidaustausch von Liposom und Zielzelle, die oftmals die Freisetzung liposomaler
Inhaltstoffe in die Zelle bewirken, ist die rezeptorvermittelte, endozytotische
Liposomenaufnahme in die Zellen der haufigere und oft auch gewlnschte Weg der
Wechselwirkung.

Auf unsere Experimente Ubertragen muld festgestellt werden, dald nahezu keine
Kenntnisse uber das endozytotische Verhalten von HUVEC in Wechselwirkung mit
Liposomen aus der Literatur bekannt sind. Da das E-Selektin nach erfolgter Exprimierung im
Verlauf weniger Stunden hauptséchlich endozytotisch von der Zelloberflache entfernt wird,
kénnte ein solcher Mechanismus auch fir die am E-Selektin gebundenen Liposomen
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postuliert werden. Daher soll in den folgenden Internalisierungsstudien Endozytoseprozessen
besondere Beachtung geschenkt werden.

Eine etablierte Methode zur Untersuchung einer endozytotischen Liposomenaufnahme
basiert auf dem Fluoreszenzfarbstoff Hydroxypyranintrisulfonsdure (HPTS). Ein solches
HPTS-Assay wurde verschiedentlich zum Nachweis des endozytotischen bzw.
phagozytotischen Verhaltens von Makrophagen und anderen Zellen angewendet [320].

Grundlage dieses Assays ist die pH-abhangige Verdnderung der spektralen
Eigenschaften des HPTS. Durch Einschlul3 einer wassrigen HPTS-LOsung in Liposomen
soliten dann im Zuge einer endozytotischen Aufnahme und damit Kontakt mit dem sauren pH
der Endosomen die spektralen Veranderungen das Ausmal3 einer Endozytose repréasentieren.

Zur Etablierung dieses Assays wurden diese Eigenschaften im Rahmen einer
Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe [275] ausfuhrlich charakterisiert. HPTS zeigt bei
Fluoreszenzanregung mit 465 nm eine Emission bei 512 nm, die sich in Abh&ngigkeit vom
pH-Wertes im Ausmall unterscheidet. Diese Unterschiede sind jedoch fur eine
Quantifizierung der Endozytose zZu gering. Dahingegen kénnen die
Fluoreszenzanregungsspektren besser ausgewertet werden. Dafur wird HPTS mit
unterschiedlichen Wellenlangen angeregt, und die Emission bei 512 nm aufgezeichnet. Im
Bereich von 400-480 nm ergeben sich dabei deutliche Unterschiede in Abhangigkeit des pH-
Wertes. In diesem Bereich hat HPTS zwei Anregungsmaxima.
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Abb. 29: Fluoreszenzanregungsspektrum von HPTS (Emission 512 nm) in Abhangigkeit von pH-Wert

Wahrend im sauren Milieu das Anregungsmaximum bei 405 nm liegt, ist es im
Neutralen/Basischen zu 460 nm verschoben. Besonders gunstig flr die Auswertung ist, daf}
im Sauren bei 460 nm nahezu keine Anregung mehr stattfindet, so dal3 diese Wellenlange flr
die Quantifizierung besonders sensitiv erscheint. Der Schnittpunkt aller Spektren bei 415 nm
(isosbestischer Punkt) zeigt keine pH-Abhangigkeit und kann somit als Mal3 der
Konzentration des HPTS herangezogen werden. Um also die Anderungen der spektralen
Eigenschaften im Verlauf einer Endozytose unabhangig von der Konzentration darzustellen,
vergleicht man jeweils die Quotienten der Anregungswerte bei 405 bzw. 460 nm mit der
Intensitat bei 415 nm. Es ist also zu erwarten, dal3 ein Endozytoseprozeld durch ein Ansteigen
des Quotienten aus 405/415 nm und ein Absenken des Quotienten aus 460/415 nm
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detektierbar ist. Durch diese konzentrationsunabhangige Betrachtung konnen auch
verschiedene experimentelle Ansatze miteinander verglichen werden.

Aus weiteren Voruntersuchungen ging hervor, dal3 sich HPTS in Liposomen
(Pyranosomen) tendenziell wie der freie Farbstoff verhalt [275].
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Abb. 30: Konzentrationsunabhangige Veranderung der Fluoreszenzanregung bei 405 nm bzw. 460 nm mit dem
pH-Wert

Um die Endozytoseaktivitdt der HUVEC besser beurteilen zu kdnnen und um die
Sensitivitat des HPTS-Assays zu testen, wurden zuerst Endozytoseuntersuchungen an Zellen
sehr starker und an Zellen ohne Endozytoseaktivitdt vorgenommen. Da die Endozytose ein
aktiver Zellprozel3 ist, wurden alle Untersuchungen bei 37°C durchgeftihrt.

Makrophagen sind spezialisierte Zellen der Korperabwehr, die durch ihre hohe
Endozytoseaktivitat gekennzeichnet sind. Sie fungierten in dem Testsystem als 100%-Werte.
Es kam die makrophagenéhnliche Zellinie J 774 zum Einsatz, die bekanntermal3en eine hohe
Aufnahmerate von negativ geladenen Liposomen aufweist. Die Endozytose von
Phosphatidylglycerol-haltigen Liposomen wurde Uber einen Zeitraum von 120 Minuten
verfolgt. Die Auswertung der spektralen Eigenschaften des HPTS erbrachte einen deutlichen
Anstieg des Quotienten aus den Anregungswerten bei 405/415 nm und einen deutlichen
Abfall des Quotienten von 460/415 nm in Abb. 31 a und b. Die damit nachgewiesene
Acidifizierung des HPTS im Proze3 der Endozytose demonstriert einerseits die
Funktionsfahigkeit des Assays und liefert andererseits Hinweise fir die maximal zu
erwartenden Mel3werte.

Als Negativkontrolle, d.h. Zellen ohne Endozytoseaktivitat, kamen Keratinozyten zum
Einsatz. Die Analyse des endozytotischen Verhaltens tUber 300 Minuten erbrachte keinerlei
Hinweis auf eine Zellaufnahme. Die Quotienten beider MelRwerte verlaufen nahezu parallel
zur x-Achse. Der leichte Abfall beider Werte nach 200 Minuten kann nicht eindeutig
interpretiert werden.
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Abb. 31a und b: Vergleich der endozytotischen Aufnahmekapazitat der HUVEC fir unterschiedliche Liposomen
gemessen an dem  Verhalten von Keratinozyten und Makrophagen anhand des
Fluoreszenzintensitatsverhaltnisses von 405/415 nm (a) und 460/415 nm (b) rechts.

Mit diesen Erkenntnissen Uber die Funktionsfahigkeit des Assays wurden die
Untersuchungen auf die HUVEC Ubertragen. Zur besseren funktionellen Unterscheidung
einer  unspezifischen  endozytotischen  Aufnahme  von E-Selektin-abhangigen
Endozytoseprozessen wurden zuerst normale Pyranosomen, danach Immunoliposomen mit
einem gekoppelten irrelevanten IgG und zuletzt E-Selektin-gerichtete Immunoliposomen
untersucht.

Die mit IL-13 stimulierten HUVEC zeigen fir die normalen Pyranosomen keine
erkennbare endozytotische Aufnahme. Der Kurvenabfall der 460/415 nm Verhaltnisse spricht
zwar fur eine leichte Abnahme der neutralen HPTS-Konzentration, da aber auch das 405/415
nm Verhaltnis in Abb. 31 a abfallt, kann der Grund dafir nicht in einer Ansauerung des
Milieus liegen.

Die Untersuchung der irrelevanten Immunoliposomen hatte folgenden Hintergrund. Da
HUVEC nach Literaturangaben Uber Fc-Rezeptoren verfiigen sollen [321], kdnnte eine
Internalisierung von Immunoliposomen ungeachtet ihrer Selektinausrichtung Uber diesen
Rezeptor stattfinden. Aber auch bei diesen Versuchen zeigten sich keine Anzeichen einer
endozytotischen Aufnahme, wie der parallele Kurvenverlauf beider Quotienten zur x-Achse in
Abb. 31 bestatigt.

Im Hauptansatz kamen die E-Selektin-gerichteten Immunoliposomen zum Einsatz. Die
Analyse der spektralen Eigenschaften des HPTS Uber 300 Minuten zeigte eine deutliche,
wenn auch im Ausmal? relativ geringe Endozytose. Dies ist am Kurvenverlauf ersichtlich, bei
dem ein Abfall des 460/415 nm Quotienten (Abb. 31 b) im Gegensatz zu den
vorangegangenen Untersuchungen durch eine Zunahme des 405/415 nm Quotienten in Abb.
31 a als Acidifizierung des HPTS bestatigt wird.

Der Befund, dal3 nur die Selektin-gerichteten Immunoliposomen durch die HUVEC
endozytotisch aufgenommen werden, findet Ubereinstimmung mit den Untersuchungen von
Spragg [267]. Die Ursache hierfir und das geringe Ausmald der Aufnahme bedurfen jedoch
weiterer Interpretationen. Es kann nicht klar definiert werden, ob das E-Selektin wirklich
aktiv die Endozytose der spezifischen Immunoliposomen vermittelt. Moglicherweise liegt die
Ursache der Internalisierung auch in der vorherigen festen Bindung und damit Konzegtrie
der Liposomen an den Endothelzellen, was bei den anderen Liposomenarten nicht moglich
war. Einen solchen Verlauf beschreiben auch Kirpotin et al. beim Krebszell-Targeting durch
Immunoliposomen. Die vorher targetierten und damit fest gebundenen Liposomen wurden in
ihren Versuchen 25-80fach starker endozytiert als normale Liposomen, obwohl kein
Endozytoserezeptor targetiert wurde [322].
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Bezuglich des geringen Endozytoseausmaldes der spezifischen Immunoliposomen kann
nicht eindeutig geklart werden, ob dies an der fehlenden Sensitivitat des Assays liegt oder
wirklich durch die physiologischen Eigenschaften der HUVEC bedingt ist. Gegen den
zweiten Fakt spricht, dafl3 Untersuchungen an anderen Endothelzellen deutliche
Aufnahmeraten fir targetierte und auch normale Liposomen aufweisen. So konnten
Mastrobattista et al. zeigen, dal3 60% der gebundenen Immunoliposomen am ICAM-1 von
bronchialen Epithelzellen aufgenommen werden [323]. Kamps et al. beschrieben eine starke
Aufnahmekapazitat von Leberendothelzellen fiir stark negativ geladene Liposomen Uber einen
Scavenger-Rezeptor-vermittelten Prozel3 [324]. Andere Studien beweisen aber auch, dal3
Liposomen auf einem nichtendozytotischen Weg in Leberendothelzellen gelangen kdénnen
[325].

Zusammenfassend kann festgestellt werden, da? mit dem fiir endozytotische Prozesse
spezifischen HPTS-Assay eine Aufnahme der Selektin-gerichteten Immunoliposomen in die
HUVEC bestimmt werden konnte. Das Ausmal3 der Aufnahme ist sehr gering und kann allein
mit dieser Methode nur relativ quantifiziert werden. Inwieweit dies an der fehlenden
Sensitivitdt des Assays oder an den Eigenschaften der HUVEC liegt oder ob alternative
Aufnahmemechanismen existieren, missen weitere Untersuchungen zum Aufnahmeverhalten
der HUVEC zeigen.

Als wichtige erganzende Aussage zu den HPTS-Studien erscheint die Untersuchung der
allgemeinen Aufnahmekapazitat der HUVEC ohne das Vorliegen eines spezifischen
Targetings. Vom therapeutischen Standpunkt aus steht bei einer gewtinschten Internalisierung
der summarische Effekt und nicht ein spezifischer We@ ddaufnahme im Mittelpunkt. Fur
solche summarischen Betrachtungen der Liposomeninsertion bieten sich mikroskopische
Untersuchungen an.

Ein Problem mikroskopischer Untersuchungen, auch der in dieser Arbeit genutzten
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie ist es, bei Liposomen-Zell-Wechselwirkungen die exakte
Lokalisation der fluoreszenzmarkierten Liposomen zu bestimmen. Auch mit dem konfokalen
Prinzip kann nicht exakt unterschieden werden, ob Liposomen nur an der Zelloberflache
adhéarieren oder ins Zellinnere aufgenommen wurden. Eine Ldsung bietet die sogenannnte
Dithionit-Methode. Bei dieser Methode werden die Fluorophore der adsorbierten Liposomen
an der Zelloberflache geldscht, nur die internalisierten Liposomen erscheinen fluoreszent.
Damit kann eine Unterscheidung zwischen Bindung und Insertion der Liposomen
vorgenommen werden. Chemische Grundlage dieser Methode ist die reduzierende Wirkung
von Dithionit-lonen (80, %) auf die Nitrogruppe des Liposomenmarkers NBD-(PE), der
dadurch in die nichtfluoreszente Aminoform tbergeht. Eine Ring6ffnung findet dabei nicht
statt [326].

R—NH NO» R—NH NH»
+ -so
N N N N
,
S04
7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl 7-Aminobenz2-oxa-1,3-diazol-4-yl
markiertes Lipid markiertes Lpid

Dithionit liegt in wassriger Lésung im Gleichgewicht mit dem,SRadikal vor, die
beide durch ihre Ladungen fir Membranen impermeabel sind [326]. Daher ist es eine
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Voraussetzung fir diese Methode, daf3 die Liposomen die NBD-PE-Marker nur in die aul3ere
Monolayer eingebaut bekommen, da nur diese Molekille dann an der Zelloberflache in
Kontakt mit der Dithionit-Losung gelangen. Da das Dithionit aber auch nicht die
Zellmembran passieren kann, fluoreszieren nach einer Dithionitzugabe nur die inserierten
Liposomen in den Zellen. Aus Literaturdaten ist bekannt [326], daf3 Dithionit bis zu einer
Konzentration von 100 mM keine Zytotoxizitat aufweist.

Zum asymmetrischen Einbau (nur aufRere Monolayer) des NBD-PE in Liposomen kam
die sog. Ethanolinjektion zu Anwendung. Dabei wird die gewlnschte Endkonzentration an
NBD-PE in einem kleinen Volumen Ethanol gelost den bereits fertig gebildeten Liposomen
unter Ruhren langsam zugefiigt. Das Volumen an Ethanol sollte einen Volumenanteil an der
Gesamtmenge von 1% nicht Uberschreiten. Dieser Prozel3 geht ohne Veranderung der
LiposomengroRe vonstatten. Zur Uberprifung der asymmetrischen Liposomen und der
Dithionit-Technik wurden in der Arbeitsgruppe umfangreiche Voruntersuchung durchgefuhrt
[316]. Diese belegen, dal3 asymmetrische Liposomen mit 3% NBD-PE durch die Zugabe
eines 100.000-200.000-fachen molaren Uberschusses an Dithionit innerhalb von 30 Sekunden
auf ca. 10-20% der Ausgangsfluoreszenz geloscht werden. Damit sind alle &uf3eren NBD-
Moleklle geloscht. Nach diesem Zeitpunkt findet noch eine weitere, sehr langsame
Fluoreszenzabnahme statt, die den Transbilayer-Austausch einzelner NBD-Molekiile von der
inneren zur &aufReren Monolayer kennzeichnet. Um diesen Flip-Flop-Mechanismus der
Lipidmarker moglichst gering zu halten, wurden die asymmetrischen Liposomen fur die
folgenden Untersuchungen frisch hergestellt bzw. bei 4°C gelagert.

Fur die mikroskopischen Untersuchungen wurden HUVEC auf Glasplattchen kultiviert
und nach Aktivierung mit asymmetrischen Liposomen (3mol% NBD-PE) tber 90 Minuten
bei 37°C inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die nichtassoziierten Liposomen abgespult und
die Zellen mit einer 20 mM Dithionitldsung fur 3 Minuten bei 4°C behandelt.

Die erfolgreiche Loschung der Fluoreszenz auf der Aul3enseite der Zellen ist in Abb. 32
dargestellt, aus der auch die Mdglichkeit einer sehr differenzierten Lokalisierung der Vesikel
resultiert.

Abb. 32: Anwendung der Dithionit-Technik zur Verdeutlichung einer endozytotischen Aufnahme von
Liposomen durch HUVEC. Die Fluoreszenzléschung der im linken Bild (A) dargestellten gesamten
Liposomen durch Dithionit zeigt den Anteil der endozytierten Liposomen in rechten Bild (a).

Wahrend vor Dithionitzugabe die Zelloberflachen gleichmaf3ig hell durch adsorbierte

und moglicherweise fusionierte Vesikel erscheinen (linkes Bild), koénnen nach
Dithionitzugabe die inneren Kompartimente sichtbar gemacht werden (rechtes Bild). Die
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punktformigen Fluoreszenzbereiche kennzeichnen liposomengefiillte Vakuolen der
Endosomen. Als zusétzlichen Beweis dieser These unterzogen wir analoge Proben einer
konfokalen mikroskopischen Detektion. Dabei wurden die Zellen in z-Richtung
durchfokusiert und Aufnahmen im Abstand von jeweils 0,65 um gewonnen (Abb. 33).
Beginnend von der Unterseite der Zellen ohne Fluoreszenz auf der Zellmembran nahert man
sich im Mittelpunkt der Zelle von 3-6 um der starksten Fluoreszenz, die dann wieder zur
Oberseite hin abnimmt. Auch hier sieht man eindrucksvoll die punktférmigen
Fluoreszenzareale der Endosomen. Gleichzeitig belegt der dunkel abgehobene Zellkern die
intrazellulare Lokalisation des Aufnahmebereiches.

H.651m 1.3Pm

Abb. 33: Fokussierung durch eine mit Dithionit behandelte Endothelzelle zur Verdeutlichung der endozytierten
Liposomen.

Damit beweisen diese Untersuchungen, dal3 auch normale Liposomen von HUVEC
endozytotisch aufgenommen werden, und somit HUVEC eine hdhere endozytotische
Aktivitdt besitzen, als aus dem HPTS-Assay abzuleiten war. Orientierende
Vergleichsuntersuchungen mit spezifischen Selektin-gerichteten Immunoliposomen zeigten
eine nur leicht erhéhte Endozytoserate um ca. 10-30% gegenuber den unfunktionalisierten
Liposomen.

Zur weiteren mikroskopischen Untersuchung der Internalisierungsmechanismen der
HUVEC kam eine andere Fluoreszenztechnik zum Einsatz. Durch die gleichzeitige Nutzung
eines hydrophilen Markers im Liposomeninneren und eines lipophilen Markers mit anderen
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spektralen Eigenschaften in der Liposomenmembran kann das Schicksal der Liposomen nach
Zellkontakt gut verfolgt werden. Dies wurde von Mastrobattista et al. bei
Internalisierungsstudien demonstriert [323].

Zu diesem Zweck inkorporierten wir hydrophiles FITC-Dextran in Rhodamin-PE
gelabelte Liposomen. Wie bei den Dithionit-Experimenten wurden auch diese unspezifischen
Liposomen fur 90 Minuten bei 37 °C mit an Glas haftenden HUVEC inkubiert. Nach diesem
Zeitraum wurden die adsorbierten Vesikel durch Spulen entfernt. Da dies nicht vollstandig
gelingt, kam die sog. Acid-Wash Technik zum Einsatz. Dabei werden die Zellen fir 10
Minuten mit einem Zitratpuffer (pH 3) bei 4°C versaiatl nach Spulen sofort milskopisch
untersucht. Die saure Behandlung der Zelloberflache fiuhrt zu einer hydrolytischen
Abspaltung von Oberflachenstrukturen, so auch der gebundenen Vesikel. Die gemessene
Fluoreszenz, die also nur von inkorporierten Liposomen stammen kann, 1&3t sich raumlich
zuordnen. Eine Kolokalisation beider Marker spricht fur intakte Vesikel, die auf
endozytotischem Wege in die Zellen gelangen. Eine Rhodaminanreicherung an der
Zellmembran weist auf Fusionsprozesse hin, die gleichzeitig mit einer Freisetzung des FITC-
Dextrans ins Zytosol einhergehen muften.
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Rhod+FITC

Abb. 34: Verhalten doppelt-markierter Liposomen an HUVEC zur Differenzierung von Endozytose- und
Fusionsprozessen.

Die Ergebnisse in Abb. 34 zeigen eine dominierende Kolokalisation beider Marker in
der abgebildeten Zelle, die sowohl als Einzelbilder und auch als Uberlagerung mit der
resultierenden Mischfarbe Orange deutlich wird. Dieser Befund, wie auch das erneute
Auftreten der punktformigen Areale spricht wiederum flr eine endozytotische
Vesikelaufnahme durch die HUVEC. Aus der flachigen Rhodaminfluoreszenz, die nicht
Uberall mit FITC Uberlagert ist, lalt sich auch ein Anteil von Vesikelfusion mit den
Zellmembranen ableiten. Aus diesem Grund sollte mit einer dritten Methode die
Fusiondetektion im Mittelpunkt stehen.

Zur Fusionsuntersuchung bedient man sich hydrophiler Fluoreszenz-Einschlul3marker
wie z.B. Calcein. Werden diese in hoher, selbstldschender Konzentration in die Vesikel
eingebaut, findet bei einer Fusion mit der Zellmembran eine Freisetzung und Verdinnung des
Markers mit dem Zytosol statt, was sich als flachige Fluoreszenz widerspiegelt. Anhaftende
intakte Vesikel sollten durch den Selbstloscheffekt nicht detektierbar sein. Endozytierte
Vesikel sollten ihren Marker nicht Gber das gesamte Zytosol verdinnen, sondern muf3ten
durch Lysis und Verdinnung in den Endosomen als fluoreszierende punktférmige Areale
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erscheinen. Da Fusion ein zellpassiver Prozel3 ist, kann durch die Wahl der Temperatur (4°C
nur Fusion; 37°C Fusion und Endozytose) eine weitere Differenzierung der
Aufnahmeprozesse vorgenommen werden.

Vor diesem Hintergrund wurden in unseren Experimenten calceinenthaltende
Liposomen fir 90 Minuten bei 4°C bzw. 37°C mit adharenten HUVEC inkubiert. Nach einem
grundlichen Spullen adsorbierter Liposomen ergab sich folgendes Bild:

Abb. 35: Wechselwirkung calceinenthaltender Liposomen mit HUVEC bei 4°C (Fusion) links und bei 37°C
(Fusion und Endozytose) rechtes Bild

Die bei 4°C inkubierten Vesikel haben durch Fusion ihr Calcein gleichmaldig in das
Zytosol abgegeben, die Zellen erscheinen einheitlich hell (linkes Bild). Bei 37°C hingegen
(rechtes Bild) zeichnen sich deutlich die bereits mehrfach detektierten Vakuolenbereiche ab,
die wiederum fir eine Endozytose sprechen. Mit dieser Methode lassen sich somit sehr
elegant Fusion und Endozytose nebeneinander nachweisen.

Fal3t man die Ergebnisse der drei mikroskopischen Untersuchungen zusammen, so zeigt
sich, dal3 die endozytotische Aufnahmekapazitat der HUVEC grol3er ist, als sie mit dem
HPTS-Assay nachgewiesen werden konnte. So endozytieren die HUVEC auch unspezifische
Liposomen, wobei dieser Prozel3 auch durch Fusion der Liposomen mit der Zellmembran
Uberlagert wird. Daraus |3t sich schluf3folgern, dal3 nach einem erfolgten Targeting an den
HUVEC eine Liposomenaufnahme in die Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit stattfindet.

Die mikroskopischen Untersuchungen ergaben eine gute qualitative Beschreibung der
Internalisierungsmechanismen. Durch weiterfiihrende Studien in der Arbeitsgruppe sollte die
Internalisierung auch quantitativ auswertbar werden [316].

Fur diese Experimente werden die HUVEC fur 90 Minuten bei 37°C mit
unfunktionalisierten fluoreszierenden Liposomen inkubiert und anschlieend von den
nichtgebundenen Liposomen durch Spullen befreit. Zur quantitativen Unterscheidung der
gebundenen und internalisierten Liposomen werden die Zellen kurz einer Proteasebehandlung
(Pronaselésung 0,1%) unterzogen, durch die die anhaftenden Liposomen von den Zellen
getrennt werden. Nach Zentrifugation konnen durch Fluoreszenzmessung im Uberstand die
gebundenen Liposomen quantifiziert werden. Die internalisierten Liposomen im Zellpellet
kénnen anschlielend ebenfalls nach einer Detergenzbehandlung quantifiziert werden. Zur
besseren fluoreszenztechnischen Vermessung kam fir diese Untersuchungen der lipophile
Marker Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat (DiO) zu Einsatz, der durch seine hdhere
molare Fluoreszenzausbeute im Vergleich zu NBD-PE fir eine Quantifizierung sensitiver
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erscheint. Auf einfachem Wege kdnnen so die internalisierten Liposomen zu den gebundenen
prozentual ins Verhéltnis gesetzt werden. Auf dieser Grundlage wurde das Verhalten von
stimulierten und nicht stimulierten HUVEC miteinander verglichen. Obwohl beide
Zellansatze vergleichbare Mengen an Liposomen binden, werden bei den stimulierten
HUVEC 25,5%, dahingegen bei den nicht stimulierten HUVEC nur ca. 23,5% dieser
Liposomen internalisiert. Die erhdhte Internalisierung der HUVEC befindet sich in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten tber das Verhalten anderer Endothelzellen [327]. Mit
diesen Ergebnissen werden die mikroskopischen Resultate erneut bestatigt, eine
Internalisierung der Liposomen nach Targetierung ist fur die therapeutische Nutzung in
Betracht zu ziehen.

Die prozentuale Angabe der gebundenen oder internalisierten Liposomen ist nur eine
relative Aussage, die mit anderen Studien und Zellen nicht vergleichbar ist. Zu diesem Zweck
wurden durch Bestimmung der Ausgangsfluoreszenz der Liposomen unter Berechnung der
Liposomenanzahl dieser Konzentration (Uber Flachenbedarf der Lipide, den bekannten Innen-
und AulRendurchmesser der Liposomen bei angenommener Unilamellaritat) diese Ergebnisse
auch in Liposomenanzahl pro Zelle umgerechnet. Diese Angaben findet man auch in anderen
Veroffentlichungen. Es ergab sich, dal? gesamt ca. 15.000 Liposomen pro Zelle assoziiert und
internalisiert sind. Auch dieser Zahlenwert ist fur einen Vergleich mit anderen Studien nicht
geeignet, da er von verschiedenen Liposomenparametern abhangig ist, und damit verfalscht
werden kann. Als unabhéngige Groéf3e wurde die Angabe von nmol liposomales Lipid/Zelle
ausgewahlt. Damit ergab sich fiir die stimulierten HUVEC eine Aufnahme von 7, ixd6l
Lipid/Zelle, fur die unstimulierten HUVEC ein Wert von 1,5516mol Lipid/Zelle.

Fur eine Einordnung und Bewertung dieser Daten wurden zwei Studien als Vergleich
hinzugezogen, in denen die Internalisierung von Immunoliposomen nach erfolgtem Targeting
an bronchialen Epithelzellen [323] und die Internalisierung unfunktionalisierter normaler
Liposomen durch makrophagendhnliche Zellen untersucht wurden [328]. Auf gleichem Wege
wurden die Angaben Liposomen/Zelle in nmol Lipid/Zelle umgerechnet, wobei zu beachten
war, dal3 die Liposomen in beiden Studien mit ca. 200 nm gro3er als in unseren Experimenten
waren. Es ergab sich, dafl3 die spezifisch targetierten Immunoliposomen in der ersteren Studie
zu ca. 6x10 nmol Lipid/Zelle, die Liposomen der zweiten Studie von den
makrophagenahnlichen Zellen zu 1,4%1mol Lipid/Zelle aufgenommen wurden. Von der
prinzipiellen GréfRenordnung stimmen die Werte gut Giberein. Aus der ersten Studie kann man
ableiten, dal3 durch die spezifische Targetierung und damit Konzentrierung der Liposomen an
der Zelloberflaiche auch die Internalisierungsrate erhoht wird. Der Vergleich mit den
makrophagenahnlichen Zellen erbringt sehr dhnliche Werte, wobei hier durch die grol3eren
Liposomen von den Zellen eine hohere Endozytoseleistung erbracht werden muf3.

Fal3t man alle Internalisierungsuntersuchungen zusammen, so kann man feststellen, daf3
HUVEC eine deutliche Internalisierungstendenz fir Liposomen besitzen. Mit dem
endozytosespezifischen Nachweis mittels HPTS konnte die Endozytose von Selektin-
gerichteten Immunoliposomen nach Targetbindung nachgewiesen werden. Erganzende
mikroskopische Befunde Uber eine Internalisierung von unspezifischen Liposomen zeigten,
dal3 neben einer Endozytose auch Fusionsprozesse der Liposomen mit der Zellmembran
stattfinden. Die Quantifizierung dieser Aufnahmeprozesse ergibt fir die HUVEC eine
deutliche, mit anderen Zellen vergleichbare Internalisierungsrate. Erste orientierende Studien
zeigen, dal3 fur spezifisch targetierte E-Selektin-gerichtete Immunoliposomen eine leicht
hohere Liposomenaufnahme in die Zellen zu erwarten ist. Diese Untersuchungen sind
Gegenstand weiterfihrender Arbeiten.

Mit diesen Kenntnissen sollte fir eine perspektivische Nutzung von Selektin-gerichteten
Immunoliposomen zur antiinflammatorischen Therapie eine Zellinternalisierung als
Wirkprinzip genutzt werden. Eine solche endozytotische Liposomeninternalisierung bietet
sich beispielsweise fur eine antisense-Oligonucleotid-Strategie an. Damit konnte durch die
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internalisierten antisense-Oligonucleotide z.B. die Exprimierung weiterer Adhdsionsmolekile
(Integrine  oder ICAM-1) an den Endothelzellen blockiert werden, um kausal
Entzindungsreaktionen zu unterbrechen. Arbeiten zu dieser Strategie befinden sich in
Vorbereitung. Zum Schutz solcher eingeschleusten Oligonucleotide vor einem lysosomalen
Abbau mif3ten pH-sensitive Liposomen diese Strukturen bereits in den Endosomen freisetzen.
Gegenwartig werden Untersuchungen zu sterisch stabilisierten pH-sensitiven Liposomen
durchgefuhrt, die dann bei dieser Strategie Verwendung finden kénnen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit soll die pharmazeutische Relevanz der Selektine verdeutlicht
werden. Zu diesem Zweck wurden Beitrage zur Aufklarung der molekularen
Bindungseigenschaften der Selektine erbracht, auf denen aufbauend verschiedene
Verbindungen als Selektininhibitoren untersucht und in ihrer Perspektive als potentielle
antiinflammatorische Substanzen dargestellt wurden. Weiterhin wird mit der Nutzung von
Selektinen als Targetstruktur fir Arzneimittelvehikel ein neuer Weg fir die Effektivierung
einer antiinflammatorischen Therapie aufgezeigt.

Selektine nehmen auf Grund ihrer initialen Stellung in der Adhasionskaskade der
Leukozyten unter Entziindungsbedingungen eine Schlusselrolle in der
Entzindungsentstehung ein. Die von den Selektinen vermittelte Leukozytenbindung auf3ert
sich in einer Zellrollbewegung unter ScherfluBbedingungen, so dal3 neben ihrer
physiologischen Funktion die Selektine auch durch diese einmalige Sonderform einer
Adhasion aus mechanistisch/biophysikalischer Sicht sehr interessant erscheinen. Obwohl die
Selektine seit ihrer Entdeckung und funktionellen Aufkl&arung zu Beginn der 90er Jahre
intensiv untersucht werden, sind einzelne Aspekte der molekularen Bindungseigenschaften
nicht vollstandig verstanden.

In der vorliegenden Arbeit wird ein abstrahierendes Testmodell vorgestellt, mit dem im
Prozel3 des Selektin-vermittelten Zellrollens auf die funktionellen Aspekte der
Selektinliganden fokussiert werden kann. Die natlrlichen mucinahnlichen Selektinliganden
sind in ihrer Funktion der Rollvermittlung ungentgend charakterisiert. Durch Einsatz einer
modifizierbaren ligandhaltigen Modellmembran wurde deutlich, dal3 die Summation vieler
schwachaffiner, aber raumlich konzentrierter Einzelbindungen eine essentielle
Bindungsvoraussetzung fur die Selektine im Rollprozel3 darstellt. Wir postulierten daraus, daf3
die naturlichen Selektinliganden durch eine Multimerisierung von schwach affinen
Kohlenhydratepitopen im Moleklul die notwendige Bindungsaffinitat zu den Selektinen
erlangen. Weiterhin konnte erkannt werden, dal3 eine Flexibilitatszunahme der Liganden das
Rollverhalten forciert und damit die Zahl der notwendigen einzelnen Bindungsepitope
reduziert werden kann. Auf dieser Basis konnte das Selektin-vermittelte Zellrollen simuliert
und verschiedene EinfluRfaktoren untersucht werden.

Mit dieser funktionsfahigen Zellrollanordnung wurden in weitergehenden
Untersuchungen Substanzen auf ihre Selektin-inhibierende Wirksamkeit charakterisiert. Da
Selektine an einer Vielzahl von pathologischen Entztindungsereignissen beteiligt sind, konnte
aus der Blockierung der Selektine die Mdglichkeit einer frihen und kausalen EinfluBnahme
bzw. Unterdrickung dieser pathologischen Prozesse resultieren. In dem dynamischen
Rollassay wurden verschiedene glykosidische Verbindungen getestet, wobei deren
inhibitorische Potenz exakt an Hand der reduzierten Anzahl der gebundenen Zellen und an
deren Rollgeschwindigkeit quantifiziert werden konnte. Damit erwies sich dieses dynamische
Testassay aussagefahiger als die gebrauchlichen statischen Zellbindungs-Untersuchungen.
Unterschiede in der inhibitorischen Wirksamkeit zwischen statischen und dynamischen
Bindungsbedingungen konnten strukturell diskutiert werden, wobei aus dem physiologisch
relevanteren dynamischen Test Empfehlungen fir die Inhibitorstrukturen abgeleitet werden
konnten.

Da die vaskularen Selektine rdumlich und zeitlich an das Entztindungsgeschehen
gebunden von den Endothelzellen exprimiert werden, wurden sie in dieser Arbeit als
Targetstrukturen fir Arzneimittelvehikel vorgeschlagen. Mit diesem vollig neuartigen Prinzip
sollen Arzneistoffe gezielt zum entziindeten Gewebe transportiert werden kbnnen, um somit
eine antiinflammatorische Therapie zu effektivieren. Als Arzneistoffvehikel werden in dieser
Arbeit Immunoliposomen als sog. Drug Delivery Systems angewendet. Dafiir wurden zuerst
die Wege zur Darstellung von Immunoliposomen verglichen und eine neuartige Methode zur
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Herstellung dieser Antikdrper-gekoppelten Liposomen etabliert. Durch
Immunogenitatsuntersuchungen in Ratten konnte das immunogene Potential dieser
Immunoliposomen bei mehrfacher Applikation in Hinblick auf zukinftige in vivo-
Anwendungen charakterisiert und auf die strukturellen Eigenschaften der Immunoliposomen
zuruckgefuhrt werden. In den in vitro-Targeting-Studien konnte gezeigt werden, dal3 sich die
Liposomen mit den gekoppelten anti-E-Selektin-Antikbrpern spezifisch, und in einem
wesentlich starkeren Mal3e als normale Liposomen an stimulierten Endothelzellen
akkumulieren. FUr die Bertcksichtigung der physiologischen Bedingungen wurden diese
Targetierungsexperimente auch unter den simulierten ScherfluBbedingungen des kapillaren
Blutstromes durchgefuhrt. Da nach einem erfolgreichen Targeting die Immunoliposomen
auch unter Scherbedingungen an den Endothelzellen gebunden bleiben, wurde das Schicksal
der Zell-gebundenen Liposomen weiter verfolgt, um daraus einen direkten therapeutischen
Nutzen an den Zielzellen abzuleiten. Dafiir wurden einerseits Liposomen strukturiert, die nach
Targetbindung ihre Inhaltsstoffe gezielt freisetzen, was vor dem Hintergrund einer erhdhten
Gefal3permeabilitdt unter Entztindungsbedingungen sehr vorteilhaft erscheint. Andererseits
wurde die Internalisierung der Liposomen durch die Endothelzellen analysiert. Da ein in
dieser Arbeit quantifizierter Anteil der Liposomen auch in die Endothelzellen aufgenommen
wird, erscheint eine intrazellulare Beeinflussung der Endothelzellen durch liposomale
Wirkstoffe eine weitere sehr aussichtsreiche Perspektive zu sein.

Der Kenntnisstand dieser Arbeit reprasentiert keinen Endpunkt der Untersuchungen, auf
allen drei Teilgebieten (molekulare Bindungsaufklarung der Selektine, Selektininhibitoren
und Selektintargeting) sind weiterfiihrende Studien in Arbeit oder in Planung.
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