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Bibliographische Beschreibung und Kurzreferat

,Cluster-Neoglykolipide: moderne Liganden fir das aktive Targeting von

Liposomen an humanen Makrophagen*

Auf der Grundlage der Interaktion des Mannose-Rezeptors (MR) von
Makrophagen mit artifiziellen Glykostrukturen wurde in der vorliegende Arbeit das
spezifische Targeting von Liposomen an humane Makrophagen untersucht. Als
Erkennungselemente dienten dabei die im Institut fir Pharmazeutische Chemie
des Fachbereiches Pharmazie synthetisierten Glykolipide mit variabler
Spacerlange und unterschiedlichem  Mannosylierungsgrad  (minicluster
Glykoside).

Aus durchflusszytometrischen Untersuchungen der Interaktion von MR-haltigen
Makrophagen und in Liposomen inkorporierten Glykolipiden lassen sich eine
Vielzahl interessanter drug targeting Ergebnissen ableiten. Dadurch koénnen
neuartige Wege zur  systemischen Makrophagenaktivierung und
Immunstimmulierung  beschritten werden. So zeichnen sich mehrfach
glykosylierte Lipide im Vergleich zu monoglykosylierten MR-Liganden durch eine
héhere Affinitdt und Rezeptorselektivitat sowie bessere Zellaufnahme aus.

Der Hinweis auf eine Aufnahme durch coated pits-Vesikel konnte durch den
gleichzeitigen  Nachweis des Fehlens von MR in  monozytaren
Membranmikrodoméanen/Rafts unterstiitzt werden. Allerdings missten zukiinftige
Arbeiten zeigen, ob durch eine Ligandenbindung der MR nicht doch in Rafts
gelangen kann.

In einem 2. Komplex meiner Versuche wurde in vereinfachenden in vitro
Modellen das Glykolipid-vermittelte Targeting der Liposomen mit Hilfe von
kommerziell erhaltlichen komplementéaren Lektinen und Enzymen analysiert und
mit verschiedenen physikochemischen Aspekten der Liposomen korreliert.
Insbesondere war ein positiver Einfluss der Kopfgruppengrél3e von Nichtbilayer-
Lipiden (hexagonalbildende Strukturen, H,), wie Phosphatidylethanolamin,
Phosphatidylserin  und Phosphatidsdure, auf die Bindungsaffinitdit von
Galactoliposomen mit kurzer Spacerldnge zum komplementaren Lektin, RCA120,

zu beobachten.

100 Seiten, 21 Abb., 10 Gl., 6 Tab. und 305 Literaturzitate.
Dissertation an der Mathematisch-Naturwissenschaftliche Technische Fakultat
Martin-Luther-Universitat, Halle-Wittenberg, 2003
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Einleitung 1

1. Einleitung

Mononukleare Makrophagen sind ein zentraler Bestandteil des hochentwickelten
Immunsystems der Vertebraten. Je nach dem Gewebe, in dem sie sich ansiedeln, kénnen
sie unterschiedliche Funktionen wahrnehmen. Neben der Prasentation von Antigenen
eingedrungener Fremdstoffe und somit der Auslésung einer Immunantwort fungieren sie
ebenfalls bei der unspezifischen Immunabwehr zusammen mit den polymorphkernigen
Leukozyten als so genannte Fresszellen, die durch Phagozytose Bakterien, Zellreste und
Antigene aufnehmen und zerstéren konnen. Makrophagen werden durch Zytokine,
Bakterientoxine und Komplement aktiviert. Uber die unspezifische Abwehrfunktion
hinausgehend  kénnen die = Makrophagen aber auch Uber spezifische
Rezeptorerkennungen zur Immunabwehr beitragen. Die interzellulare Kommunikation
zwischen Makrophagen und anderen Zellen sowie die Wechselwirkung zwischen
Makrophagen und pathogenen Krankheitserregern erfolgt dabei zumeist Uber
Kohlenhydrat-bindende Proteine (Lektine) an der Oberflache der Makrophagen. Durch die
Erkennung und Bindung verschiedener artifizieller Glykostrukturen wurden in den letzten
Jahren in vielfaltigen Experimenten Makrophagen targetiert und damit in ihrer Funktion
moduliert. Eine besondere Rolle spielten dabei Liposomen, die durch inkorporierte
Glykolipide als rekognitive Strukturelemente fur Lektine ein Makrophagen-spezifisches
Drug Targeting erreichen, da sich Liposomen durch ihre vielfaltige pharmakokinetische
Modulierbarkeit und die Fahigkeit zur Arzneistoffbeladung auszeichnen. Dabei diente der
aus der Oberflache der Makrophagen herausragende Mannose-Fucose-N-
Acetylglucosamin-Rezeptor als Visitenkarte fur die Erkennung, Bindung und nachfolgende
Internalisierung dieser Target-Vehikel. Grenzen des Makrophagen-spezifischen Targeting
mit diesen, auch Glykoliposomen genannten kolloidalen Arzneistofftrdgern waren jedoch
durch die spezifischen Bindungseigenschaften der Lektine gegeben. Diese Rezeptor-
Moleklle sind vorwiegend in multimeren Untereinheiten assoziiert. lhre fir die
Zuckererkennung verantwortlichen Kohlenhydrat-Erkennungsdoméanen sind in multiplen
und repetitiven Strukturen angeordnet. Diese auch als Clustering bezeichnete Anordnung
macht die Bindung mehrerer Glykosyl-Endgruppen eines  polyantennaren
Glykokonjugates erforderlich und somit die exponentielle Zunahme der Affinitat
verstandlich. Ein derartiger Cluster-Glykosid-Effekt ist daher besonders ausgepragt, wenn
das zu erkennende Lektin mehr geclusterte Zuckerbindungsstellen bzw. héhere Assoziate
der monomeren Untereinheiten aufweist und der multivalente Ligand seine

Zuckerbundelungen mit entsprechender Orientierung und flexiblem Spacing prasentiert.
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Fur ein effektives Targeting von Makrophagen durch Liposomen muss dieses
Multimerisierungsprinzip ebenfalls bertcksichtigt werden. Dies kann einerseits durch eine
ausreichend hohe Konzentration von monomeren Glykoliganden in Liposomen oder durch
die Prasentation von multiantenndren Liganden realisiert werden. Da hohe
Konzentrationen von monomeren Glykoliganden oftmals die strukturelle Integritat der
verwendeten Vesikel stéren, kénnen zur Erhéhung der Bindungsaffinitat entweder
kleinere Mengen chemisch definierter Cluster-Glykolipide in die Liposomen eingebaut
werden, oder durch die Wahl geeigneter Phospholipidmatrices eine Clusterung durch

laterale Phasen-Separation innerhalb der Membran induziert werden.

In der vorliegenden Arbeit werden beide Prinzipien verfolgt, indem einerseits die am
Institut fir Pharmazeutische Chemie synthetisierten multimeren Glykolipide mit
unterschiedlichen terminalen Epitopen und unterschiedlichen Spacerlangen in Liposomen
auf ihre Targetierungsfahigkeit an Makrophagen in verschiedenen in vitro-Systemen
untersucht wurden. Aufbauend auf den Zellbindungs-(Rezeptorverdrangungs)-Studien
wurden dann andererseits die Aufnahmecharakteristika der humanen Makrophagen unter
dem Einsatz von metabolischen Inhibitoren sowie das intrazellulare Verhalten
ausgesuchter glykolipidhaltiger Liposomen charakterisiert. Des Weiteren wurden an
monomeren Glykolipiden in Liposomen der Matrixeinfluss sowie die Rolle ausgewahlter
amphiphiler Additiva biologischer Relevanz auf die Lektinbindung in Abhangigkeit von der
Spacerlange der Glykolipide untersucht. Dem Einfluss der mittleren Spacer
(Abstandshalter zwischen dem Zuckerdeterminanten und dem Lipidanker) folgend, sollten
zusatzlich die Mizellbildungskonzentrationen (CMC) verwendeter Glykolipide mit bis zu 20
Ethylenoxid-Einheiten als Spacer determiniert sowie mittels enzymatischer Analyse in

wassrigem Milieu kinetische Parameter bestimmt werden.
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2 Theoretischer Teil
2.1 Makrophagen als Teil des Immunsystems
2.1.1 Entwicklung der Makrophagen

Bereits 1893 wurde von Metchnikoff der Term ,Makrophage“ gepragt [1]. Dieser
Sammelbegriff vereinte einst die grolRen mononukledren Zellen sowohl im Blut als auch in
der Lymphflissigkeit, die sich durch die spezielle Fahigkeit auszeichnen, fremdes Material
und Zelltrimmer zu internalisieren. Kurze Zeit spater, 1924, wurden die Makrophagen
dann gemeinsam mit den Monozyten in ein Ubergeordnetes System eingefigt, das
Retikuloendotheliale System (RES). Zu den Zellen dieses Netzwerkes gehdren neben den
vorgenannten Zelltypen auch dendritische Zellen, Retikulumzellen und vaskulare
Endothelzellen [2].

Im Verlaufe der Studien Uber die Funktion und Entwicklung dieser Zelltypen entstand
1970 eine neue Klassifizierung der Makrophagen und Monozyten, das Mononukleare
Phagozyten System (MPS) [3]. In diesem System befinden sich sowohl die
unterschiedlichen Subpopulationen der Gewebsmakrophagen — zugehérig zur Gruppe der
Phagozyten - als auch deren Vorlaufer im Knochenmark und peripheren Blut. Die

Gewebsmakrophagen sind - nach Roitt et al.1987 [4] - in vielen Organen zu finden:

- Alveolarmakrophagen in der Lunge

- Kupffer-Sternzellen in der Leber

- Lymphknotenmakrophagen

- Milz-Sinus-Makrophagen

- Mikrogliazellen im Gehirn

- Intraglomerulare Mesangiumzellen in der Leber

- Serosamakrophagen

Enzymhistochemischen Untersuchungen zufolge soll der uberwiegende Anteil der
mononuklearen Phagozyten aus dem Knochenmark stammen, wo sie von Promyelozyten
zu Monozyten heranreifen [5 - 10]. Im Knochenmark dauert die Entwicklungszeit vom
Promyelozyten zum reifen Monozyten durchschnittlich 6 d [6, 8, 11 - 12]. Nach der
Ausreifung verlasst der Monozyt nach ca. eintdgigem Aufenthalt das Knochenmark und
gelangt in die Blutbahn, in der die mononukleare Zelle eine Halbwertszeit von 3 d hat [7,
13]. Zufallig oder verstarkt durch einen lokalen inflammatorischen Stimulus wandert ein

Teil der Monozyten aus der Blutbahn in das Gewebe ein (Lunge, Bauchfell und
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Peritonealraum, Haut, Milz und Leber), wo sie dann als typische Gewebsmakrophagen

ihre volle Funktionsfahigkeit erlangen [14 - 15].

2.1.2 Hauptfunktion der Makrophagen

Die Abwehr der unterschiedlichsten Fremdstoffe und Erreger durch die Aufnahme in diese
Zellen, die sogenannte Endozytose, ist wohl die bekannteste interzellulare Aktion der
Makrophagen. Die Endozytose kann durch zwei verschiedene Mechanismen, die

Phagozytose oder die Pinozytose, erfolgen.

2.1.2.1 Phagozytose

Bei der Phagozytose werden neben der Aufnahme und intrazellularen Verdauung
zahlreicher Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze, Viren oder Protozoen [16 - 18] auch
veranderte und geschadigte Zellen oder Zelldebris sowie Antigen-Antikdrper-Komplexe
beseitigt [19 - 22]. DarGber hinaus sind aktivierte Makrophagen daneben auch zur
extrazelluldaren Lyse von kernhaltigen Zellen befahigt [23 - 29]. Im Gegensatz zur
Pinozytose konnen hierbei groRere Partikel aufgenommen werden (1 ym und mehr im
Durchschnitt). Die Phagozytose von Fremdstoffen wird im allgemeinen durch deren
Anlagerung an den Phagozyten eingeleitet. Diese Anheftung kann durch unspezifische
Bindungskrafte oder unter Beteiligung von Rezeptormolekulen stattfinden, die sich auf der
Plasmamembran befinden. Zu den spezifischen Rezeptoren gehdren u.a. das CD14 als
Teil des LPS-bindenden Rezeptoren, die Rezeptoren fir Immunglobulin G, sowie die
Rezeptoren flr die dritte Komplementkomponente (C3b), Fibronectin-Rezeptoren und die
Rezeptoren fir das C-reaktive Protein [30 - 32]. Weiterhin kommen auch Kohlenhydrate
oder kohlenhydratbindende Proteine (Lektine) auf die Phagozyten-Oberflache vor.
Insbesondere sind neben CD11b/CD18 als Komplement-Rezeptoren flir C3b auch das
verwandte Molekidl LFA-1 (leucozyte functional antigen-1), der Makrophagen-
Mannoserezeptor, die Galektine und galactosebindende Proteine der Sternschen
Kupferzellen sowie zahlreiche weitere Scavanger Rezeptoren beschrieben. Nach der
Bindung eines Oberflachenantigens eines bestimmten Partikels (Bakterium) an einen
Rezeptor der phagozytierenden Zelle folgt eine Einstlilpung (Invagination) des betroffenen
Plasmabereiches [4]; die Membran umschliel3t kontinuierlich das Partikel, bis es vollig

umhullt ist. Das Partikel befindet sich jetzt in einer von der Zellmembran umschlossenen
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Phagozytosevakuole, dem Phagosom. Nach Ablésung des Phagosoms von der
Zellperipherie und seiner Einwartswanderung ins Zellinnere trifft es dort auf Vesikel, die
vom Golgi-Apparat der Zelle abgeschnurt wurden. In neutrophilen Granulozyten werden

diese Vesikel Granula, bei Makrophagen Lysosomen genannt.

Die Membranen von Phagosom, Lysosomen und Granula fusionieren. Dabei entsteht eine
Offnung, durch die der Inhalt (Enzyme) der Lysosomen bzw. Granula in das Phagosom
Uberfiihrt wird. Diese neue, gréliere Vakuole wird als phagozytisches Lysosom oder auch
als Phagolysosom oder Heterolysosom bezeichnet. Bei diesen Lysosomen handelt es
sich um blaschenartige Gebilde von sehr unterschiedlicher Erscheinungsform und relativ
kleiner Grole. Sie sind von einer Lipoproteinmembran begrenzt und besitzen einen hohen
Gehalt an zahlreichen hydrolytischen Enzymen mit saurem Wirkungsoptimum [33 - 35].

Die hydrolytischen Enzyme werden in drei Klassen eingeteilt:

1. Lysosomale Hydrolasen [36];
2. neutrale Proteasen (Kollagenase, Gelatinase, Elastase, Plasminogenaktivator) [37];

3. Lysozym [38].

Wahrend die neutralen Proteasen ausschliel3lich von aktivierten Zellen sezerniert werden,
werden das Lysozym und die lysosomalen Hydrolasen von residenten und nicht-
inflammatorischen Makrophagen produziert. Ein Teil der Lysosomenenzyme ist an die
Membran gebunden, ein Teil ist 16slich. Gesteigert wird die phagozytotische Aktivitat unter
Mitwirkung von spezifischen Opsoninen, wie IgG und C3b, als auch durch unspezifische

Opsonine, wie a, — Makroglobulin und Fibronektin.

Opsonlerung Bindung Phagozytose

%ol — Ja S~oh
N [TECN
o " -0 Eﬂ\\ Dﬂ ECI: 5 E \\
@ ] 3 ot \e ;,
COIDOE= = oo = Q._El)%
- ey Rt /%5 © o of
g,/ 05\ Y/“\c_a/"

Komplement Partikel phagozytdre Zelle

Abb. 1: Opsonierung und Phagozytose (nach Roit et al.1987)
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Diese von Almroth Wright entdeckte und durch G. B. Shaw in seinem Buch , The Doctor’s
Dilemma“ berihmt gewordene Opsonisierung stellt wahrscheinlich den wichtigsten
Prozess dar, durch den Antikdrper bei der Bekampfung vorwiegend bakterieller
Infektionen mitwirken. Die einzelnen Schritte der Phagozytose kdnnen sowohl durch
genetische Defekte gestort sein oder vollstandig fehlen, als auch aktiv durch bestimmte
Mikroorganismen gehemmt werden. In jedem dieser Falle kommt es zur mangelhaften
Eliminierung von Mikroorganismen oder von Fremdmaterial, was zu chronischen

Infektionen oder chronischen Entziindungen fihrt.

2.1.2.2 Pinozytose

Bei der Pinozytose unterscheidet man die nur bei Amdben vorkommende
Makropinozytose (Aufnahme groRer Vesikel, die lichtmikroskopisch noch sichtbar sind)
von der in Darmepithelzellen sehr haufigen Mikropinozytose, bei der die gebildeten
Endozytosevesikel nur noch elektronen-mikroskopisch erkennbar sind (Durchmesser 50 -
400; meist um 100 nm). Die Mikropinozytose ermdoglicht molekular oder kolloidal gelésten
Stoffen, fur die die Zellmembran oft keine Transportproteine besitzt, in Form von Vesikeln

ins Zellinnere zu gelangen.

Als unspezifische Mikropinozytose bezeichnet man die nicht rezeptorvermittelte
Aufnahme von kleinen Mengen extrazellularer Flissigkeit mitsamt allen darin geldsten
Stoffen. Der hierbei zugrunde liegende Mechanismus ist noch unbekannt. Bei dieser
Aufnahmeart konnen Einstllpungen der Plasmamembran stattfinden und zu Vesikeln
abgeschnirt werden. In diesen Einstlilpungen sammelt sich das die Zelle umgebende
Medium und wird auf diese Weise in Form kleiner Vakuolen (Pinosomen) in das Innere

der Zelle aufgenommen.

Die fir viele Stoffe schon nachgewiesene spezifische (rezeptorvermittelte) Endozytose
oder spezifische Pinozytose wird durch die Anheftung eines Partikels oder Molekuls
(Ligand) an einen spezifischen Rezeptor auf der auleren Oberflache der
Plasmamembran hervorgerufen. Diese spezifische Pinozytose findet an speziellen
Regionen der Plasmamembran statt. Diese Regionen werden als beschichtete Gruben
(coated pits) bezeichnet, da sie auf der AuRenseite der Plasmamembran mit einer

Proteinbeschichtung bedeckt sind (Hauptbestandteil ist das Protein Clathrin). Die Proteine
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haben eine kdrbchenformige Struktur, in die die aufzunehmenden Molekile eingelagert
werden. Haben sich in den coated pits-Arealen gentigend Molekiile angesammelt, so
werden diese Membranbereiche in das Zellinnere eingeschnirt und als Vesikel (coated
vesicle) aufgenommen [39].

Die Vesikel wandern je nach der spezifischen Substanz im Sinne eines vesicle sorting
durch das Zytoplasma zum Golgi-Apparat, RER, Lysosomen oder durch die Zelle
hindurch zur gegenuberliegenden Zellmembran im Sinne eines transzellularen

Transportes (Transzytose; haufig in Endothelzellen zu finden).

Ligand —>. . I:\?ZED*C'F

unspezifische spezifische
Pinozytose Pinozytose

Abb. 2: Unspezifische und spezifische Pinozytose (nach Klein 1991)

Die Clathrin-Vesikel haben Durchmesser von 50 - 100 nm und werden von einem Gerilst
aus meistens 12 Penta- und 8 Hexagons aus insgesamt 36 Dreifachskeletten von Clathrin
Uberzogen. Dieses fibrose Protein besteht aus einer schweren Kette (180.000 Dalton) und
einer leichten Kette (35.000 - 40.000 Da). Schon bald nach dem Verlassen der
Zellmembran lost sich der Clathrin-Mantel um die Vesikel wieder ab, wodurch die Clathrin-

MolekUle wieder frei werden.

2.1.2.3 Mikrobizide Wirkung durch sauerstoffabhangige und

sauerstoffunabhangige Metaboliten

Neben der Aufnahme von Fremdstoffen und deren anschlieBende intralysosomale
Degradation kommt es nach dem Kontakt eines Fremdkorpers mit der Plasmamembran
einer phagozytierenden Zelle zu einer deutlichen Steigerung des nicht auf die
Mitochondrien entfallenden Sauerstoffverbrauches [40]; dieser ist Zyanid-unempfindlich.

Sein Zweck ist nicht die Anlieferung des fur Phagozytose erforderlichen ATP (hierfur sorgt
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die mitochondriale Atmung), sondern die Einleitung sauerstoffabhangiger, zytotoxisch
wirkender Angriffsmechanismen auf das aufgenommene Bakterium. Diese zusatzliche
Sauerstoffaufnahme kommt durch Aktivierung eines FAD-abhangigen Flavinenzyms der
Phagozytenmembran zustande, das eine Oxidation von NADPH bewirkt, welches
seinerseits vorrangig durch die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenasereaktion entsteht.
Dies zeigt, dass Sauerstoff fur die zelltétende Aktivitat der Phagozyten erforderlich ist. Die
Oxidation der reduzierten Pyridinnukleotide durch das genannte Flavinenzym fihrt zur
Bildung hochreaktiver Sauerstoffabkémmlinge, zu denen das Superoxidanion
(Superoxidradikal) O," das Wasserstoffperoxid H,O, und das Hydroxylradikal HO’

gehoren:

NADPH + 20, + Y —» 20, + NADP" + 2H’ (1)

Das Superoxidanion ist das initiale toxische Produkt der nichtmitochondrialen
Atmungssteigerung. Es wird spontan oder enzymatisch durch die Superoxiddismutase zu

Wasserstoffperoxid reduziert:

20,7 + 2H  —>» H,0, + O, (2)

Das Superoxidradikal bzw. seine protonierte Form, das Perhydroxylradikal HO,', kann
auch mit bereits gebildetem Wasserstoffperoxid hochreaktive Hydroxylradikale bilden, die
wahrscheinlich die wirksamsten Sauerstoffderivate in der zytotoxischen Aktivitat der

Phagozyten sind:
HO,” +H,0, —» 0O, + H,O + HO’ (3)

Diese stark reaktionsfahigen Sauerstoffabkdmmlinge verursachen die Peroxidation der
Membranlipide der aufgenommenen und sich im Phagosom befindlichen Fremdzellen.
Dies fuhrt zur Zerstérung ihrer Zellmembran und zur Freisetzung ihres Zellinhaltes, der
durch die im Phagosom enthaltenen, aus den Granula der phagozytierenden Zelle
stammenden hydrolytischen Enzyme abgebaut wird. Dieser nach der Phagosomen-
Bildung erfolgende Vorgang bedarf jedoch nicht der Fusion mit den Lysosomen, sondern
ist ein spontaner Reaktionsschritt. Pathobiochemische Stérungen in den Phagozytose-
und Sekretionsfunktionen filhren dabei zu schweren Infektionen, Organabzessen,
Pneumonie, Osteomyelitis und Dermatitis, die schon im friihen Kindesalter zum Tode

fihren konnen.
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Von grofiter Bedeutung ist dabei die angeborene septische Granulomatose (CGD). Die
Fremdzellen werden zwar phagozytiert, nicht aber oxidativ zerstort. Es existiert ein Defekt
an dem Enzymsystem, das fir die nichtmitochondriale Atmung der Phagozyten
verantwortlich ist (FAD-abhangige NADPH-Oxidase). Fur klinische Studien erhalten die
Patienten in einem solchen Fall autologe Knochenmarktransplantate mit gentechnologisch
reparierter NADPH-Oxidase (somatische Gentherapie). Geeignete Stimuli zur Aktivierung
von NADPH-Oxidase sind neben der Phagozytose auch der Kontakt mit Mikroorganismen
(Zymosan, Paramyxoviren, Mykoplasmen), die Quervernetzung von

Oberflachenmolekiilen (Fc-Rezeptoren), Lektine sowie Calcium-lonophore.

Eine besondere Rolle in der zytotoxischen Bewaffnung der Phagozyten gewinnt auch eine
Peroxidase, die als Myeloperoxidase (MPO) bezeichnet wird, da man sie zuerst in den
Granulozyten nachgewiesen hat. Unter bestimmten Bedingungen kann aber nach einer
Lysosomen-Fusion auch der Eintritt einer Katalase aus den Peroxisomen in die
Phagosomen gelingen. Die Myeloperoxidase oxidiert Cl-lonen und liefert dabei
zytotoxische Produkte, die die aufgenommene Zelle auf verschiedene Weise angreifen
kénnen. Daruber hinaus vermag das Myeloperoxidasesystem die Prostaglandine und
Leukotriene zu oxidieren. Diese sind fUr das Entzindungsgeschehen von besonderer
Bedeutung, so dass sich hier gegenseitige Beziehungen ergeben. Bei einem
Enzymdefekt, der Myeloperoxidase-Defizienz, kommt es zu einer Stérung der
bakteriziden Funktion, seine Auswirkungen sind aber wesentlich milder als die des
NADPH-Oxidase-Defektes, da Sauerstoffradikale und Wasserstoffperoxid gebildet
werden, die in Verbindung mit den anderen Bestandteilen des antimikrobiellen Systems

eine Abtétung der Fremdzellen bewirken kénnen.

Fir Patienten mit CGD, die also keine reaktive Sauerstoffintermediate bilden konnen,
oder die unter Myeloperoxidase-Defizienz leiden, werden die intrazellularen Killing
Mechanismen anders gesteuert. Hierbei sind sowohl aerobe Mechanismen durch das
Stickoxid (NO) als auch anaerobe Mechanismen vorprogrammiert. Die anaerobe Wirkung
wird zumeist durch Kkationische Proteine mit Antibiotika-ahnlichen Eigenschaften
vermittelt. Diese bekannten Molekiile unter dem Namen Defensine sind Zystein- und
Arginin-reiche kationische Peptide von 30 bis 33 Aminosauren. Sie bilden
ionenpermeable Kanale im Lipid-Bilayer. Ihre Wirkung (am effektivsten bei pH 7.0) richtet
sich haufig gegen Staphylococcus aureus, Pseudomona auruginosa, E. coli,
Cryptococcus neoformans sowie das ummantelte Virus Herpes Simplex. Weitere

nennenswerte intrazellular vorkommende kationische Proteine mit unterschiedlichen pH-
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Optima sind Cathepsin G sowie Azurocidin. Die aerobe Wirkung, wie oben erwahnt,
erfolgt dagegen Uber reaktive Stickstoffintermediate (RNI: reactive nitrogen
intermediates). Insbesondere spielt die Produktion von Stickoxid im Rahmen der

intrazellular gesteuerten Immunabwehr eine wichtige Rolle.

Je nach dem Funktionszustand existieren zwei enzymatische Wege zur Gewinnung von
NO aus Arginin. Im Falle der Blutdruckkontrolle und Neurotransmission wird eine
konstitutiv exprimierte NO-Synthase (cNOS) in Calcium-abhangiger Weise aktiviert. Das
Enzym kombiniert Sauerstoff mit dem Guanidino-Stickstoff des L-Arginins und so die
Bildung des fir Bakterien und Tumor-Zellen toxischen Stickoxids. Tetrahydrobiopterin
fungiert dabei als Co-Faktor. Dieses Faktor existiert paradoxerweise nicht in den
humanen Makrophagen, sondern den Neutrophilen und anderen Zelltypen, so dass dies
als Eigenverteidigungsweg nicht-immunologischer Zellgewebe gegenwartig diskutiert

wird.

Im Falle der Mikrobizidie aktivierter Makrophagen wird bei der Zellaktivierung die
Neusynthese der induzierbaren NO-Synthase (INOS) veranlasst: INOS ist permanent
aktiv und kann dadurch groBe Mengen NO Uber langere Zeit synthetisieren. In
biologischen Systemen ist NO hochreaktiv; es reagiert mit vielen Partnern, z.B. O,, aber
auch Eisen (mit Hdm von Hamoglobin und anderen Enzymen). Die Reaktion mit O2e—
fuhrt zur Bildung von Peroxynitrit (ONOO’), welches Proteine nitrieren und damit

verandern kann.

Experimentelle Untersuchungen mit genetisch NOS-defizienten Tieren zeigten, dass NO
an der Mikrobizidie gegen eine breite Palette von Erregern ursachlich beteiligt ist. Flr
einige ist die Evidenz sehr gut, flir andere Erreger sind die Daten noch etwas

widersprichlich.

2.1.2.4 Die sekretorische Funktion der Phagozyten

Phagozytierende Zellen haben auch die Fahigkeit, zelltoxische Substanzen zu
sezernieren. Dies geschieht insbesondere an den Orten der Infektion und leistet einen
Beitrag zum Entzindungsgeschehen. Von besonderer Bedeutung sind neben den
Makrophagen auch die neutrophilen Granulozyten. Die sezernierten Stoffe stammen aus
den intrazellularen Granula, die mit der Plasmamembran fusionieren und danach ihren

Inhalt nach auflen ergieen. Angeregt wird dieser Prozess durch chemotaktische
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Faktoren, die vor allem aus dem Komplementsystem stammen sowie durch
Phagozytosepartikel, bakterielle Toxine, opsonisierte Partikel, hochungesattigte

Fettsauren, Ca™"-lonen und andere Faktoren.

Dem Inhalt der Granula entsprechend gelangen durch diese Art von zellularer Sekretion
folgende Enzyme und biologische Wirkstoffe nach aullen in die Umgebung des
Phagozyten: saure Phosphatase, saure B-Glucuronidase, Peroxidase, B-Galactosidase,
Myeloperoxidase u.a. Enzyme und Vitamin Bi,-bindendes Protein, Leukotriene, ay-
Makroglobulin, as-Antitrypsin, Fibronectin, H,O,, Sauerstoffradikale sowie sezernierbare
neutrale Protease, Plasminogenaktivator, Komplement-faktoren, Prostaglandine,
Lysozym, und Kollagenase. Der Sekretionsvorgang ist im allgemeinen mit der
Phagozytose verbunden, nicht aber von ihr abhangig. Obwohl die Sekretion dieser
Substanzen aus den Phagozyten einen Beitrag zur Zerstérung der fremden Zellen leistet,
liegt ihre Hauptbedeutung in einer Verstarkung des akuten Entzindungsgeschehens.
Entzindungshemmende Substanzen wie Steroide der Nebennierenrinde sind in der Lage,

diesen Vorgang zu hemmen.

2.1.3 Funktionelle Beziehung der Makrophagen zu den Lymphozyten

Die den Korper durchstreifenden Makrophagen, die neben B-Zellen und dendritischen
Zellen auch als Antigen-prasentierende Zellen (APC) bekannt sind, verschlingen
gefundene Antigene und zerlegen sie in antigene Peptide. Diese kleinen Fragmente des
Proteins werden an Molekulen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) verbunden
und auf der Zelloberflache prasentiert. Auf der Zelloberflache wird dieser spezifische
MHC-Antigen-Komplex von T-Lymphozyten erkannt [41 - 42]. Durch die Bindung an den
T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplex wird die T-Zelle aktiviert [43] und reagiert ihrerseits mit der
Ausschittung zahlreicher Substanzen, die das Immungeschehen massiv beeinflussen wie
IFNy, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF und das Nichtzytokine Transferrin [44]. Die T-
Lymphozyten teilen sich in zwei Untergruppen, die nach ihren Oberflachenmarkern als
CD4- und CD8-Zellen oder nach ihrer Funktion als Helfer- und Killerzellen bezeichnet
werden. Helfer-Zellen erkennen Antigene, die von Makrophagen und anderen
entsprechend spezialisierten Zellen aufgenommen worden waren. Killer-Zellen reagieren
hingegen auf Proben von Proteinen, die aus dem Zellinneren der prasentierenden Zelle
stammen; bei einer infizierten Zelle kédnnen das virale, bei einer Krebszelle mutierte

Eiweillstoffe sein. Jede Sorte von T-Zellen nimmt nur von solchen Peptiden Notiz, die auf
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den richtigen Zellen prasentiert dargeboten werden. Fir Helfer T-Zellen ist dies ein MHC-

Molekil der Klasse Il, fur Killer-Zellen der Klasse |.

Wenn CD4-Zellen das richtige Signal erhalten, produzieren sie groRe Mengen von
Lymphokinen, welche die Teilung anderer T-Zellen beschleunigen und die
Entziindungsreaktion férdern. Einige CD4-Zellen spezialisieren sich auf die Unterstitzung
von B-Zellen, andere auf das Hervorrufen dieser Entziindungsreaktion. Aktivierte CD8-
Zellen hingegen produzieren viel geringere Mengen an Lymphokinen, kdnnen daflr aber
quasi Locher in ihre Zielzelle bohren und Stoffe abgeben, die infizierte Zellen abtoten.
Daher stammt auch ihre Bezeichnung Killer- oder zytotoxische T-Zellen. Mit der
Ausschuttung der hormonartigen Lymphokine werden auch andere Elemente des
Immunsystems mobilisiert, darunter die B-Lymphozyten. Werden diese zur Aktivitat
erweckt, teilen sie sich mehrfach und differenzieren sich zu Antikoérper-produzierenden
Plasmazellen aus. Antikérper sind frei abgegebene I6sliche Formen der B-Zell-
Rezeptoren. Treffen sie auf das entsprechende Antigen, lagern sie sich an. Dadurch
kénnen sie es neutralisieren oder seinen Abbau durch Komplement beziehungsweise
durch Fresszellen beschleunigen. Neu aufgebaut wird auch ein ausgedehntes
Kanalsystem fir Verpackung und Ausfuhr der Molekile. Eine einzelne B-Zelle kann dann
mehr als 10 Millionen Antikbérpermolekiille pro Stunde aus sich herauspumpen, die
spezifisch gegen die eingedrungenen Antigene wirken. In einem Lymphozyten wird also
jeweils nur die genetische Information fur einen bestimmten Immunglobulintyp
phanotypisch realisiert, wahrend die Gene flr andere Immunglobuline unterdrickt

werden.

2.1.4 Aktivierung der Makrophagen als entscheidender Beitrag zu

Effektormechanismen der zellularen Immunitéat

Im Rahmen von Entzindungsprozessen und zellvermittelten Immunreaktionen wandern
ruhende Makrophagen als Reaktion auf die chemotaktische Faktoren aus dem normalen
Gewebe zum Ort des entzindlichen Geschehens [45 - 47]. Die dabei anfallenden,
unspezifisch wirkenden Lymphokine [48 - 50] fihren aber nicht nur zur aktiven, auf den
Ort des Reizes gerichteten Bewegung und zur Immobilisierung der mononukledren
Phagozyten am Ort des Reizes, sondern vor allem auch zu einer Steigerung der
funktionellen Aktivitat der Makrophagen [51 - 56].
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Der Aktivierungsvorgang kann sich je nach Ausmal} in stark gesteigerter Fahigkeit zur
Phagozytose, zum intrazellularen Abtdten von Mikroorganismen oder zur extrazellularen
Lyse von kernhaltigen Zellen, der sog. zytotoxischen Reaktion &uf3ern. Dank dieser
Aktivierung zeigen Makrophagen auch eine zunehmende Stoffwechselaktivitat, eine
erhdhte Sekretion von Enzymen (Hydrolasen, Kollagenase, Elastase und
Plasminogenaktivator [57]) und eine verstarkte bakterizide Wirkung. Des Weiteren kénnen
aktivierte oder stimulierte Makrophagen spezifisch und unspezifisch Tumorzellen
zerstoren [58] und sind auch als wichtige Zellen an der Abwehr viraler Erreger maf3geblich
beteiligt. Aktiviert werden die Makrophagen auch durch die Erkennung bakterieller
Lipopolysaccharide (LPS), wodurch sie zur Exprimierung von Zytokinen,
Zelladhasionsmolekilen und proinflammatorischer Molekile induziert werden. Die LPS-
mediierte Makrophagenaktivierung erfolgt Uber das LPS-bindende Protein (LBP) im
Serum, das seinerseits die Erkennung von LPS durch das Glykosyphosphatidylinositol-
verankerte Zelloberflachenprotein CD14 vermittelt. CD14 kann seinerseits auch
Lipoarabinomannane von Mycobacterium tuberculosis direkt erkennen und durch dessen
Bindung die Sezernierung von Interleukin-8 aus dem Inneren der Makrophagen

induzieren.

Der Prozess der Aktivierung mit Hilfe von Lymphokinen zeigt sich in vielfaltigen
Experimenten als ein sehr komplexes Phanomen und setzt kooperatives (synergistisches)
Zusammenspiel flr wirkungsvolle Effektorfunktion voraus. IFN-y allein versetzt zwar die
humanen Makrophagen in die Lage, Legionella zu killen, jedoch fihrt es zu einer
Beschleunigung des Wachstums von Mycobacterium tuberculosis. Des Weiteren aktiviert
IFN-y zwar die Wege zur Bildung von Stickstoffoxiden, jedoch nur gemeinsam mit TNF-a
kommt es erst zur Stickstoffoxid—Freisetzung. Die optimale Freisetzung von TNF-o aus
den Makrophagen bedarf wiederum der Aktivierung durch IFN-y und durch mikrobielle
Komponenten wie das Endotoxin (LPS), welche in der Lage sind, Zytokine zu induzieren.
TNF-a und IL-12 bewirken auflerdem synergistisch die Freisetzung von IFN-y aus

naturlichen Killer-(NK)-Zellen.

Zusatzliche Aktivierung der Makrophagen durch IFN-y erfolgt dadurch, dass diese Zellen
zur Exprimierung eines Enzyms, der so genannten 1-Hydroxylase, induziert werden.
Dieses konvertiert seinerseits das inaktiv zirkuliernde 25-Hydroxycholecalciferol zu dem
aktiven Metaboliten, 1,25-Dihydroxycholecalciferol (Calcitriol). Makrophagen besitzen
Rezeptoren flr dieses Derivat, was ein Beispiel flr einen autokrinen feedback-Loop

darstellt. Gemeint damit ist die assoziierte Aktivierung von Makrophagen und die
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Reduzierung der Ty1-Aktivitat. Durch die Aktivierung der Makrophagen kommt es neben
den obenerwahnten Effekten auch zur vermehrten Exprimierung von MHC Klasse | und Il
Molekllen, von Fc-Rezeptoren und co-stimulatorischen Molekilen, wie B7-1 und B7-2,
CD11a/b/c und ICAM-1. In diesem Zusammenhang existieren andere Faktoren, welche
aber mit einer desaktivierenden Wirkung auf die Makrophagen einhergehen. Dazu zahlen
vor allem das IL-4, vermutlich auch das Prostaglandin E, und das aus dem Uberstand von
Tumor-Zellen neu isolierte Molekul, Makrophagen desaktivierender Faktor (MDP), sowie
das Calcitonin Gen Related Peptid (CGRP) und das Zytokin, Transforming growth factor
(TGF)g. Auch das NO kann mit der Entstehung von ROS-Produkten interferieren, die IL-1-
Produktion durch die Makrophagen inhibieren und damit die T-Zellproliferation

herabregulieren.

2.2 Lektine als rekognitive Strukturelemente im Targetingkontext

Die Bezeichnung Lektin (legere = auswahlen) wurde erstmals 1954 vom Amerikaner W.
C. Boy vorgeschlagen. Er bezeichnete damit alle Kohlenhydrat-bindenden Proteine
endogener (tierische Lektine) als auch exogener (pflanzliche Lektine) Herkunft, die selbst
keine Antikorper sind und die keine enzymatische Aktivitat aufweisen. Diese spezifischen
Kohlenhydrat-Rezeptoren kommen auch in Viren, Bakterien und anderen
Mikroorganismen, sowie in Invertebraten und Vertebraten vor. Der gemeinsame Nenner
dieser komplexen Multidomanproteine ist trotz unterschiedlicher Funktionen deren
spezifische Affinitdt zu bestimmten Zuckerstrukturen. lhre Bindung erfolgt zumeist an
terminale oder interne Seiten von komplex an membranstandigen Proteinen, Peptiden

oder Lipiden N- oder O-glykosidisch gebundenen Glykokonjugaten.

Nach dem heutigen Stand der Forschung spielen Lektine vor allem bei den Interaktionen
zwischen Zellen und ihrer Umgebung, insbesondere wahrend des Wachstums und der
Differenzierung, Zellerkennung und Adhasionsvorgangen (gerade bei der Migration) eine
grol’e Rolle. Manche Lektine stimulieren bestimmte, meist ausdifferenzierte Zellen zu
spezifischen physiologischen Reaktionen. Concanavalin A bewirkt insulindhnliche Effekte
bei Fettgewebszellen. Lektine sind aber auch bei der Signaltransduktion durch
Membranen, bei Proliferations- und Induktionsvorgangen, in der Immunabwehr und bei
Apoptose maligeblich beteiligt. Diese Mannigfaltigkeit in den Wirkungen der Lektine auf
Saugetierzellen sind Ursache daflir, dass sie umfangreiche Anwendungen bei der
experimentellen Erforschung der Signalwandlung in biologischen Membranen und deren

Bedeutung fur die Prozesse der Wachstumskontrolle, der Zellteilung, der
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Zelldifferenzierung und der Morphogenese sowie der Embryonalentwicklung, der Zell-Zell-
Wechselwirkungen, der histochemischen Diagnostik und der Strukturdnderungen auf
Zelloberflachen sowie des Drug targeting an humanen lektinaufweisenden Zellen wie

Makrophagen und Hepatozyten gefunden haben.

2.2.1 Pflanzen-Lektine

Schon vor etwa 100 Jahren kannte man die Pflanzenlektine und nannte sie urspringlich
Phytohamagglutinine wegen ihrer Fahigkeit, rote Blutkérperchen (Erythrozyten)
zusammenzuklumpen und sie zu agglutinieren [59]. Auf diese Spur kam man durch die
aullergewOhnliche Giftigkeit von Rizinussamen, deren wassriger Extrakt das von seinem
Entdecker Hermann Stillmark (1888) als Ricin bezeichnete toxische Prinzip enthalt [60].
Spater stellte sich heraus, dass das Protein Ricin nicht mit dem agglutinierenden,
kohlenhydratbindenden Protein identisch, sondern mit diesem assoziert ist und auch
groRe strukturelle Ahnlichkeit mit ihm hat. Im Laufe der Jahrzehnte fand man bei fast allen
Pflanzenfamilien Agglutinine, besonders haufig aber bei Leguminosen. Die Hauptquelle
sind dabei die Pflanzensamen mit zum Teil sehr hohen Konzentrationen an einem
spezifischen Lektin. Die Schwertbohne (Canavalia ensiformis) enthalt in ihren Samen bis
zu 3 % des Gesamtgewichtes das Agglutinin Concanavalin A (Con A). Dieses am meisten
untersuchte Lektin, welches in allen Teilgebieten der medizinischen und naturwissen-
schaftlichen Diziplinen Anwendung gefunden hat, wurde bereits 1919 von Sumner
kristallisiert und gemeinsam mit Howell 1936 publiziert [61]. Uber die molekulare Struktur
von Con A wurde in den siebziger Jahren [62 - 66] berichtet. Es besteht aus vier
identischen Untereinheiten von 237 Aminosauren-Resten mit einem Molekulargewicht von
je 26.000 und keinerlei kovalent gebundenen Kohlenhydraten oder prosthetischen
Gruppen. Olson et al. [67] und Edmondson et al. [68] berichteten, dass es keine
Zystinreste enthalt. Nach McKenzie et al. [69] existiert ConA bei pH 4.5-5.6 (I = 0.1) als
ein Dimer mit einem Molekulargewicht von 53,000. Uber pH 7 ist Con A hauptsachlich
Tetramer. Optimale Aktivitdt erlangt es in der Nahe von pH 7. Con A bindet zwei
Metallionen pro Monomer ein Ubergangsmetall meist Mn?* an S1 and Ca®** an S2. Beide
Kationen missen fir die Saccharid-Bindung anwesend sein [70 - 77]. Die S1 des

Ubergangsmetalls wurde durch Sherry et al. [78] bekannt.

Con A reagiert mit nichtreduzierenden Zucker-Derivaten der D-Glucose und D-Mannose.
Basierend auf einfachen Zucker-Inhibierungsstudien mit o-Methyl-D-glucopyranosid
berichtete Goldstein et al. [75], dass unmodifizierte OH-Gruppen an C-3, C-4 and C-6 fur
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die Bindung sehr essentiell sind. Durch diese spezifische Bindung vermag Con A auch
kohlenhydratenthaltende Zell-Rezeptoren zu erkennen. Es agglutiniert rote Blutzellen und
komplexiert mit Blutgruppen-Substanzen [79], Immunoglobulinglykopeptiden [80] und
carcinoembryonalen Antigenen [81 - 83]. Es ist auch beobachtet worden, dass dieses

Agglutinin eine Interaktion mit humanem Plasma low density lipoprotein eingeht [84].

Neben den oben erwahnten Funktionen dieses weltweit eingesetzten Lektins, bindet
ConA auch an Lymphozyten und I6st bei ihnen Mitose aus; es wirkt demzufolge mitogen
[85 - 87], aggregiert embryonale Zellen [88] und maligne Zellen [89 - 93] bevorzugt zu
normalen Zellen. Darliber hinaus vermag Con A die Endoreduplikation in Sduger-Zellen
zu induzieren [94]. Seine Reaktion mit Mikroorganismen wie E. coli [95], Dictyostelium
discoideum [96] und B. subtilis [97] sind auch schon seit langerer Zeit bekannt. Brunson

und Watson [98] berichteten auch von einer Aktivitat gegenlber den Lipopolysacchariden.

Neben diesem Schwertbohnen-Lektin gehéren auch die Lektine aus Weizenkeimlingen
und Sojabohnen, die im Unterschied zum Con A selbst Glykoproteine sind, zu den
bekanntesten Lektinen. Das Sojabohnenlektin bindet an N-Acetylgalactosamin und das
Weizenkeimlektin an N-Acetyl-glucosaminhaltige Grundkonjugate. Aufgrund seiner
hochrangigen Bedeutung fir Forschungszwecke an Saugetierzellen wurde hierbei
ausfuhrlich Gber das Con A berichtet. Die Ubrigen Pflanzen-Lektine, deren Vorkommen,
ihre molekulare Struktur und Spezifitat sind in der Tabelle (Tab. 2.1) nur in einer kurzen
Zusammenfassung dargestellt. Die meisten Lektine pflanzlicher Herkunft agglutinieren
Erythrozyten aller Blutgruppen. Manche von lhnen weisen jedoch eine bemerkenswert
hohe Spezifitat gegen bestimmte Blutgruppen des ABO-Systems auf. Daher lassen sich
bestimmte Lektine auch zur Blutgruppenbestimmung verwenden. Con A vermag auch

synthetische Glykolipide in Liposomen zu aggregieren [99].

Immobilisierte spezifische Lektine dienen neben der Funktion als Targetmolekiile fir
Makrophagen und Hepatozyten schon seit langerer Zeit auch als Aufreinigungsproteine

([100 - 102] und zur Eliminierung von Kontaminationen [103] in der Chromatographie.
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Tab. 1:

M;: Molekulargewicht, UE: Untereinheiten.

Biochemische Eigenschaften wichtiger pflanzlicher Lektine (nach J.C. Brown und R.C. Hunt, 1978).

(Stechginster)

(UEA)

Herkunft Lektin M, UE | Glyko- |Liganden
(Pflanzenart) (Bezeichnung) in Dalton protein
Arachis hypogaea Peanut Agglutin 110 000 4 - B -D-Galactose
(Erdnuss) (PNA)
Canavalia ensiformis | Concanavalin A 102 000 4 - a-D-Glucose,
(Schwertbohne) (Con A) a-D-Mannose
Dolichus biflorus Dolichus biflorus-Agglutinin | 111000 | 2 + 2 + N-Acetyl-a-D-
(DBA) Galactosamin
Glycine max Sojabohnen-Agglutinin 110 000 4 + N-Acetyl-a-D-
(Sojabohne) (SBA) Galactosamin, (3-
D-Galactose
Lens culinaris Lens culinaris-Agglutinin 48 000 2 + a-D-Glucose, o-
(Linse) D-Mannose
Phaseolus vulgaris | Phaseolus-Agglutinin | 118 000 4 + N-Acetyl-a-D-
(Gartenbohne) (PHA-i) Galactosamin
Pisum sativum Pealectin-l (PSA) 49000 |2+2 + a-D-Glucose,
(Erbse) a-D-Mannose
Ricinus communis | Ricinus communis -D-Galactose,
(Ricinus) Agglutinin 120000 | 2+2 + N-Acetyl-a-D-
RCA 120 60000 |1+1 + Galactosamin
RCA 60
Triticum vulgare Wheat germ Agglutinin 34 000 2 N-Acetyl-B(1,4)-
(Weizen) (WGA) D-Glucosamin,
Chitin, Chitotriose
Ulex europaeus Ulex europaeus- Agglutinin | 170 000 a-L-Fucose

2.2.2 Makrophagen-Lektine

Die diverse Rolle der Makrophagen in Verteidigungsstrategien (Phagozytose und

intrazellulare Killing-Mechanismen) und bei der Gewebehomeostasis wird im besonderem

Malle durch die Variabilitat der auf deren Oberflachen existierenden Lektine reflektiert.

Allein gegen mit Galactose terminierten Oligosaccharidstrukturen der Makrophagen

existieren drei spezifische Rezeptoren: Kupffer Zellrezeptor, auch bekannt als der

hepatische Fucose-Rezeptor ([104]; und dort zitierte Referenzen), der Galactose Partikel-
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Rezeptor sowie das Galectin-3. Das Kalzium-abhangige Lektin der Kupffer-Stern-Zellen,
spezialisierte Makrophagen der Leber, bindet mit hoher Affinitdt an terminale Gal-und
GalNAc-Reste und mit geringer Affinitdt an Fucose-Reste. Seine Affinitdt gegenuber
partikularen Liganden ist viel groRer als die zu Iéslichen; 3000fach héher fir die Bindung
an 15-nm-Partikel verglichen zu 5-nm-Partikel [105], was auf eine enge Beziehung zur
rezeptorvermittelten Aufnahme von Mikroben hinweist. Die physiologische Funktion
dieses Lektins besteht in der Clearence von apoptotischen Zellen. Das erstmals auf
peritonealen Makrophagen identifizierte [106] und spater auf Tumorzellen sowie einigen
reifen Makrophagen entdeckte 42-kDa Galactose-Lektin bindet jedoch mit gleicher

Affinitat an Gal-und GalNAc-terminierte Oligo-saccharide.

Auf eine wesentliche Rolle dieses Rezeptors bei der Aufnahme von Mikroben wie
Trypanosoma cruzi trypomastigotes durch peritoneale Makrophagen kann aus der
Verbesserung der Aufnahmekapazitat durch Desialylisierung der Parasiten und aus der
Inhibierungsfahigkeit durch den Einsatz von Gal und GalNAc-bindenden Lektinen sowie
galactosylierten Oligosaccharid-Liganden geschlossen werden [107]. Interessanterweise
bindet aber das grole Homologie zu diesem Lektin aufweisende Ratten hepatische Lektin
Asialoglykoprotein mit hoher Affinitdt an terminale GalNAc-Reste und mit schwacher
Affinitdt an Galactose-Reste. Dieses Lektin fungiert u.a. auch als Dockingrezeptor bei
unterschiedlichen Viren, einschlief3lich Sendai Virus [108]. Darlber hinaus vermag dieses
Lektin durch seine Interaktion mit einem terminalen Gal (B-1 - 4) GIcNAc auf

Lipopolysacchariden auch Neisseria gonorrhoeae zu internalisieren [109].

Das Makrophagen Galectin-3 ist ein 30-kDa Galactose-spezifischer calciumunabhangiger
Rezeptor vom S-typ, der auch als Mac-2, CBP-35, und IgE-BP bekannt ist [110]. Durch
seine Interaktion mit verschiedenen galactosylierten Oligosacchariden spielt es eine
besondere Rolle in der Zellrekrutierung und Aktivierung. In diesem Zusammenhang
gehdren zu den Lektinen auch die B-Glucan Rezeptoren. Die B-Glucane (langkettige B-
gebundene Glucose-Oligosaccharide) entfalten zahlreiche Effeke, wie die Aktivierung von
Makrophagen und von natirlichen Killer- und neutrophilen Zellen in vitro sowie die
Bildung von Resistenz gegen bestimmte Infektionen und Tumoren in vivo [111]. Der
bestcharakterisierte Rezeptor der B-Glucane ist das Integrin CD11b/CD18, bekannt unter
dem Namen Komplement Rezeptor 3 (CR3), der neben seinen lektinbindenden Eigen-
schaften auch die Phagozytose durch die Bindung an die Komplement-Komponente iC3b
auf der Zelloberflache einleitet [112]. Dartber hinaus bindet dieser Rezeptor neben den

Glucanen auch die hauptsachlich aus Mannoseeinheiten bestehenden Zymosan-
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Polysacchride der Hefe Zellen, was mit Hilfe von Monosacchariden wie -
Methylmannosid, N-Acetyl-D-Glucosamin und a- oder p-Methylglycosid blockiert werden
kann [113].

Spezifische Bindungsaktivititen gegen das chemisch definierte, 16sliche B-(1,3)-Glucan
wurden auch auf der monozytaren Zelllinie U937 und der Makrophagen-Zellinie J774A.1
[114] detektiert. Mikroskopische und kinetische Analysen der Bindungseigenschaften
dieser Substanz machen den von Czop und Kay [115] bei diesen Zelllinien identifizierten
B-Glucanrezeptor fur die Bindung verantwortlich. Bindungsstellen fur das |6sliche p-(1,3)-
Glucan sind auch bei humanen neutrophilen Granulozyten gefunden worden.
Lactosylceramid als Hauptglykosphingolipid dieses Zelltypus, wurde als das spezifische

Bindungsglied dieser Substanzklasse identifiziert [116].

Im zellbiologischen und immunologischen Kontext wurde in den letzten Jahren vor allem
dem Mannoserezeptor auf Makrophagen besondere Aufmerksamkeit beigemessen.
Dieser der C-Typ-Lektin-Familie angehdrende Mannose/Fucose N-Acetylglucosamin-
Rezeptor wird auf Alveolar-Milz-und Peritoneal-Makrophagen exprimiert [117 - 119]. Er ist
ein 175 kDa grofies transmembranes Protein vom Typ | [120]. Er besteht aus einer N-
terminalen Cystein-reichen Domane, einer Fibronektin-Domane vom Typ |II, acht
Kohlenhydrat-Erkennungsdoméanen, einer transmembranaren Domane und einem C-
terminalen zytoplasmatischen Teil [121]. Seine hohe Affinitdt zu Polymannose Liganden
und seine schwache Affinitdt zu Monosacchariden [122] liegt vermutlich in der Anzahl
seiner CRD’s [123 - 124]. Er vermittelt die Endozytose von Glykoproteinen mit
hochmannosylierten Oligosacchariden, wie lysosomale Enzyme [125] und Gewebs-
Plasminogen-Aktivator [126] sowie die Phagozytose von Pathogenen mit Polymannose-
Strukturen auf deren Membranoberflachen [127]. Der Bindung an einen Liganden folgt die
intrazellulare Internalisierung des gebildeten Ligand-Rezeptor-Komplexes. Im sauren
Milieu von Endosomen dissoziert der Ligand aus dem Komplex und wird in den
Lysosomen degradiert, wahrend der Rezeptor zu der urspriinglichen Lage auf der
Zellmembran zurlckkehrt [128 - 129].

Andere Zelltypen wie sinusoidale endotheliale Zellen der Leber und der Milz [130 - 131],
Spermazellen [132], Lymphozyten und Langerhans-Zellen [133] binden zwar
Mannoserezeptor spezifische Liganden, jedoch exprimieren diese Zellen auch andere
Mannose-bindende Proteine oder mit dem Mannoserezeptor verwandte Proteine [134 -

138]. Das Spektrum der Ligandenspezifitat fir den Mannoserezeptor erstreckt sich von
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Enzymen Uber Glykoproteinen bis zu Organismen und sogar ganzen Zellen, so dass er

als Erkennungsmolekiil im Konzept des Drug Targeting eine besondere Rolle spielt.

Tab. 2: Spezifische Liganden fir den Mannoserezeptor der Makrophagen

Enzyme Glykoproteine Organismen Sonstige Liganden
Gewebetyp B-zellmodifiziertes  a,- | Klebsella Rizin™"
Plasminogen—Aktivator | Makroglobulin'®* pneumoniae’®’

(t-PA)'®

140,747 157

B-Glucuronidase C-terminales Propeptid | Escherichia coli

155

Bienengift

162

Typ | Prokollagen Phospholipase A

N-Acetyl-B- Uteroferrin™ Mycobacterium Photorezeptor
Glucuronidase'* avium'™’ aulerer
Segmente'®
a-Mannosidase ™ Mycobacterium Apoptotische
tuberculosis'®""'% Lymphozyten/
Apoptotische
ktjrperchen164’165

143,144

B-Galactosidase Pseudomonas

aeroginosa'’

Glykosylasparaginase'® Aspergillus

fumigatus'®’

Hyaluronidase™® Candida albicans™’

4%

Arylsulfatase A Candida crusei™’

Speichel Amylase™’ Cryptococcus

neoformans'®’

Myeloperoxidase™® Saccharomyces
cerevisiae '
Dopamin-B- Pneumozytis carinii'>"

Hydroxylase'*®

Acetylcholinesterase'™ Trypanosoma  cruzi

amastigotes'®

Gewebekallikrein™" Leishmania
donovani'’

Renin (Subtyp B)™*™° HIV-I (gp 120)™°
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2.2.3 Erkennungsvielfalt der Saugetier-Lektine und der Cluster-Glykosid-
Effekt

Nach der ersten Entdeckung des hepatischen Endozytose-einleitenden Lektins, des
Asialoglycoproteinrezeptors (ASGP-R), durch Ashwell und Morell vor etwa 30 Jahren
erhdhte sich die Anzahl und die Typen von tierischen Lektinen dramatisch. Die Haupt-
Saugetier-Lektine wurden im Laufe der Zeit in C-Typ-, Galektine (S-Typ) und Siglecs-( I-
Typ ) [167], R-Typ, P-Typ, und L-Typ-Lektine sowie Calnexin und Calretikulin eingeteilt.
Obwohl die Klassifizierung der Lektine einst auf der Basis deren Bindungscharakteristika
beruhte, erfolgt gegenwartig deren Einteilung nach der in jeder Lektingruppe vorhandenen
Polypeptidkette. Diese flir die Bindung von Kohlenhydrat-Liganden erforderliche minimale
Polypeptid-Struktur (ca. 135 Aminosauren fir C-Typ-Lektine und ca. 130 Aminosauren fur
Galektine) wird als so genannte Kohlenhydraterkennungsdomane (CRD) bezeichnet
[168]. In der Natur kann die CRD sowohl individuell als auch repetitivin Tandem-Form mit
anderen CRD sowie mit anderen Protein-Domanen, wie Kollagen-Domane,
transmembrandrer Domane sowie der epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) Domane
existieren. Die globuldren CRD sind auch als C-Typ-Lektin-ahnliche Domanen bekannt
[169]. Die C-Typ CRD der Lektine benétigen fiir ihre Aktivitat Ca®*- lonen, daher stammt
auch deren Name C-Typ-Lektine ab. C-Typ CRD-Lektine werden in finf Gruppen [170]

unterteilt:

Gruppe | reprasentiert die Adhasionsmolekile ( wie Selektine )

Gruppe Il reprasentiert die endozytotischen Rezeptoren mit einer Typ |II-
transmembranen Orientierung ( wie das Asialoglykoprotein )

Gruppe lll  reprasentiert die endozytotischen Rezeptoren mit einer Typ 1-

Transmembranen Orientierung ( wie der Makrophagen-Mannoserezeptor )

Gruppe IV  reprasentiert die in der humoralen Immunitat involvierten I6slichen Lektine

(wie das mannosebindende Protein aus dem Serum , MBP)

Gruppe V  reprasentiert auch die I0slichen Lektine, jedoch nur die mit Proteoglykan-

Funktionen (wie Aggrecan).
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Abb. 3: Substrukturen immunologisch bedeutsamer Lektine vom C-Typ nach Drickamer (1993). Die
ausgehohlten roten Spharen sind carbohydrate-recognition domains (CRDs). Weitere Domanen sind
epidermal growth factor-like domain (EGF), consensus-repeat sequences (CR), fibronectin typ Il
EEF,)AG),atS (FN-II), glycosaminoglycan attachment sites (GAG) und hyaluronic acid-binding domains

Aquatiorial platzierte C3-und C4-OH-Gruppen der Hexosen (Mannose, N-

Acetylglukosamin, und Glucose) werden fiir die Bindung der C-Typ-Lektine verantwortlich

gemacht [171]. Im Gegensatz zu den Galektinen weist die C-Typ CRD der Endozytose-

einleitenden Rezeptoren interessanterweise grundlegend unterschiedliche

Monosaccharid-Spezifitaten auf. Saugetier-hepatische Lektine sind spezifisch gegen

Gal/GalNAc [172], das hepatische Lektin vom Huhn ist spezifisch gegen GIcNAc [173]

und das Alligator-hepatisches Lektin ist spezifisch fiur Man/L-Fucose [174]. Die zu

erkennende Zuckerstruktur bei den Galektinen ist dagegen ein strukturell gleiches

Disaccharid und ist entweder Lactose oder N-Acetyl-Lactosamin. Charakteristisch fir die

meisten C-Typ Lektine ist weiterhin, neben dem breiten Zuckerspektrum auch deren

Tendenz zu multimeren Untereinheiten zu assoziieren bzw. ihre CRD in repetitiven

Tandem-Formen zu  konstituieren. Die Detergenz-solubilisierte und  mittels

Affinitdtschromatographie aufgereinigten Saugetier-hepatischen Lektine liegen als

Hexamere mit scheinbar zwei Bindungsstellen pro Untereinheit vor [175]. Assoziieren sich

diese Hexamere aber weiter zu gruppenbildenden Aggregaten (Oligomere), so wird das

Ausmal} der exponentiellen Verstarkung der Affinitat nochmals weiter vergrofRert [176].
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Kollagendomanen-gekoppelte C-Typ-Lektine (Kollektine), zu denen neben dem Surfactant
Protein A aus der Lunge (SP-A) auch das Mannosebindende Protein (MBP) aus der
extrazellularen FlUssigkeit angehdrt, weisen jedoch eine geringere Assoziation ihrer CRD
auf als die Typ Il transmembranaren hepatischen Lektine auf. Die trimeren Assoziate von
CRD des in der Leber synthetisierten MBP-Monomers assoziieren sich im nativen Serum
weiter und bilden aber nur ein hexameres Gebilde, das wie ein Blumenstrauld aussieht,
als héchste Anordnung der trimeren CRD’s. Trotz unterschiedlicher Topologie der C-Typ-
Lektine hinsichtlich der Clusterung ihrer CRD’s ist ihnen allen gemeinsam, dass sie
schwache Bindungsaffinitait zu den individuellen Monosaccharid-Einheiten haben.
Physikochemische Studien und Inhibititionsassays zeigten, dass Lektine eine Affinitat zu
ihren Liganden mit einem Kg-Wert von 0.1 mM - 1.0 mM aufweisen [177]. Gemeinsam ist
allen Tierlektinen weiterhin auch, dass sie Cluster-Glykoside viel starker binden kdnnen
als es der arithmetischen Summe der einzelnen Glykosylreste im Liganden entsprechen
wirde. So zeigen mit Zucker derivatisierte Neoglykoproteine [178] aus
Rinderserumalbumin einen logarithmischen Anstieg der Bindungsaffinitat, wenn sich die
Zuckeranteile am Protein linear erhdhen [179]. Diese Strategie flhrte in den letzten
Jahren zu der generellen Definition des Cluster-Glykosid-Effekts als eine
Affinitatserhdhung der Zuckerdeterminanten in einem multivalenten Ligand, die weit Uber
das zu erwartende Mal} hinausgeht [180]. Obwohl &hnliche Verhaltnisse auch bei einigen
Pflanzenlektinen zu beobachten sind, zeigt sich der Cluster Effekt dort nicht so dramatisch

wie bei den Tierlektinen [181].

In natdrlichen Glykokonjugaten trifft man die Cluster Glykoside haufig in der Form von
hochverzweigten Oligosaccharid-Strukturen an [182], die wahrscheinlich u.a. auch zur
Stabilitdt und Unverletzlichkeit der Zellmembranen mechanisch beanspruchter Zellen
dienen und gleichzeitig mitunter den hydrophilen Kontakt mit dem wassrigen Medium
verbessern sollen. Als hydrophile Substanzen missen sie kovalent mit lipophilen
Komponenten der Membran verknlipft sein, also mit Lipiden oder auch mit Proteinen,
deren lipophile Segmente in die Membran eintauchen oder wie im Falle mancher
Glykoproteine bis zur Zytoplasma-Seite durchdringen und damit Teil der Membranstruktur

sind.

Die distalen Abschnitte der Kohlenhydratkomponenten verschiedener Glykokonjugate
sind sehr variabel, da die biologische Spezifitdt eine Strukturverschiedenheit zur
Grundlage haben muss. Fir Forschungszwecke lassen sich jedoch Cluster-Glykoside

einfacher Art mit definierter Zusammensetzung, variabler Spacerlange und gewinschter
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Anzahl der Zuckerstrukturen sowie optimaler Distanz der Zuckerreste untereinander
vollstandig praparativ herstellen. Einige dieser Glykoside haben sich seit vielen Jahren als

hochpotente Liganden fiir Tierlektine erwiesen [183].

2.3 Liposomen als moderne, kolloidale Arzneistofftrdgersysteme
2.3.1 Generelle Aspekte der Anwendung und Herstellung

Ein systemisch applizierter Arzneistoff verteilt sich im allgemeinen entsprechend seines
Verteilungskoeffizienten in  verschiedenen  Kompartimenten des  Organismus.
Winschenswert ware jedoch die Wirkung eines idealen Pharmakons nur gegen die
Krankheit und ihre Ursachen an einem bestimmten, begrenzten Bereich oder einem
Organ zu entfalten, ohne dabei die gesunden Gewebe, Zellen, oder Organe zu schadigen
(zielgerichtetes Lenken von Arzneistoffen). Zur Anndherung an dieses Ideal und damit zur
Verringerung der Gesamtbelastung des Organismus durch den Wirkstoff bieten sich seit
geraumerer Zeiten kolloidale Arzneistofftragersysteme als aussichtsreichste Kandidaten
moderner Darreichungsformen an. Dadurch l&sst sich insbesondere bei parenteraler
Applikation zum einen eine kontrollierte Freigabe des Arzneistoffes aus dem Trager Uber
einen langeren Zeitraum (Controlled Drug Delivery) zum anderen eine gezielte
Anreicherung des Arzneistoffes an einen Wirkort (Drug Targeting) erreichen. Insgesamt

lassen sich drei verschiedene Kategorien eines Drug-Targeting definieren:

- Organ oder Kompartimentspezifitat, wie z.B. Knochenmark, Leber und Blut;
- Zellspezifitat im Organ, wie z.B. Hepatozyten, Makrophagen und Lymphozyten;

- Zellorganellen, Zellkompartimente wie z. B. DNA im Zellkern.

Haufigen Gebrauch als moderne Trager von Arzneimitteln unter den Carriern finden
liposomale Formulierungen neben deren Anwendung als Modellmembranen in

verschiedenen biologischen Disziplinen.

Liposomen sind geschlossene, vesikulare Doppelschichtstrukturen, in denen
konzentrische Lipiddoppelschichten wassrige Kompartimente voneinander abgrenzen.
Liposomen werden gebildet, wenn man Phospholipide und andere amphiphile
Verbindungen mit etwa gleichem Durchmesser von hydrophober und hydrophiler
Komponente hydratisiert. Die thermodynamische Triebkraft dieser spontanen
Aggregatbildung  sind  hydrophobe  Wechselwirkungen der langen Kohlen-

wasserstoffketten untereinander und Wechselwirkungen der hydrophilen Kopfgruppe mit
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Wasser. Das Gleichgewicht dieser gegensatzlichen Wechselwirkungen fiihrte zum
Konzept des optimalen Oberflachenareals bei minimaler freier Energie pro Lipidmolekil
[184]. Theorien der Vesikelbildung verbinden freie Wechselwirkungsenergie, molekulare
Geometrie und Entropie [185-189]. In Abhangigkeit des GréRenverhaltnisses von
Kopfgruppe zu hydrophoben Areal treten beim Kontakt mit wassrigen Systemen auch
andere geordnete flissig-kristalline Aggregate auf, wie Mizellen und hexagonale H, —

Strukturen.

Das besondere Interesse an Liposomen erklart sich aus Eigenschaften, die in ihrer
Summe diese Vesikel von anderen Carriern wie Nanopartikeln, synthetischen und
biologischen Polymeren bzw. Mikrospharen, abheben. Liposomen sind wenig oder gar
nicht immunogen. Sie sind biokompatibel und werden aus dem Organismus problemlos
eliminiert. Durch wassrige Verkapselung und lipophile Anlagerung bieten Liposomen als
universell variierbare, metabolisch abbaubare und daher relativ untoxische Vehikel flr
eine Reihe von Substanzen Vorteile gegenuber der freien Substanz; geringere Toxizitat
fur Cis-Platin, L-Asparaginase und Doxorubicin, Uberwindung einer transportbedingten
Resistenz bei Methotrexat, eine protrahierte Freigabe in den Blutstrom und Schutz vor
metabolischem Abbau und damit langere Kontaktmdglichkeiten zur Zielzelle (Zytarabin)
sowie Veranderung pharmakokinetischer Parameter wie Clearanceraten und
Gewebsverteilung und die Verminderung der aquieffektiven Dosis. All diese
Eigenschaften haben Liposomen zu einem bevorzugten Forschungsgegenstand in der
Biologie und Medizin werden lassen. Nachteile der Liposomen besteht in deren

Erkennung durch Zellen des RES und die schnelle Endozytose.

Zur Bezeichnung der verschiedenen Liposomentypen haben sich die informellen
Empfehlungen eines Meetings ,Liposomes and their uses in biology and medicine*
weitgehend durchgesetzt [190]. Danach werden multischichtige Liposomen als MLV
(multilamellar vesicles), kleine, einschichtige Liposomen als SUV (small unilamellar
vesicles) und groRe, einschichtige Liposomen als LUV (large unilamellar vesicles)
bezeichnet. Die  thermodynamisch  stabilste = Zustandsform des  Systems
Phospholipid/Wasser bzw. Puffer sind die MLV-Liposomen. Sie bilden sich daher spontan,
wenn Phospholipide oder andere geeignete Amphiphile nach weitgehender Entfernung
des eingesetzten organischen Lésungsmittels oberhalb deren Ubergangstemperatur T,
hydratisiert werden. Ein Nachteil der MLV ist die unterschiedliche Partikelgroe der
Vesikel, sie liegt zwischen 0,4 — 3,5 ym. Durch Verwendung geladener Lipide bzw. kurze

Beschallung oder Anwendung der French Press-Methode bei niedrigen Dricken [191]
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kénnen MLV kleineren Durchmessers und geringerer Grofenunterschiede prapariert
werden. Wegen ihrer GroRe und der schonenden Art ihrer Darstellung eignen sich MLV
besonders fir den Einschluss von Enzymen, Proteinen, Membranproteinen und
Nukleinsauren. Die Desintegration von MLV mittels Ultraschall (~ 20 kHz) reprasentiert die
vorherrschende Methode zur Gewinnung von kleinen, einschichtigen Liposomen. Der
Durchmesser der so gewonnenen Vesikel liegt bei 25 - 60 nm. Das Einschlussvolumen
von wassriger Phase in SUV ist mit 0,2 — 1,5 I/Mol Lipid sehr gering. Dementsprechend
klein ist die Einschlusskapazitat fir ausschliel3lich wasserlésliche Substanzen. Wegen
ihrer im Verhaltnis zu anderen Liposomentypen langeren Halbwertzeiten in vivo hat man
trotz ihrer geringen Einschlusskapazitat eine grof3e Zahl biologisch aktiver Substanzen in
SUV eingeschlossen. Grolde, einschichtige Liposomen (LUV) enger GroRenverteilung
werden durch die Extrusionsmethode durch Membranen, die Poren bekannten
Querschnitts enthalten, prapariert. Wegen ihrer Gréf3e (0,2 - 1,0 ym) lassen sich in LUV

auch sehr groRe Mengen von Makromolekilen (RNA, Antikérpern) einschlieRen.

Generelle Vesikeleigenschaften, wie Grélle, Ladung, Fusionsbereitschaft und Stabilitat
kénnen durch die Auswahl unterschiedlicher Lipide stark variiert werden, da diese
verschiedene polymorphe Phasen bilden. Die in derartigen polymorphen Phasen
vorliegende Phospholipide gehen bei einer Temperaturerhhung aus dem kristallinen
Zustand (Gelzustand, fester Zustand) nicht direkt in die flissige Phase Uber, die mit einer
Zerstdrung der Aggregation verbunden ware, sondern zunachst in einen flissigkristallinen
Zustand (fluiden Zustand). Die Phasenlubergangstemperatur T, ( transition temperature)
ist eine Funktion der Lange der Kohlenwasserstoffkette, des Grades der Ungesattigtheit
der Fettsaure, der Natur der Kopfgruppe und des Wassergehaltes des Systems [192 -
194]. Anderungen in den Phaseniibergangstemperaturen T, von den in Wasser
schwerldslichen amphiphilen Verbindungen, insbesondere wenn sich diese im Membran-
verband befinden, werden weiterhin auch durch Zugabe von Cholesterol erreicht. Dieses
Sterol-Derivat reguliert den Phasenzustand von Phospholipiden und hat dadurch
Ruckwirkungen auf die Permeabilitat von Phospholipiddoppelschichten. Bei Temperaturen
unterhalb T,, hat der Cholesterolzusatz einen verflissigenden Effekt auf die Phospholipide
bei gleichzeitiger Erhdhung der passiven Permeabilitdt, sein Zusatz bei Temperaturen
oberhalb T, wirkt es verfestigend bei reduzierter Permeabilitdt der Membran [195]. Die
Ursachen der Wirkung von Cholesterol als Fluiditatspuffer sind noch nicht vollstandig
erkannt, als gesichert qilt eine anisotrope Einlagerung des Cholesterols in die
Phospholipide, parallel zu den Fettsaureketten, wobei das Sterol die freie Beweglichkeit

der Fettsdureketten reduziert und seine 3p-OH-Gruppe sich in der Nahe des
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Glycerolgrundgeristes der Phospholipide befindet [196]. Zusatz aquimolarer Mengen
Cholesterol erméglicht sogar Vesikelbildung aus Lysophosphatiden, die sonst durch ihre

fusogene Wirkung die Ausbildung geordneter lamellarer Strukturen stéren [197].

2.3.2 Probleme des passiven Targeting

Ein groRes Problem bei der parenteralen Applikationsform der Trager (intravends,
intraperitoneal, intramuskular und subkutan) ist die immunologische Erkennung durch das
RES und die schnelle Phagozytose [198 - 202]. Abhangig von der Art der Applikation
werden die Partikel mit unterschiedlichen Makrophagenpopulationen konfrontiert. Bei
einer intravendsen Gabe werden innerhalb der ersten 5 min bis zu 90 % der applizierten
Dosis bei der Leberpassage durch Kupfferzellen aufgenommen und 2 — 5 % von den
Makrophagen der Milz eliminiert. Aber auch bei einer intraperitonealen Applikation werden

viele Partikel durch die dort ebenfalls vorhandenen Makrophagen eliminiert.

Um intravendés injizierte Arzneistoffe gezielt an Wirkorte aufier Leber und Milz zu bringen,
muss vermieden werden, dass die kolloidalen Arzneistofftrager von den Zellen des RES
erkannt und phagozytiert werden. Wie die Arzneistoffverteilung im Organismus stattfindet,
ist abhangig von den Oberflacheneigenschaften der Carrier und deren Wechselwirkungen
mit Serumproteinen nach intravendser Applikation [203]. Das RES, als gréfiter
Hindernisfaktor bei der gezielten Wirkstoffanreicherung an einen bestimmten Wirkort
(Drug Targeting), kann durch Reduzierung der Partikel-GrofRe auf weniger als 100 nm,
durch  Verwendung rigider  Phospholipidkomponenten  (gesattigte,  hydrierte
Phosphatidylcholine) im Gemisch mit 30 - 50 mol % Cholesterol [204 - 206] und durch
Vorsattigung mit leeren Liposomen [207 - 208] sowie durch den Einbau von polymeren
hydrophilen Verbindungen, d.h. nicht opsonisierbareren Oberflachen (Polyethylenglykole,
PEG) [209 - 211] umgangen und somit die Verweildauer im Blut erhht werden. Dies wird

bei den sog. Stealth-Liposomen versucht [212].

Sehr kleine Liposomen werden schneller in die Hepatozyten als in die Kupfferzellen der
Leber aufgenommen, da sie klein genug sind, durch die Fenestrae der Sinusoide und
damit ins Leberparenchym zu gelangen. Sehr grolRe Liposomen (5 — 8 ym) dagegen sind
vorwiegend in der Lunge anzutreffen [213]. Dicht gepackte Bilayerschichten mit einem
hohen Ordnungsgrad und maximalen Wechselwirkungen innerhalb der Bilayer sind
gegeniiber hydrophoben, dipolaren und van der Waals-Kraften der Blut- bzw.

Serumkomponenten weitaus stabiler als Vesikel mit lockerer Membranstruktur. Der
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Einbau von Lipiden mit einer hydrophilen Kopfgruppe bewirkt eine starkere raumliche
Trennung und vergroRert die AbstoRungskrafte zwischen den potentiellen Reaktions-
partnern. Dadurch werden Adsorption und Adhasion bedeutend reduziert. Die PEG-Ketten
sind mit Wasser mischbar, sehr flexibel und daher standig in der Lage, ihre Konformation
zu andern, so dass es dem Immunsystem nicht maoglich ist, diese Struktur als
Fremdkorper zu erkennen. Alle diese Modifizierungsmoglichkeiten erlauben einen
selektiveren Arzneistofftransport zum Wirkort. Damit kann der therapeutische Effekt
gesteigert werden, und die Nebenwirkungen lassen sich signifikant erniedrigen. Der

Arzneistoff erhalt dadurch einen deutlich verbesserten Therapeutischen Index [214].

2.3.3 Glykoliposomen als potentielle Vehikel fur das Makrophagen-

spezifische Drug Targeting

Bei der Anwendung von Liposomen flir medizinische Probleme haben vor allem
diejenigen Fragestellungen Erfolgssaussichten, die das natlrliche Target (RES bzw.
MPS) flr therapeutische oder diagnostische Zwecke nutzen. So stellen Liposomen flir die
Stimulierung von Makrophagen zur maximalen Blut Clearence geeignete Vehikel zum
Einschleusen der entsprechenden biological response modifiers (BRM) in diese Zielzellen
dar. Diese Zellen zeigen in nichtspezifischen Verteidigungsmechanismen nach
entsprechender Aktivierung zytotoxische Eigenschaften gegen Mikroorganismen sowie
viral infizierte und Tumor-Zellen [215]. Die Aktivierung von Makrophagen wurde auch als
Lésungsansatz fur die sonst gegen konventionelle Therapie resistenten metastatischen
Tumorzellen [216 - 217] in Betracht gezogen. Zu diesen aktivierenden Immun-
modulatoren bzw. BRM gehoéren vor allem das rekombinante Interferon-y (IFN-y) [218],
das Muramyldipeptid (MDP) [219], und das bakterielle Endotoxin = Lipopolysaccharid
[220] sowie der Makrophagenaktivierende Faktor (MAF), und das C-reaktive Protein [221
- 222]. Die Einkapselung derartiger Komponenten in Liposomen soll deren
Halbwertszeiten in vivo erhdhen, deren Nebenwirkungen reduzieren und vor allem deren
rasches Gelangen zu intrazellularen Kompartimenten der Makrophagen garantieren. Auch
als Adjuvanzien zur Immunisierung [223] wurde das spezifische Liposomen-Targeting an
Makrophagen vorgeschlagen, da diese Zellen in die humorale Immunantwort, in
Prozessierung und Antigenprasentation eingebunden sind. Ein weiterer Grund des
spezifischen Makrophagentargeting besteht in der Behandlung parasitarer (Malaria,
Leishmaniasis) oder anderer durch fakultative intrazellulare Bakterien hervorgerufene
Infektionskrankheiten (Brucella, Listeria, Mykobakterien und Salmonellosis), bei denen

sich die Krankheitserreger in Strukturen des MPS ansiedeln. Diese Mikroorganismen
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(Bakterien, Parasiten und Viren wie HIV) [224] entwickeln Eigenstrategien, mit denen sie
das hochmolekulare Arsenal phagozytotischer Kompartimente und sekundarer
Lysosomen unbehelligt Uberleben, sich dort reproduzieren und auf Kosten des Wirts

weiterleben konnen.

Auch flr immunologische Studien zur Erforschung der Rolle von Makrophagen mit Hilfe
des makrophageneliminierenden in freier Form nichtzellpenetrierenden Clodronat
(Dichloromethylbisphosphonat oder CI,MBP) wurden die Liposomen dieser Art erfolgreich
getestet [225]. Einsatzgebiete wie die Behandlung lysosomaler Speicherkrankheiten, des
respiratorischen Atemnotsyndroms bei Neugeborenen, der Arthritis, bestimmter Formen
des Diabetes mellitus und des Transfers vom genetischen Material mittels Liposomen

werden derzeit auch als realistisch angesehen.

Bezogen auf eine Fiille von Beobachtungen und experimentellen Befunden in den letzten
Jahren stehen grundsatzlich verschiedene Wege zur Erhéhung der Liposomenaufnahme
gegenlber diesen Zellen zur Verfligung. Neben steigender Hydrophobie und erhéhter
Oberflachenladung der Liposomen kdnnen die Vesikel auch mit Opsoninen -
Immunglobulinen, Fibronektinen, Tuftsin, Transferrin - oder Low density Lipoproteinen
sowie Komplementkomponenten oder Kohlenhydrat-bindenden Proteinen (Lektine)
Uberzogen werden. Attraktivere Mdglichkeiten ergaben sich im letzten Jahrzehnt anfangs
durch den Einbau natlrlich gewonnener und spater durch die Inkorporierung chemisch
definierter Glykolipide (Neoglykolipide) in die daflr vorgesehenen praformierten
Liposomen. Dabei dienten diese lipophilisierten Mannose-Strukturen als rekognitive
Adressmolekiile far den Makrophagen Oberflachen-Mannose/Fucose/N-
Acetylglucosaminrezeptor. Da auch viele Problemmikroorganismen durch diesen
Makrophagenoberflachenrezeptor erkannt und ins Zellinnere transportiert werden, [226 -
228], konnten diese durch eine Liposomeninternalisierung therapeutisch wirksam

bekampft werden.

Der einfachste Weg zur Praparation von glykolipidhaltigen Liposomen (Glykoliposomen)
mit Mannoseresten an der Oberflache besteht in der Verwendung von bakteriellen
Zellwandlipiden. So inkorporierten Szoka und Mayhew [229] Dimannosylglycerid (DMG)
aus Micrococcus luteus in die SUV aus DPPC/DPPG/Cholesterol. Barratt et al. [230]
praparierte solche Liposomen aus einem aus der Zellwand von Mycobacterium

tuberculosis isolierten Mannose-enthaltenden Phospholipid. Dessen Struktur wurde spater
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von Lee und Ballou [231 - 232] als ein Phosphatidyl-myo-Inositol mit bis zu sechs

Mannoseeinheiten identifiziert.

Mit chemisch definierten Liganden zur Herstellung von Glykoliposomen beschéatftigten sich
zuerst eine Gruppe von Merck, Sharp und Dohme Laboratories (Rahway). Diese
koppelten verschiedene Zuckerstrukturen, wie Mannose, und 6-Amino-6-desoxymannose
zu Cholesterol [233]. Umezawa und Eto [234] funktionalisierten die Oberflache von
ultraschallbehandelten Lecithin/Chol-Vesikeln mit dem p-Aminophenylmannosid durch
eine unspezifische Methode. Als alternativere Variante zur Praparierung von
Glykoliposomen erwies sich die Kopplung von Zuckern Uber einen Lipidanker mit einer
reaktiven Kopfgruppe, wie Phosphatidylethanolamin. So synthetisierten Ghosh und
Bachhawat [235 - 237] p-Aminophenyl Derivate von p-D-Galactose, a-D-Mannose und N-
Acetyl- B-D-Glucosamin und koppelten diese Uber Glutaraldehyd. Weissig et al. [238]
koppelten Uber das wasserldsliche Carbodiimid p-Aminophenyl-a-D-mannoside zu den
praformierten N-Glutaryl-phosphatidylethanolamin-enthaltenden Vesikeln (N-Glut-PE

containing vesicles).

Schuber und seine Mitarbeiter [239] entwickelten weitere synthetische Strategien fur die
Kopplung von Mannosylresten an praformierte Liposomen tUber Maleimido-Gruppen als
Anker unter Berucksichtigung der Spacerldange und der Art der Glykosylierung (O-
glykosidische als auch Thioether-Bindung). Neuerlich wurden Mannoside Uber die
Reaktion von Chlorameisensaure-cholesterylester mit N-(4-Aminobutyl) Carbamidsaure
tert-butyl ester in Trifluoressigsdure und nachfolgendem Zusatz von 2-Imino-2-
methoxyethyl-1-thiomannosid synthetisiert [240]. Zahlreiche Forscher targetierten
derartige Mannose-modifizierte Liposomen, die mit Genen, Antigenen und
Immunmodulatoren beladen waren, an die Makrophagen und demonstrierten deren

Aufnahme Uber das spezifische Mannose Rezeptor [241 - 243].

Zur Reduzierung der Tumorzytotoxizitat inkorporierten Barratt et al. [244] lipophile
Derivate von MDP und MDP-L-Alanyl-Cholesterol in bakterielle mannosylierte Liposomen
und bestatigten deren exzellente Fahigkeiten im Vergleich mit liposomenfreien MDP und
MDP-L-Alanyl-Cholesterol und konventionellen PC/PS-Liposomen, Ratten Alveolar
Makrophagen fur zytotoxische Aktivitdten gegen Tumor Targetzellen in Anwesenheit
suboptimaler Mengen von LPS zu aktivieren. Dumont et al. [245] kapselten LPS als
makrophagenaktiviernedes Agens in mannosylierten als auch nichtmannosylierten

Liposomen ein und fanden heraus, dass nur mannosylierte Liposomen in der Lage waren,
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die in sieben Tagen zu Makrophagen kultivierten Human-Monozyten zytotoxisch aktiv
gegen U 937 Target Zelllinie werden zu lassen. Frisch isolierte Monozyten dagegen,
welchen der Mannose Rezeptor fehlt, waren durch keine der genannten Liposomentypen
aktivierbar, was auf eine Mannose-spezifische vermittelte Reaktion zuriickzuflihren sei.
Auch zur Therapie der septischen Granulomatose (CGD - chronic granulomatous
disease) werden zur Zeit selektive Liposomen entwickelt, die durch i.v.-Injektion an
Abwehrzellen im Blut (Granulozyten und Monozyten) und in verschiedene Organe
(Makrophagen) gelangen. Bei dieser Erkrankung konnen nach einer Infektion die
Abwehrzellen durch einen Enzymdefekt eingedrungene Keime nicht mehr beseitigen,
wodurch bei den Patienten, meist Kindern, die Infektionen sehr schwer verlaufen. Der
fehlende Abwehrstoff, H,O,, wird mit einem liposomal verkapselten Enzym
(Glucoseoxidase) produziert und in den Abwehrzellen wirksam. Darlber hinaus erwiesen
sich mannosylierte Cl,MBP-Liposomen als geeignet, klinische Symptomatik in
experimentellen allergische Enzephalomyelitis (als Model fir Multiple Sklerose) zu
supprimieren. Im Gegensatz dazu =zeigten leere mannosylierte Liposomen und

nichtmannosylierte CI,MBP-Liposomen keinen derartigen Effekt [246].

Heutigen Uberlegungen zufolge wird sogar der Einsatz von liposomalen Ca®'-
Antagonisten bei der Behandlung von Amastigotes der Leishmania donovani angestrebt.
Diese Parasiten Uberleben Makrophagen-bedingte Zerstdrung durch Sezernierung einer
Kohlenhydrat-enthaltenden Substanz, excreted factor (EF), welche neben einer anti-f-
Galactosidase Aktivitait auch Ca?'-lonen zu binden vermag. Die innerhalb der
Phagolysosomen, an EF gebundenen, erhdhten Ca*-lonen werden fiir die erhdhte
Stabilitat der Amasigotes Membran [247] und die daraus resultierende Regulierbarkeit der
Amastigotes Proliferation verantwortlich gemacht [248].

Der Einsatz glykolipidhaltiger Liposomen bleibt jedoch, trotz vielversprechender
Targetierungsversuche auf diesem Terrain limitiert, weil der Mannoserezeptor aufgrund
der Anordnung seiner Kohlenhydratdomanen (Multivalency & Clustering) viel starker
Cluster-Mannoside und  Glykoside zu binden vermag als individuelle
Monosaccharideinheiten. Dadurch wird zum einen eine pharmakodynamisch erwlnschte
Affinitatserhdhung und zum anderen eine Vermeidung der Vesikeldeformierung erreicht.
Aus diesem Grunde wurde diese Arbeit dem Ziel gewidmet, neusynthetisierte minicluster
Glykolipide (Neoglykolipide) auf ihre Affinitdt zum Makrophagen-Mannoserezeptoren zu
untersuchen. Die Liganden wurden in Liposomen verschiedener
Lipidzusammensetzungen inseriert und auf ihre biologische Aktivitdt (Bindung,

Internalisierung und intralysosomale Abbaubarkeit) durchflusszytometrisch analysiert. Des
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Weiteren wurden an monomeren Glykolipiden in Liposomen der Matrixeinfluss sowie die
Rolle ausgewahlter amphiphiler Additiva (Hexagonal H, bildende Strukturen) auf die
Lektin-Bindung in Abhangigkeit von der Spacerlange der Glykolipide untersucht.
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3 Material und Methoden
3.1 Medien, Puffer und Lésungen
3.1.1 Medien

Die folgenden Grundmedien wurden verwendet:

- Eagle’s Minimum Essential Medium mit Earl’s Salzlésung (E-MEM)
- Eagle’s Minimum Essential Medium mit Spinner Salzlésung (S-MEM)

- Dulbecco’s Minimum Essential Medium (D-MEM)

Die Grundmedien wurden bei Bedarf mit folgenden Zusatzen supplementiert:

- 2 % L-Glutamin Stocklésung (200mM)
- 1 % Penicillin-Streptomycin Stocklésung (10.000 E/ml)

- 1 % Nicht-essentielle Aminosauren

Bei Bedarf wurden folgende Seren zugesetzt:

- fotales Kalberserum
- Pferdeserum

- Humanserum, Pool aus mindestens funf Spendern

Zur Charakterisierung des Einflusses vom Serum und den darin enthaltenen Mannose-
spezifischen Proteinen wurden in einigen Versuchen alle Seren 45 min bei 56 °C
inaktiviert.

Die supplementierten Medien wurden steril filtriert (0,22um Filter).

3.1.2 Puffer

- Tris-gepufferte Salzlésung: 1 | Tris-gepufferte Salzldsung enthielt:

100 mM NaCl, 50 mM Tris. Der pH-Wert wurde mit 4 N Salzsaure auf 7.3 eingestellt.

- Phosphat-gepufferte Salzlésung: 1 | isotonische Phosphat-gepuffertenSalzlésung
(HPBS) enthielt: 2,1 g Na;HPO,4, 4 g KH,PO,4, 8,1 g NaCl. Der pH-Wert der Lésung
betrug 7.2.
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- Con A-Puffer: 0,1 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl, 1 mM MnCl,, 1 mM CaCl,. Der pH-Wert

wurde auf 7.4 eingestellt.

- RCA5-Puffer: 0,1 M Tris-HCI, 0,5 M NaCl. Der pH-Wert wurde auf 7.4 eingestellt.

- MNE-Puffer: 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 25 mM MES. Der pH-Wert wurde auf 6.5

eingestellt.

3.1.3 LoOsungen

- Propidiumiodid-L6ésung: Zur Diskriminierung von lebenden und toten Zellen wurden die
Zellen mit folgender Losung versetzt: 0,5 pg/ml Propidiumiodidlésung in PBS. Das
Propidiumiodid ist ein DNS/RNS-Farbstoff mit relativ geringer Membranpermeabilitat.

Das Emissionsmaximum liegt bei 639 nm.

- Trypanblau-Ldsung: Zur Lebendzellzahl-Bestimmung wurde auch die folgende Lésung
verwendet: 0,2 % Trypanblau in deionisiertem Wasser. Vor Gebrauch 1 : 4 mit PBS

verdinnen.

3.2 Methoden
3.2.1 Allgemeine Handhabung von Zellen

3.21.1 Isolierung und Kultivierung humaner Monozyten aus dem Blut

Die Monozyten wurden im Institut fir Medizinische Immunologie aus dem peripheren Blut
(buffy coats) von Einzelspendern (Transfusionsmedizin Bergmannstrost, Martin Luther-
Universitat) isoliert. Hierzu wurden zwei Gradienten benutzt: 1. Ficoll, ein Polymer aus
Saccharose und Epichlorhydrin, zur Isolierung der mononukledren Zellen [249 - 250], 2.
Percoll, ein kolloidales Silikat mit einer Polyvinylpyrrolidon Beschichtung, zur Trennung

der Lymphozyten und Monozyten [251].

Material: Ficoll-Lésung (Dichte = 1,077 + 0,001 g/ml) (Ficoll Paque, Pharmacia,
Freiburg)
Percoll-Lésung:
45 % (v/v) Percoll (Dichte = 1,130 £ 0,005 g/ml) (Pharmacia)
5 % (v/v) 10-fach konzentrierte Earles Salzldsung
50 % (v/iv) S-MEM
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In einem 50 ml Spitzbodenréhrchen (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg) wurden 20 ml
der Ficoll-Lésung vorgelegt und auf Raumtemperatur (20 - 25 °C) vorgewarmt. Diese
Lésung wurde anschlieflend mit 30 ml Blut, 1 : 2 mit PBS verdlnnt, Gberschichtet und bei
20 °C, 550 x g fur 20 min zentrifugiert. Das Pellet bestand Uberwiegend aus Erythrozyten
und Granulozyten, wahrend sich die mononukledren Zellen an der Obergrenze der Ficoll-
Lésung befanden. Das Uberstehende Plasma wurde abgesaugt. Die Bande mit den
mononuklearen Zellen wurde abgehoben und zweimal in S-MEM gewaschen. Zur
Trennung der mononukledren Zellen in Lymphozyten und Monozyten wurden die Zellen
auf einen praformierten Percollgradienten gegeben. Der praformierte Gradient wurde
durch Zentrifugation der Percoll-Lésung bei 20 °C, 17.400 x g fir 12 min in einem SS-34-
Rotor aufgebaut. Die Zellen wurden nach dem Auszahlen auf eine Konzentration von 1 x
10® Zellen/ml eingestellt. Von dieser Suspension wurden 3 ml vorsichtig auf den
praformierten Percoll Gradienten gegeben. Der Gradient wurde fir 40 min bei 20 °C mit
650 x g zentrifugiert. Als Ergebnis erhalt man zwei Banden, von denen die obere Bande
die monozytaren und die untere Bande die lymphozytédren Zellen darstellt. Die
monozytare Bande wurde abgenommen und zur weitestgehenden Entfernung der
Thrombozyten und des Percolls dreimal mit S-MEM gewaschen. Die Reinheit der
Monozyten betrug etwa 85 %. Die Zellen wurden ausgezahlt und in einer Konzentration
von 2 x 10° Zellen/ml in Monozyten-Medium suspendiert. Diese Suspension wurde in UV-
sterilisierte Teflonsackchen eingeschweilt und anschlielend bei 37 °C, 7 % CO; kultiviert
[252]. AbschlieRend wurden die Teflonsackchen fiir 30 - 60 min auf Eis gelegt und durch
leichtes Klopfen die Monozyten auf die Unterseite abgeldst. Die Sackchen wurden
aufgeschnitten und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden gezahlt
und die Lebendzellzahl durch Trypanblau-Farbung bestimmt. Samtliche Zellkulturarbeiten

wurden fir mich freundlicherweise im Institut fir Medizinische Immunologie ausgefihrt.
3.2.1.2 Makrophagenzéahlung
Die Zellsuspension wurde 1 : 100 mit Turck-Lésung verdinnt. In einer Neubauer-

Zahlkammer wurden die blaugefarbten Zellen lichtmikroskopisch gezahlt und

anschlieRend die Gesamtzahl berechnet.
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3.2.1.3 Lebendmakrophagenzahlbestimmung

Die Zellsuspension wurde 1 : 100 in der Trypanblau-Lésung verdiinnt. Nach 1 min wurden
die nicht gefarbten Zellen in einer Neubauer Zahlkammer lichtmikroskopisch ausgezahlt

und die Anzahl der lebenden Zellen bestimmt.

3.2.14 Gewinnung von Perikard-Makrophagen

Die Quellen verfugbarer humaner Makrophagen sind rar. Fir uns ergab sich die
Méglichkeit, mit humaner Perikardflissigkeit zu arbeiten, die uns freundlicherweise aus
der Kilinik fir Herz- und Thoraxchirurgie Uberlassen wurde. Monozyten/Makrophagen der
Perikard-Flissigkeit von Patienten mit offener Herzoperation wurden zuerst 3 x mit HPBS-
Puffer gewaschen. Mittels Anfarbung mit CD14-Antikbrpern  konnte  der
Makrophagengehalt der Flussigkeit evaluiert werden. Anfarbung mit einem Phycoerythrin-
markierten Antikorper gegen den Mannoserezeptor half uns bei der Bestimmung des
Anteils Mannoserezeptor-positiver Makrophagen. Das Gating auf Makrophagen mit dem
FACS-Gerat in der durchflusszytometischen Analyse wurde in der dot blot:forward gegen

side scatter vorgenommen.

3.2.2 Praparation und Charakterisierung von Glykoliposomen zur
systemischen Applikation
3.2.2.1 Asymmetrische Lokalisierung der Glykolipide auf der

AulRenmonolayer von Phospholiposomen

Vorbereitend wurde eine Chloroformlésung mit einem Gesamtlipidgehalt von 14 pmol/ml
(DPPC/Chol [7 : 3 mol %]) in einen 10 mI-Rundkolben Uberfihrt. Zur Ausbildung des
Lipidfilms wurde das Losungsmittel am Vakuumrotationsverdampfer bei 35 °C entfernt.
Anschlieend wurden 0,3 ml der HBPS bzw. TBS Puffer zugesetzt. Es folgte eine
Dispergierung der Lipide mit Hilfe von Glasperlen bei 65 °C durch manuelles Schutteln
Uber einen Zeitraum von 10 min. Danach wurde die Dispersion 16 h mechanisch
geschittelt (100 Bewegungen/min). Anschliellend wurde die Liposomendispersion
oberhalb T,, sechsmal durch eine Polycarbonatmembran (Nucleopor, Porengréfie 400
bzw. 200 nm) extrudiert. Nach der Einengung der im organischen Lésungsmittel geldsten
Neoglykolipide und deren unmittelbar nachfolgende Aufnahme in Methanol (3 % des

Vesikel-Suspensionsvolumens) wurden die so praformierten Vesikel der methanolischen
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Glykolipidlésung zugesetzt und nach 7 sec schonenden Schitteln 20 min bei
Raumtemperatur vor der biologischen Analyse inkubiert, soweit nicht anderes vorgesehen

war.

Phospholipid-,,bilayer* Inneres hydrophiles Pool

)
§ Phospholipid ; glykosyliertes Lipid

Abb. 4: Schematische Darstellung der asymmetrischen Lokalisierung von Glykolipiden in Phospho-
liposomen

Das zugrundelegende Prinzip dieser Ethanol-Injektions-Prozedur wird unter 3.2.3.4
beschrieben. Die asymmetrische Verteilung von Glykolipiden aufer und innerhalb der
Vesikel wurde durch enzymatische Analyse bestimmt. Dazu wurden (aufgrund
mangelnder Substanzverfligbarkeit) galactosylierte Vesikel statt mannosylierte der
Testung unterzogen. Diese Vesikel wurden mit dem spezifischen Enzym Galaktose-
Oxidase inkubiert und die gebildeten Endophenolfarbstoffe  (Chinonimine)
spektrophotometrisch, wie unter 3.2.6 beschrieben, erfasst. Die Messung der erhaltenen
Farbstoffe wurde vor und nach der kompletten Zerstérung der Liposomenstruktur mittels
Ultraschallbehandlung fur 10 min bei 60 °C vorgenommen und so der prozentuale Anteil
an Glykolipiden in der &ufleren Schicht der Liposomen ermittelt. Etwa 80 % der

Galactolipide waren an der AuRenmonolayer lokalisiert.

3.2.2.2 Bestimmung der VesikelgroRe mit PCS

(photon correlation spectroscopy)

Zur Bestimmung der Partikelgrofie und des Polydispersitatsindex (Pl) kolloidaler
Arzneistofftrager wurde im Rahmen dieser Arbeit das sogennante PCS-Verfahren
verwendet. PCS ist ein Laserstreulichtverfahren zur Messung von Partikelgrofen-
verteilungen in einem Messbereich von 5 nm bis 3 um und wurde am Malvern-Autosizer
llc durchgefiihrt. Das Prinzip besteht darin, dass die Probe von Laserlicht einer
bestimmten Wellenlange bestrahlt wird und die Intensitat des Streulichtes mit Hilfe eines

Photonenmultipliers gemessen wird. Dieser misst die Streulichtintensitat, indem er fur
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jedes registrierte Photon ein elektrisches Signal an den Korrelator gibt. Die pro Zeiteinheit
registrierten Photonen werden im Korrelator verarbeitet, als Ergebnis wird eine

exponentiell abfallende Korrelationsfunktion erhalten:

g(m=1+e*1 (4)
mit: T Verzdgerungszeit
D Diffusionskoeffizienten der Partikel

K Betrag des Streulichtvektors

Aus dem Diffusionskoeffizienten der Partikel kann dann der Partikeldurchmesser mit Hilfe

der Einstein-Beziehung berechnet werden.

3n
mit: kK Boltzmannkonstante
n Viskositatskonstante
T absolute Temperatur

Der Pl ist ein Mal fir die relative Breite der GréRenverteilung. Ein Pl von 0 steht fir eine
monodisperse Partikelpopulation. Latexsuspensionen mit einem Pl zwischen 0,03 und
0,06 werden als monodispers bezeichnet. Bei Werten von 0.1 bis 0,2 liegt eine relativ
enge GroRenverteilung vor. Ein Pl Uber 0,5 weist auf eine breite Verteilung ohne

bestimmte Form hin.

Zur Durchfihrung der Messung wurden 2 ml des partikelfreien, gefilterten PBS (Sterilfilter
der Firma Sartorius, 0,22 ym) und 25 yl Vesikeldispersion in spezielle Klvetten gegeben
und durch Erfassung der Massenverteilung vermessen. Es wurden 5 Einzelmessungen
der Proben durchgefiihrt, wobei jede Einzelmessung eine Dauer von 200 sec hat. Die
Messparameter wurden den unterschiedlichen Proben angepasst, um optimale

Autokorrelationsfunktion zu erhalten.
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3.2.2.3 Stabilitatsuntersuchungen

Zur Ermittlung der Stabilitat der glykolipidhaltigen Liposomen unter den Bedingungen der
Zellversuche wurden die mit 6 CF inkorporierten Vesikel Uber mehrere Stunden in
serumfreiem Medium bei 37 °C inkubiert. Parallel hierzu erfolgte eine Inkubation in TBS
bei derselben Temperatur. Es wurden 55 pl Liposomendispersion/ml Medium bzw. TBS
verwendet. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden je 250 yl entnommen, mit 10 ml TBS
bzw. Triton X-100 verdinnt und bei 520 nm vermessen. Die Berechnung der

Einschlussrate erfolgte analog:

cTriton - cTBS x 100 % =E % (6)
0,1xV

cTriton = Konzentration von 6-CF nach der Vesikel-Lysis

cTBS = Konzentration von freiem 6-CF
Vv = Verdiinnungsverhaltnis (10 pl + 10,25 ml = 9, 756 x 10*)
E % = Einschluss von 6-CF in % bezogen auf 0,1 M Lésung = 100 %

Zur Verbesserung der Stabilitdt wurden 33 Mol% Cholesterol in die Vesikel eingearbeitet.

3.2.3 Durchflusszytometrische Untersuchung der MR-Glykoliposomen-
Wechselwirkung
3.23.1 Das Grundprinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein effektives Verfahren, bei dem die Bestimmung von
Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften in einer Einzelzellsuspension ermoglicht wird.
Das Grundprinzip eines Durchflusszytometers geht auf Untersuchungen der sechziger
Jahre zurick und soll im folgenden kurz dargestellt werden: Eine Zelle wird durch
verschiedene Methoden mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. Dieser Farbstoff
kann durch Kopplung an einen Antikérper oder ein anderes spezifisches Reagenz, z. B.
Phalloidin, mit der Zelle verbunden werden. Es lassen sich somit verschiedene
Eigenschaften einer Zelle auch quantitativ bestimmen, hierzu gehéren membranstandige
und intrazelluldre Antigene, die intrazelluldren [Ca®']-, [0%]- und [H,O,]-Konzentrationen,
der F-Actin- und der Tubulin-Gehalt, die Phagozytoseeigenschaften und die Vitalitat einer
Zelle. Fur alle diese Messungen gilt die Proportionalitat zwischen dem Fluorochromgehalt

und der Zelleigenschaft. Nach der Beladung mit einem Fluorochrom wird die Zelle in
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einem fokussierten Flussigkeitsstrom an einem Laserstrahl vorbeigefuhrt. Innerhalb dieser
Arbeit wurde ausschlieRlich mit einem Durchflusszytometer mit nur einem Argonlaser
gearbeitet (Emissionslinie bei 488 nm). Das setzte voraus, dass alle verwendeten
Farbstoffe in diesem Bereich anregbar sind. Im 90°-Winkel zum einfallenden Laserstrahl
wird das emittierte Fluoreszenzlicht detektiert. Hierzu wird das Licht Uber einen Kollektor
gesammelt und Uber verschiedene optische Systeme auf Fotomultiplier geleitet. Je nach
der Ausristung des Systems lassen sich somit verschiedene Wellenlangenbereiche
separat detektieren, was die parallele Anwendung verschiedener Fluorochrome erlaubt.

Parallel zu der Messung des Fluoreszenzlichtes erlauben die meisten Gerate eine
Aufnahme des Streulichtes. Das Vorwartsstreulicht in der Achsenrichtung des
Laserlichtes wird in erster Linie durch Beugung des Lichtes an der Zelloberflache erzeugt
und dient als relatives MaR fir die ZellgroRe. Das im 90° Winkel zum einfallenden
Laserstrahl aufgefangene Seitwartsstreulicht wird durch Streuung des Lichtes an
unterschiedlich dichten Zellbestandteilen erzeugt, hierzu gehdéren Zellorganellen und
Zelleinsschlisse. Das Vorwarts- und das Seitwartsstreulicht diente einer groben
Unterteilung der zu analysierenden Zellpopulation. Die aufgenommenen Signale werden
elektronisch verstarkt und an einen Computer zur weiteren Datenverarbeitung
weitergegeben. Innerhalb dieser Arbeit wurde mit einem FACScan-Analysegerat (Becton
Dickinson, Heidelberg) am Institut fir Medizinische Immunologie gearbeitet. Der FACScan
verfugt Uber Mdglichkeiten zur Detektion des Vorwarts- und Seitwartsstreulichtes, sowie

Uber drei festeingestellte Filtersets:

FL1: 530/50 nm BP fir Fluorescein
FL2: 585/50 nm BP flir Phycoerythrin, Propidiumiodid
FL3: 650 nm LP fir Propidiumiodid

Die Auswertung erfolgte beim FACScan Uber die LYSYS-II-Software. Die LYSIS-II-
Software ist ein kommerzielles Programmpaket zur Aufnahme und Auswertung der Daten
vom FACScan Durchflusszytometer (Becton-Dickinson, USA). Es kann fiunf Parameter
parallel aufnehmen und ermdglicht eine beliebige Zusammenstellung von 1- oder 2-

Parameter-Bildern.

3.2.3.2 Auswertung der durchflusszytometrischen Daten

Zur Auswertung durchflusszytometrischer Daten werden zuerst Zellen ohne intakte

Zellmembran mit Hilfe eines DNS/RNS Farbstoffs mit nur sehr geringer
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Membranpermeabilitdt (Propidiumiodid) ausgegrenzt. In einer 2-Parameter-Darstellung
des Vorwartsstreulichtes gegen die rote Fluoreszenz lassen sich die Zellen mit einer
intakten Plasmamembran gut erkennen. Da die vorhandenen Lymphozyten etwas kleiner
und eine geringere Autofluoreszenz besitzen, findet man diese Zellpopulation teilweise
getrennt von den Monozyten wieder. Durch das Eingrenzen der intakten monozytaren
Population wurden nur die Zellen innerhalb dieser Grenzen zur Datenaufnahme be-
ricksichtigt. Nach der Datenaufnahme wurden die berlicksichtigten Werte erneut in einer
2-Parameter-Darstellung aufgezeichnet. Durch die Auftragung des Vorwartsstreulichtes
gegen das Seitwartsstreulicht erhalt man eine gute Auftrennung in Monozyten und die
restlichen Lymphozyten. Durch erneutes Eingrenzen der groReren und granuldren
Population wurden nur diese Zellen zur Analyse bericksichtigt.

Die zur Analyse bericksichtigten Zellen wurden als Histogramm (Intensitat der
Fluoreszenz gegen Anzahl der Zellen) dargestellt. Zur Berechnung wurde ein Histogramm
eines isotypischen Kontrollantikbrpers mit dem Histrogramm des zu bestimmenden mAk
Uberlagert. Die Kurven wurden anschlieiend geglattet und voneinander subtrahiert. Zur
Berechnung wurden die Zellen mit einer hoheren Intensitat als das Maximum des
Kontrollantikorpers berucksichtigt. Als Ergebnis erhielt man die Anzahl der positiven
Zellen und den geometrischen Mittelwert der Fluoreszenzintensitat (Mean). Die Anzahl
der positiven Zellen, bezogen auf die bei der Analyse bericksichtigten Zellen, ergaben

den Prozentanteil von positiven Zellen.

3.2.3.3 Nachweis der MR-Expression auf kultivierten humanen

Monozyten

Das Verfahren der Durchflusszytometrie erlaubt ein rasches Messen der Zelloberflachen-
expression eines Antigens. Monozyten des Blutes tragen keinen Mannoserezeptor. Sie
lassen sich in Kultur jedoch in Makrophagen-ahnliche Zellen differenzieren. Ein Antikérper
gegen den MR sollte auf der Zelloberflache von humanen Blutmonozyten des 6. und 7.
Kulturtages binden. Zum Nachweis der Antikérperbindung auf der Zelloberflache diente
die direkte Immunfluoreszenzfarbung mit dem monoklonalen Antikérper clone 3.29 B1.10
(Coulter), da der eingesetzte Anti-MR-Antikérper selbst mit einem Fluorochrom, dem

Phycoerythrin, markiert war. Der Versuch wurde bei 2 - 4°C durchgeflihrt.
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3.2.34 Praparierung vom Serum aus einzelnen Spendern zur

Charakterisierung serumabhéngiger GL-Aufnahme

Serum aus dem Blut einzelner gesunder Spender wurde durch die Zentrifugation bei
10.000 x g fir 10 min bei 4 °C erhalten. Das Serum wurde dann bei -20 °C gefroren, bis er
zur Anwendung kam. MBP-freies Serum wurde durch zweimalige Affinitats-
chromatographie (1Tropfen/25s, D- Mannose, immobilisiert an 4 % Agarose-beads), mit
loading buffer (1.25 M NaCl, 20 mM CaCl, und 20 mM Imidazol-HCI) equililibriert,
prapariert. AnschlieRend wurde die Saule mit dem Elutionspuffer (20 mM Imidazol-HCI,
pH 7.8, 1.25 M NaCl, und 2 mM EDTA) gewaschen. Die Liposomen wurden vor einigen

wenigen Endozytose-Versuchen mit Serum bei 37 °C fir 10 min inkubiert

3.2.3.5 FITC-Markierung von rt-PA und AGP¢

Bei den auf der Durchflusszytometrie basierenden kompetitiven Studien mit den
Glykoliposomen wurden die beiden als Liganden verwendeten Glykoproteine mit
Fluoresceinisothiocyanat Isomer | (FITC-l) entsprechend der in [253] beschriebene
Prozedur markiert. 200 ug rt-PA bzw. AGPc wurden mit 500 pug FITC in 50 mM Borat-
Puffer (pH 9.5), welches 200 mM NaCl, 20 mM CaCl,, und 100 mM Mannose enthielt, fur
18 h bei 4 °C inkubiert. Die Separation von gebundenem und freiem Farbstoff wurde
durch Gelchromatografie erreicht. Die Endreinigung erfolgte durch Dialyse gegen Wasser
bei 4 °C Uber Nacht.

3.2.3.6 Bestimmung der IC5so —Werte der Cluster-Neoglykolipide

Das inhibitorische Potential der liposomalen Neoglykolipide, die sich durch systematisch
variierte terminale Epitope und Spacerlangen auszeichnen, wurde durch einen in vitro
etablierten Kompetitionsassay durchgefiihrt. Dazu wurden zwei mit FITC-markierte,
literaturbekannte Liganden, das o4-AGPc und das rt-PA, verwendet. Die Cluster-
Neoglykolipide wurden in Typ | (spacerlos) und Typ |l (spacergekoppelt) eingeteilt.
Cluster-Neoglykolipide vom Typ | wurden als kompetitive Inhibitoren gegen die Bindung
der a-AGPc-Fraktion an den MR von humanen Makrophagen aus Perikardial-Flussigkeit
eingesetzt. Hinsichtlich vergleichender Untersuchungen zur Bindungsaffinitat zwischen
MR und Cluster-Neoglykolipiden vom Typ | wurde die AGP C-Fraktion aus dem
kommerziell erhaltlichen AGP entsprechend der Vorschrift von Bayard [254] isoliert. Die

Cluster-Neoglykolipide vom Typ Il wurden auf ihre inhibitorischen Eigenschaften gegen
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die Bindung von rt-PA an den MR von aus buffy coats isolierten 5 - 7 d mit IL-4 kultivierten

Monozyten untersucht.

Zur Durchfuhrung des Kompetitionsassays wurden der rt-PA bzw. das AGPc mit den
entsprechenden Makrophagen ohne (Kontrolle) sowie mit Glykoliposomen bei 4 °C flr 2 h
inkubiert, danach zweimal mit HBPS-Puffer gewaschen und fiir 6 - 8 min bei 1600 U/min
zentrifugiert, in Messpuffer resuspendiert und anschliefend die Fluoreszenz am FACS-
Gerat gemessen. Die spezifische Bindung des FITC-AGP¢ bzw.FITC-rt-PA ergab sich aus
der Differenz zwischen totaler und nichtspezifischer Bindung. Die nichtspezifische
Bindung wurde mit Hilfe des MR-spezifischen Inhibitors Mannan (2 mM) bestimmt und
vom gemessenen Fluoreszenzsignal subtrahiert. Die spezifische Bindung der Liganden
an den Mannoserezeptor der Makrophagen in Abwesenheit von Glykoliposomen diente
dabei als Kontrolle. Das in Abwesenheit der Glykoliposomen erhaltene Fluorezenzsignal
wurde als Bezugswert (100 %) herangezogen. Bei Zugabe der Glykoliposomen
verringerte sich die gemessene relative Fluoreszenz aufgrund der Kompetetion zwischen
dem jeweiligen Liganden und den Glykoliposomen um den Mannoserezeptor. Die
Fluoreszenzintensitaten wurden in Prozent des Bezugswertes gegen den Logarithmus der
Inhibitorkonzentration aufgetragen und mittels nichtlinearer Regression an Gleichung 4

angepasst:

y = 100/(1 + exp (x - m)/w) (7)

Hierbei gibt x die variierte Inhibitorkonzentration wieder. Der Parameter m steht fir
diejenige Inhibitorkonzentration, bei der die gemessene relative Fluoreszenzintensitat die
Halfte des Bezugswertes (100 %) ist (ICso-Wert). Die gegebene Gleichung wurde in
Ermangelung eines konkreten Modells gewahlt, um die Affinitdt der Inhibitoren grob

abzuschéatzen.

3.2.3.7 Bestimmung der Aufnahme-assoziierten Fluoreszenz mit Hilfe
der Dithionit- Technik

Der chemische Grundgedanke dieser Messmethode beruht auf der Loschung der
Fluoreszenz von 7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl-phosphatidylethanolamin (NBD-PE)

durch Dithionit-Einsatz.
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asymmetrisch NBD-PE-markierte Liposomen gequenchtes NBD-PE

Dithionit

Zelle

Abb. 5: Reduktion von 7-Nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl-phosphatidylethanolamin (NBD-PE) zum 7-
Amino-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl-Lipid durch Dithionit

Das stark fluoreszierende NBD-PE wird durch Dithionit (gelést in 1 M Tris, pH 10,
NBD/Dithionit 1/25.000) zur entsprechenden Amino-Verbindung (nichtfluoreszent)
reduziert [255]. Eine Anwendung dieses Markers als Parameter flir den internalisierten
Liposomenanteil wird erst dadurch méglich, wenn dieser lipidverankerte Farbstoff
wahrend der Praparationsprozedur in der aufderen Monolayer der Vesikel lokalisiert wird.
Hierbei kam es zur Anwendung der Ethanol-Injektionsmethode [256]. NBD-PE wird vom
Chloroform am Rotationsverdampfer befreit und anschliefend erneut mit Ethanol
aufgenommen. Dabei ist eine Endkonzentration von Ethanol innerhalb der praformierten
Liposomen von maximal 3 Vol% einzuhalten. Die ethanolische NBD-PE-Menge wurde
nun mit einer Mikroliterspritze zu den fertigen Liposomen gegeben. Dabei kommt es zur
spontanen Verteilung des Markers in der au3eren Monolayer. Zur Durchfiihrung dieses
Versuches zur Bestimmung der zellularen Aufnahme wurden 50 pl einer 1.0 M Dithionit-
Lésung in 1.0 M TRIS (pH 10) verwendet. Vor Zugabe von Dithionitreagenz wurde die
Grundfluoreszenz der Zellen nach erfolgter Liposomeninkubation mit NBD-haltigen
Vesikeln gemessen (Bindung und Internalisierung). Die zu untersuchenden Zellen wurden

anschlieRend fur 3 min mit Dithionit behandelt und die Fluoreszenz erneut bestimmt.



Material und Methoden 45

3.2.3.8 Etablierung eines neuen Assays zur Untersuchung des
Verbleibs liposomaler Inhalte in interzellularen Azid-

Kompartimenten

Neben Bindung und Internalisierung ist die Untersuchung des Verbleibs der zu
verkapselten Inhalte in Glykoliposomen (GL) von Interesse. Auf der Suche nach einem
geeigneten Parameter wurden die Eigenschaften der FITC-Fluoreszensmarker in Betracht
gezogen. Dieser Fluorophor hat die Eigenschaft, seine Quantenausbeute im sauren Milieu
zu quenchen. Durch die Verwendung von lonophoren wie Monensin wird das Zellinnere
und -aullere neutralisiert und somit der gequenchten Anteil an Fluoreszensmarker
wiedererhalten. Zur Durchfihrung des Assays wurden zunachst FITC-BSA (170 ug/ml)-
haltige PC/PS/Man (60 : 30 : 10)-Liposomen (800 nm) mit 10° Makropha-gen/ml fiir 17 h
bei 37 °C inkubiert, danach drei mal gewaschen und anschlieRend mit Triton X-100
(geldst in 0,1 M Boratpuffer/pH 8,3) lysiert. Das Lysat wurde zentrifugiert, das BSA aus
dem Uberstand durch Zugabe von 10 % Trichloressigsaure (TCA) préazipitiert und die
Saure-lésliche Fraktion abgetrennt. Das Saure-unlésliche Prazipitat wurde in Boratpuffer
solubilisiert. Schliefdlich wurden beide Fraktionen mit festem Natriumcarbonat auf pH 8,3
eingestellt, separat einer proteolytischen Fragmentierung mittels 200 ug/ml Pronase (37

°C fir 1 h) unterzogen und spektrofluorimetrisch vermessen.

3.2.3.9 XTT-Test zur Bestimmung der Zytotoxizitat von Glykoliposomen

Um GL als kolloidale Arzneistofftrager zur parenteralen Applikation einzusetzen, ist es
wichtig, deren toxikologische Unbedenklichkeit abzuklaren. In dieser Arbeit wurde der
Test auf Viabilitdt mit dem Tetrazoliumsalz XTT (3-[1-(Phenylaminocabonyl)-3,4-
tetrazolium]-bis-(4-methoxy-6-nitro)-benzylsulfonsdure Natriumsalz durchgefuhrt. Das
gelb gefarbte Tetrazoliumsalz XTT wird in den Mitochondrien lebender Zellen durch
Reduktasen der Atmungskette zum orangefarbigen wasserldslichen Formazan
metabolisiert, welches durch ein Spektrophotometer (ELISA-reader) direkt erfassbar ist.
Um eine optimale Messung der Zellviabilitdt vor und nach der Inkubation mit GL zu
erreichen, wurde die Anzahl der Zellmenge pro Probe bei beiden Tests auf 10° gleich
gehalten. Die Makrophagen wurden in 96-well-Mikrotiterplatten mit den Proben und der
XTT-Lésung (Endkonzentration 0,3 mg/ml) fur 24 h inkubiert und anschlieRend
spektrophotometrisch bei 490 nm vermessen. Diese Arbeiten wurden freundlicherweise

am Institut fir Medizinische Immunologie fir mich durchgefihrt.
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Abb. 6: Reduktion des gelb gefarbten Tetrazoliumsalzes XTT zum orangen Formazan unter
Spaltung des Tetrazoliumringes

3.2.4 Detektierung des MR in eventuellen Mikrodomanstrukturen

Die dynamische Clusterung (Rafts) von Glykosphingolipiden und Cholesterol in
Biomembranen fiihrt zur Bildung von speziellen Mikrodomanen innerhalb der Bilayer.
Diese sind mit Proteinen und weiteren Lipiden assoziiert, die in spezifischen Funktionen,
wie Endozytose durch non coated pits, Membrantrafficking und Signaltransduktion,
involviert sind. Die Aufnahme Uber Raft-Strukturen unterscheidet sich wesentlich von der
Aufnahme Uber coated pits. Raft-assoziierte Proteine lassen sich durch ihre Triton-
Unlidslichkeit bei 4 °C darstellen [303]. Meist wird mit einem diskontinierlichen Sucrose-
Gradienten gearbeitet. Zum Nachweis, ob der Mannoserezeptor in Rafts organisiert ist,
werden Zellmembranen zuerst mit einem Detergens lysiert, danach mit Zuckergradienten
fraktioniert und anschlielend durch western blot analysiert. Diese samtlichen Arbeiten
wurden fur mich freundlicherweise von Herrn Dr. Navarrete Santos am Institut fur

Medizinische Immunologie durchgefuhrt.

3.24.1 Isolierung von Membranfraktionen auf der Basis von Triton X-
100 bei 4 °C

Das Prinzip dieser Prozedur besteht darin, dass sich durch nichtionische, milde
Detergenzien wie Triton X-100 viele hydrophobe Membranproteine in Lésung bringen

lassen. Dabei bindet Triton X-100 mit seinem hydrophoben Teil membrandurchdringende
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Segmente von Proteinen. Es entstehen sowohl ein H,O-léslicher Protein/Lipid/Detergenz-
Komplex als auch I8sliche gemischte Lipid/Detergenz-Mizellen. Mittels eines
Dichtegradienten aus Saccharose (5 — 40 %) kénnen Membranfraktionen von lysierten
Zellen isoliert werden. Die leichten Mizell-reichen Protein/Fett-Fraktionen befinden sich in
den niedrigen Dichten des Gradienten. Dagegen sind in den hdheren Dichten nicht
fetthaltige schwere Membranproteine, die durch Triton X-100 herausgeldst wurden. Raft-
assoziierte Proteine sind resistent gegen Triton X-100 bei 4 °C. Dagegen sind alle

Membranproteine bei 37 °C I8slich.

Zur Durchfihrung der Isolierung wurden humane kultivierte Monozyten des 6. Tages (2,5
x 107) einmal mit eiskaltem PBS gewaschen und dann in 1 ml 1 %igem Triton X-
100/MNE-Puffer (enthalt 20 ul Protease-Inhibitor-Mix) fiir 20 min auf Eis lysiert und mittels
Einwegspritze homogenisiert. Das Zelllysat musste wahrend der ganzen Arbeitszeit kalt
(Eis) gelagert werden. Um den Gradienten aufzubauen, wurde 1 ml 80 %
Saccharose/MNE-Puffer mit 1 ml der lysierten Zellen vermischt, so dass eine 40 %
Suspension entstand. Danach wurden vorsichtig 2 ml 30 %iger Saccharose/ MNE-Puffer
und anschlielend 1 ml 5 %iger Saccharose/MNE-Puffer Uberschichtet. Die nachge-
schaltete Ultrazentrifugation wurde bei 200.000 x g und 4 °C mit einem SW5&5 Rotor
(Beckmann Instruments) fur 15 h vorgenommen. Daraufhin wurden vorsichtig 5
Fraktionen (je 400 pl), beginnend mit der geringsten Dichte, abgenommen. Die Fraktionen
wurden mit einem Volumenteil 20 %iger Trichloressigsaure fur 30 min auf Eis gefallt und
die in einer Zentrifugation (30 min) bei 10.000 x g und 4 °C gewonnenen Pellets in 0,1 N
Natriumhydroxid-Lésung resuspendiert. Nach der Proteinkonzentrationsbestimmung
wurden die Membranfraktionen auf MR-Anwesenheit mit Western Blot analysiert.

Mannoserezeptor hat ein Molekulargewicht von 175 kDa.

3.24.2 Proteinbestimmung mit dem BCA Reagenz

Die Protein-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein Assay Reagent Kit
(PIERCE, Bonn). Das Prinzip dieser Bestimmung beruht auf der Reaktion nach Biuret. Als
Standardreihe diente eine Verdiinnungsreihe von bekannten BSA-Konzentrationen (0,005
- 0,75 ug/ul). 25 ul jeder BSA-Verdinnung und Verdinnungen von 1 : 25 der zu
messenden Proteinproben wurden mit 500 yl BCA Protein Assay ReagenzB: A=1:50
versetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 60 °C wurde die Extinktion der Proben bei
562 nm am Ultraspec Ill (Pharmacia, Freiburg) gemessen und mit der Software Microsoft

EXCEL durch lineare Regression ausgewertet.
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3.24.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Es wurden verschiedene Gele benutzt. Fir denaturierende Gele wurden NuPage 3 - 8 %
Tris-Acetat (TA)-SDS-Gradientengele, 7 % TA-SDS-Gele (beide Arten von Invitrogen,
Groningen) sowie selbstgegossene 6 % Gele verwendet. Fir native Gele wurden 4 %
Tris-Glycin-Gele (Invitrogen, Groningen) benutzt. Die entsprechenden Probenpuffer und

Laufpuffer stammten auch von Invitrogen.

Probenvorbereitung fur denaturierende Gele far native Gele

Protein 30-70ug Protein 30 -70 ug
DTT (0,5M) 1/10 vom Endvolumen Probenpuffer Y2 von Veng
Probenpuffer a vom Endvolumen H>O ad max. 60 pl

H,O ad maximal 60 pl

= Denaturierung der Proben bei 70 °C fir 12 min = keine Hitzebehandlung

Zusatzlich zu den zu untersuchenden Proben wurden 5 pl des ProteingréRenmarkers
MultiMark Multi-Colored Standard (Novex, Groningen) aufgetragen. Die Elektrophorese

erfolgte bei 180 V fir 90 min in den entsprechenden Laufpuffern.

3.24.4 Westernblot

Es wurde das Prinzip des Semi-Dry-Blot-Verfahrens angewendet: Tranken von je 3 Lagen
Blotting-papier (Biometra, Goéttingen) in Anodenlésung | + Il und Kathodenpuffer, Tranken
der Nitrocellulosemembran (Hybond ECL Nitrocellulose Membrane, Amersham, Freiburg)
in Anodenldsung Il, Schlieen der Blotkammer NovaBlot Electrophoretic Transfer Kit
(Pharmacia, Freiburg) und Blotten mit 0,8 A/cm? Gelflache fliir 1 h, nach Blot = Anfarben
der Membran mit Ponceau S-Lésung (SERVA, Heidelberg), um die Qualitat des Blots zu
Uberprifen und zu zeigen, dass alle Proben gleichmaRig aufgetragen wurden =
Entfarbung mit H,O oder 5 %iger Trockenmilch/TBST-Puffer. (Die Trockenmilch stammte
von Sucofin aus dem Supermarkt EDEKA.) AnschlieRend wurde die Membran fiir 1 h bei
RT oder tber Nacht bei 7 °C in 5 %iger Trockenmilch/TBST-Puffer geblockt.
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3.2.4.5 Antikorperinkubation und Rezeptor-Detektion

Die Membran wurde dann mit dem monoklonalen Anti-Mannoserezeptor-Antikérper mAb
clone 3.29 B1.10 (Coulter) in 5 %iger Trockenmilch/TBST fir 1 h bei RT unter Schiitteln
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen der Membran mit TBST und einmaligem Waschen
mit TBS folgte eine Inkubation flir 1 min in einem 1 : 1-Gemisch von ECL Reagenz 1 und
2 (ECL Western Blotting Detection Reagent, Amersham, Freiburg). Die Detektion erfolgte

mittels ECL High performance chemiluminiscence film (Amersham, Freiburg).

3.2.5 Invitro vereinfachtes Modell zur GL/Lektin-Interaktion
3.25.1 Etablierung eines neuen Messsystems zur Lektin-induzierten

Agglutination

Liposomale Glykolipide werden durch die Inkubation mit komplementaren Lektinen, wie
Con A oder RCA;;, agglutiniert. Die Bestimmung des Ausmalles der Agglutination
fokusierte sich meistens auf die turbidimetrisch erfassbare initiale Rate der Agglutination
in k/min”'. Da aber die Turbidimetrie selbst durch die Wahl der Lipidzusammensetzung
und die damit hevorgerufene Veranderungen der VesikelgrolRe beeinflussbar ist, wurde
hierbei ein simples und reproduzierbar quantitatives Assay auf der Basis der

Sedimentierung agglutinierter Vesikel durch low-speed Zentrifugation entwickelt.

Zur Durchfihrung des Standard-Assays wurden Lipidvesikel (12 pmol total Lipid),
bestehend aus DOPC, Galactolipiden sowie weitere Phospholipidkomponenten und ein
Fluorophor-Lipid ['"“]-PE, 0,75 mol % eingesetzt. Die Menge an inkorporierten Gal-C16
mit 3 bzw. 9 Spacer betrug 7 Mol% der totalen Lipidkonzentration. SUV-Vesikel wurden in
0.154 M NaCl/50 mM Tris.HCI (pH 7.3) durch Extrusion mit Hilfe von Unipor Filter der 0.2
and 0.1 ym PorengroRe prapariert. Nach 55 min Inkubationszeit wurde die Mischung bei
5.000 rpm fir 20 min zentrifugiert. Anschlielend wurde die Fluoreszens der gesamten
Inkubationsmischung sowie die des nach der Zentrifugation erhaltenen Uberstandes
ermittelt. In einigen Experimenten wurde die Agglutination durch die kontinuierliche

Registrierung der Turbiditat nichtmarkierter Vesikel bei 450 nm bestimmt.
3.25.2 Separierung der Glykolipid-Mizellen aus den Glykoliposomen

Um den Anteil an Vesikel-assoziierten Glykolipiden in Mizell-Vesikel-Mischungen und

damit den Einfluss zugesetzter Zweitphospholipidkomponente auf die Lektinbindung
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bestimmen zu kdnnen, war es von entscheidender Bedeutung, eine Methode zu finden,
Glykolipid-Mizellen von glykolipidhaltigen Vesikeln zu trennen. Zu diesem Zweck wurde
die Ausschlusschromatographie angewandt. Der Trennungsvorgang wurde am Modell Gal
1/3 : DPPC : Chol SUV-Vesikel auf CL-2B-Saule vorgenommen. Es konnten dabei keine
Erfolge verbucht werden. Daraufhin wurden gréRere Vesikel eingesetzt: die so praparierte
SUV-Vesikel wurden unter der Phasenibergangstemperatur flir 5 d inkubiert. Dabei
entstanden grofRe unilamellare Vesikel (fused vesicles, FV) von ca. 700 nm im Durch-

messer, die sich auf einer CL-2B S&ule leicht von Mizellen trennen lassen.

3.2.5.3 Phosphatidylcholin-Bestimmung

Zur Bestimmung des Lipidgehaltes wurde eine Cholinbestimmung nach Stewart mit
DMPC als Standard durchgefiihrt [305]. Der Stewart-Assay eignet sich zur Bestimmung
des Phosphatidylcholingehalts von Proben in Gegenwart von anorganischem Phosphat.
Man nutzt die Eigenschaft von Lipiden mit Ammoniumeisen(lll)thiocyanat in organischer
Lésung einen farbigen Komplex zu bilden. Da die Komplexbildung von der Kopfgruppe
des Phospholipids abhangt, eignet sich die Methode nicht zur Analyse von Proben, die ein
unbekanntes Gemisch verschiedener Phospholipide enthalten. Insbesondere
Phosphatidylglycerol wird beim Stewart-Assay nicht erfasst. Da in den durchgefihrten
Experimenten der Cholingehalt von Liposomen bekannter Zusammensetzung bestimmt

wird, ist diese einfache Methode zur Quantifizierung des Cholins geeignet.

Durchfiihrung

Als Reagenzlésung dient eine wassrige Losung von 0,1 M Eisenchlorid und 0,4 M
Ammoniumthiocyanat. Diese Losung ist bei Raumtemperatur mehrere Monate haltbar.
Standardproben werden durch Verdinnen einer Lipidlésung von 0,1 mg/ml DMPC in

Chloroform hergestellt. Dazu pipettiert man in 10 ml Glasrohrchen folgende Ansatze:

(Doppelbestimmung):

Lipid Oml |0,1ml [0,2ml [0, 4ml |[0,6ml |0,8ml |1ml
Chloroform |2ml [1,9ml {1,8ml |[1,6ml |1,4ml [1,2ml |1 ml

Reagenz 2ml |2 ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
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Von den zu bestimmenden Proben werden entsprechende Ansatze hergestellt. Alle
Proben werden mit einem Vortex-Mixer 15 s geschittelt und anschlie®end 10 Minuten bei
2700 rpm (Heraeus Biofuge 15 R, Rotor HSA 4100) zentrifugiert. Im Photometer wird die
optische Dichte der unteren Chloroformphase bei 485 nm gegen den Chloroformblindwert
gemessen und die Konzentration der Proben anhand der Eichkurve aus den Standards

ermittelt.
3.2.6 Bestimmung der Galactose-Oxidase-Aktivitat fur Galactolipide

Die Oxidationsreaktion von Galactose-Resten in Galactolipiden durch die Katalyse mit
Galactose-Oxidase wurde entsprechend [257] spektrophotometrisch erfasst. Die bei der
Oxidation gebildeten Wasserstoffperoxide wurden durch die Reaktion mit 1 % 4-
Aminoantipyrin und 5 %iger Phenol-L6ésung sowie 1,5 mg/ml horseradish Peroxidase
(HRP) reduziert und die Erhohung der Extinktion aufgrund entstandener Chinonimine bei

500 nm fiir 5 min bei 25 °C gemessen.

D-Galactose + O, —p D-Galactohexodialdose + H,0, (8)
2H,0; + 4-Aminoantipyrin + Phenol —— Chinonimin (9)

Ein Unit Galactose Oxidase fihrt zur Bildung von 1umol H,O, pro min bei 25 °C. Fur die
Errechnung der Substratkonzentration aus der Extinktion wurde der molare
Extinktionskoeffizient, ¢ = 1.200 M'/ecm™, benutzt. Unter Verwendung von Hanes-Woolf-
Plot (Gleichung 2) wurden die katalytischen Parameter wie K,,, kcat sowie kcat/k, fur die
unterschiedlich gespacerten Galactolipide im HEPES Puffer (10 mM, pH 7.0) bei 25 °C

ermittelt:

[SI/v = (1/Vmax ) [S] + Kin/Vimax (10)

[S] ist hier die Substratkonzentration, V,.x die maximale Geschwindigkeit und K, die
Michaelis-Konstante ist. Die Auftragung von [S]/v gegen [S] liefert eine Gerade, bei der
der Anstieg 1/ Vnax ist, der Schnittpunkt mit der y-Achse K./Vmax darstellt und der
Schnittpunkt mit der x-Achse die K., reprasentiert. Die experimentellen Untersuchungen
der im Institut synthetisierten Galactolipide wurden in Zusammenarbeit mit der Toyama
Universitat, Department of Chemical and Biochemical Engineering, Japan, durchgefinhrt.

Um die Bestimmung der GOD-Aktivitat sowohl tber die CMC als auch unter der CMC

vorzunehmen, wurden zuvor die CMC der betreffenden Galactolipide durch die Nouy’s-
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Oberflachenspannungsmethode in HEPES Puffer (10 mM, pH 7.0) bestimmt. Zuséatzlich
dazu wurde die CMC auch mit Hilfe des Fluorophors [8-Anilino-1-naphthalensulfonsaure-
Ammoniumsalz (ANS), 1uM] bei 25 °C fluorimetrisch ermittelt. Die Versuche zur GOD-
Aktivitat wurden in Abhangigkeit von der Spacerlange der verwendeten Amphiphile
durchgefiihrt und die erhaltenen katalytischen Para-metern (Kn, Kcat Und Kot/ Ki) in beiden

Fallen miteinander verglichen.

3.2.7 Synthetische Glykolipide

Entsprechend der Aufgabenstellung wurden im Rahmen angefertigter Promotionsarbeiten

im Institut fir Pharm.Chemie zwei Typen von Glykolipiden synthetisiert:

1o HO ARVAVAVAVAVAVAVAVARLSL
el RV AVAVAVAVAVAVAYAV AR

R = Galactoside R-O 8
VAR AN = o8
VA AV VAVAVAYAVAVAVAVAR .k
R Y A VAVAVAVAVAVAVAY

N Y N AV N VAV VAV AVAVAVAVAVAV AR
A N Y A N Y A Y VAV AVAVAVAVAVAI="TE

- NV ANV VANV AV AN VN VAAAAANAN = el 20

Abb. 7: I. Ethoxyspacer-assozierte Monoacylgalactoside.
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eingeteilt worden sind.

Abb. 8: Il. Pentaerythritol-basierende Cluster-Neoglykolipide, welche wiederum in Typ | und Typ Il
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Ergebnisse und Diskussion

4.1 Durchflusszytometrische Analyse der biologischen Aktivitat
liposomaler Neoglykolipide

4.1.1 Evaluierung der Bindungsaffinitaten an MR in Abhangigkeit von der
Anzahl der Zuckerreste (Epitope) und der Lange des Abstandhalters
(Spacer)

4111 Inhibitionsstudie mittels a;-AGPc-Fraktion fur Cluster-

Neoglykolipide vom Typ |

Zur Evaluierung der Bindungsaffinitadten in Abhangigkeit von der Anzahl der Mannose-
Reste (Minicluster-Glykosid-Effekt) von Vesikel-assoziierten Glykolipiden, wurde eine
Kompetitionsstudie mit o-AGP durchgefihrt. Dieses humane a4-saure Glykoprotein
(AGP) ist ein Akut-Phasen-Glykoprotein. Es enthalt 43 % Kohlenhydrate, welche auf 5 N-
gebundene Glykanketten pro Molekul [258] als bi-, tri- und tetraverzweigte
Glykanstrukturen verteilt sind [259]. Dieses Glykoprotein kann in nichtreaktive (AGP A),
schwach reaktive (AGP B) und reaktive (AGP C) Fraktionen mittels Con A-Sepharose
chromatographisch separiert werden [254]. Der AGP A-Fraktion fehlt ein biantennares
Glykan. AGP B dagegen enthalt eine und AGP C zwei disialylierte biantennare
Glykanstrukturen [260], was die unterschiedlichen Reaktivititen gegenlber
Glykokonjugaten erklaren soll. Die Ergebnisse der Kompetitionsstudie (Abb. 9)
demonstrieren, dass die Affinitat der synthetisierten spacerfreien Glykolipide deutlich von
deren Glykosylierungsgrad abhangt. Je héher dieser ist, desto gréRer ist die Affinitat der
Verbindung zum Mannoserezeptor, was sich in einer mit dem Glykosilierungsgrad

zunehmenden Potenz zur Verdrangung von AGPc am Rezeptor ausdrickt.
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Abb. 9: Halblogarithmische Auftragung der Kompetitionsstudie der Bindung von a4, AGPc zum
Makrophagen-Mannoserezeptor durch die Cluster-Neoglykolipide vom Typ |. B MS 1c;
A unmarkiertes o4 AGP c; ® MS 1b; O MS 1a. Die Konzentration von o1.AGP c betragt
12,4 nM.

Wahrend die monoglykosylierte Verbindung (MS 1c ) mit einem scheinbaren ICsp-Wert
von 5.13 x 10 M bindet, weisen die bis- und trisglykosylierten Inhibitoren viel kleinere,
jedoch einander sehr ahnliche ICso-Werte auf (MS 1b: 1.54 x 107" M, MS 1a: 9.5 x 10 M).
Der ICso-Wert fir AGPc selbst liegt bei 8.7 x 10® M. Die Interpretation dieser Resultate
erfolgt im Zusammenhang mit den zur Bindung und Verdrangung von t-PA erhaltenen

Ergebnissen.

4.1.1.2 Inhibitionsstudie mittels t-PA fur Cluster Glykolipide vom Typ I

Zur Evaluierung der Bindungsaffinititen von mannosylierten Lipiden in Vesikeln in
Abhangigkeit der Anzahl der Mannose-Reste sowie der Lange der Spacer (erweitertes
Motiv des Minicluster-Glykosid-Effekts), wurde eine Kompetitionsstudie mit dem Gewebe-
Plasminogen-Aktivator (t-PA) durchgefiihrt. Dieses t-PA ist eine korpereigene Serin-
Protease mit einer molaren Masse von 70 kDa [261], die am Ende der

Blutgerinnungskaskade, bei der Auflésung von Blutgerinnseln, eine wichtige Rolle spielt.
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Als thrombolytisch wirksamer Arzneistoff findet sie beispielsweise nach einem
myokardialen Infarkt ihre Anwendung [262]. Durch die Inhibierung ihrer MR-vermittelten
schnellen Clearence aus dem Plasma durch entsprechende MR-Liganden kénnte ihre

Effizienz in der thrombolytischen Therapie erhéht werden [263].

Die Ergebnisse (Abb. 10, 11, 12) zeigen, dass die Inhibierung der t-PA-spezifischen
Bindung und die Aufnahme durch den Makrophagenzielrezeptor mit der Anzahl terminaler
Zuckerreste sowie der Lange des eingefligten Spacers korreliert. Der Vergleich der
Affinitaten eingesetzter Glykoside gleichen Glykosylierunsgrades, aber unterschiedlicher
Spacerlange zeigte, dass Glykoside mit drei Spacern besser binden als Glykoside mit
zwei Spacern. Darlber hinaus ist zu erkennen, dass der Einfluss der Spacerlange auf die
Affinitat umso ausgepragter ist, je geringer der Glykosylierungsgrad ist, wie es Fa = ICsq.

2sp/ 1Cs0.35p deutlich widerspiegelt (Tab. 3).

Tab. 3: Zunahme des kompetitiven Potentials der Inhibitoren in Abhangigkeit der 3 : 2 Spacerlange
(3sp/2sp). ICs-Wert ist diejenige Konzentration, bei der die halbmaximale Inhibierung
erreicht wurde; [M] Molaritat

Inhibitoren | Ethoxy-Spacer |Zucker-Reste FITC-Ligand ICso-Wert/ [M]

MS 5c 2 1 r-tPA 2,8x10°
MS 5b 2 2 r-tPA 6,6 x 10°
MS 5a 2 3 r-tPA 41x10°
MS 4c 3 1 r-tPA 46x10"
MS 4b 3 2 r-tPA 1,2x10°
MS 4a 3 3 r-tPA 1,4 x10°

Der Fa = 1Cs0-25p /1Cs0-35p ist der zur Auspragung der Affinitdtsabhangigkeit von der
Spacerlange bei gleichem Glykosylierungsgrad errechnete Faktor.

Der Fa = 1Cs0-255 /ICs0-35p vOn MS 4a/MS 5a erreichte einen héheren Wert (3) im Vergleich
zu dem Fp = ICs0.25p /ICs0.35p vON MS 4b/MS 5b (5,5) und Fa = 1Cs0.2sp /ICs0-35, vON MS
4¢c/MS 5¢ (6,1).
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Abb. 10: Halblogarithmische Auftragung der Kompetitionsstudie der Bindung von t-PA zum
Makrophagen-Mannoserezeptoren durch die Cluster-Neoglykolipide vom Typ lla, o MS
5a; A MS 5b; O MS 5c. Die Konzentration von t-PA betragt 3,2 nM.
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Abb. 11: Halblogarithmische Auftragung der Kompetitionsstudie der Bindung von t-PA zum
Makrophagen-Mannoserezeptoren durch die Cluster-Neoglykolipide vom Typ Ilb, ® MS
4c; A MS 4b; @ MS 4a. Die Konzentration von t-PA betragt 3,2 nM.

Fur ahnliche Untersuchungen synthetisierten Biessen et al. [264] Cluster Mannoside auf
Lysinbasis mit bis zu sechs Mannose-Resten und untersuchten deren Bindungsaffinitaten
zum MR. Dabei wurde t-PA als Ligand eingesetzt. Es wurde festgestellt, dass die
Mannoside mit sechs Mannose-Einheiten ein Inhibierungspotential im nanomolaren (nM)
Bereich hatten, wahrend alle anderen Mannoside eine Inhibierung in mikromolaren (uM)
Bereich erzielten. Die Mannose als Vergleichsubstanz erreichte dagegen eine Inhibierung
im millimolaren (mM) Bereich. Verantwortlich fur die unterschiedlichen Affinitaten
gegeniber den MR wird im allgemeinen die Topologie der acht Kohlenhydrat-
enthaltenden Domanen (CRD) gemacht. Unter Verwendung von mutanten Mannose-
Rezeptoren versuchte man die hdhere Bindungsaffinitat von Mannan (Ki in nM) zu klaren.

Man fand heraus, dass die CRD 4, 5 und 7 fir diese essentielle Bindung verantwortlich
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sind, da bei Fehlen von ein oder zwei dieser Domanen in den mutanten MR Mannan eine
niedrige Affinitat (Kiin uM bis zu mM) [265] zeigte.
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Abb. 12: Korrelation zwischen der spezifischen Bindung und der spezifischen Endozytose durch
die Makrophagen-Mannoserezeptoren

Die Affinitdt der Monosaccharide fir den MR ist sehr schwach (mM) und ist in der
Reihenfolge geordnet: D-Mannose = L-Fucose > N-Acetylglucosamin >D-Glukose > D-
Galaktose > N-Acetylgalaktosamin [266]. Die Affinitdt der Polysaccharide flir den
Mannoserezeptor ist dagegen hdher. Synthetische Liganden wie Mannose,s-Albumin (48
Mannosemolekile pro Albuminmolekiil) und Mannose;os-Polylysin zeigen ihre Affinitaten
im nM-Bereich [267], wahrend synthetische Liganden mit weniger Mannose-Resten wie

Mannoses-Albumin und Polylysine mit zwei bis vier Mannose-Resten [268] niedrigere
Affinitaten erreichen (uM).

Isolierte Glykopeptide mit triantennaren Oligosacchariden, die einen hohen Mannoseanteil
aufweisen, haben Affinitdten in pM-Bereich. Bei Glykopeptiden mit diantennaren
Oligosacchariden gleichen Mannoseanteils kann nicht mal die Endozytose nachgewiesen

werden [269]. Ferner wurde die Rolle der Spacerlange bei gleichbleibendem
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Glykosylierungsgrad untersucht. Triantennare Oligosaccharide mit langen Antennen
waren in der Lage, die Antigenprasentation durch die Makrophagen in nM zu inhibieren
wahrend triantennare Oligosaccharide mit kiirzeren Antennen ihre Affinitdten nur in uM
zeigten [270].

4.1.2 Untersuchungen zu Endozytose-Charakteristika an humanen Perikard-
Makrophagen
41.2.1 Einfluss von Mannoserezeptor modulierenden Substanzen auf
die MR-vermittelte Liganden-Aufnahme

Verschiedene Substanzen flihren entweder zur Steigerung oder Erniedrigung der MR-
Expression, welche hierbei zur Determinierung der spezifischen Wechselwirkung der GL
mit dem Ziel-Rezeptor Anwendung finden kdnnen. Downregulierend wirken vor allem IL-4
[271], IL-13 [272], Prostaglandin E2 [273] und Dexamethason [274]. Bacillus Calmette
Guerin [275], Lipopolysaccharide, [276], Oxidanzien [277], Interferon-y [278] und eine
Kombination von IL-1 und Tumor Nekrose Faktor-o [279] dagegen upregulieren die

Expression vom MR.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss folgender Substanzen auf die spezifische
Rezeptor-vermittelte  Ligandeninternalisierung untersucht: der Immunosuppressor
Dexamethason (DEX) und Immunaktivatoren wie Lipopolysaccharid (LPS) und IL-4.
Humane Perikard-Makrophagen wurden fir 5 — 7 d ohne (Kontrolle) und mit 0.4 ug/mi
DEX bzw. 0.4 pg/ml LPS Kkultiviert, anschielend mit ,only outside“ FITC-gelabelten
DPPC/Chol/Man (7,5 Mol%) — Liposomen (200 nm) far 90 min. bei 37 °C in An- und
Abwesenheit des spezifischen, polymannosylierten Inhibitors (Mannan) inkubiert und
zweimal gewaschen. Durch einen FITC-Quencher (Firma Oregon) wurde der an den
Zelloberflachen adsorptiv gebundene, nichtinternalisierte Anteil, welcher falsch-positive
Messwerte vortduschen wirde, in die Ergebnisse nicht mit einbezogen. Das Saure-
bedingte Quenchen der Quantenausbeute der FITC-gelabelten Vesikel in intrazellularen
Kompartimenten wurde durch die Postinkubation bei 4 °C fiir 30 min. mit einem lonophor
(50 puM Monensin) wiedererhalten. Der gleiche Versuch wurde auch mit der NBD-

Dithionit/Technik ohne Einsatz des lonophors durchgeflihrt.
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Abb. 13: Effekt von Dexamethason (DEX) und Lipopolysaccharid (LPS) auf die MR-
vermittelte Aufnahme durch die Makrophagen. Die Kontrolle wurde ohne die

Zusatze beider Agenzien durchgefuhrt.

Die beiden verwendeten Substanzen (Abb. 13) zeigen dabei einen grof3en Einfluss auf
das Ausmal der Internalisierung. Wahrend die totale Ligandenaufnahme (ohne Mannan)
durch DEX auf das Zweifache heraufreguliert wurde, zeichnete sich eine Vierfache
Herunterregulierung der Aufnahme mit LPS ab. Ferner nahm die Mannan-inhibierbare
Aufnahme mit LPS um das 2,5fache ab, wogegen die Mannan-inhibierbare Aufnahme mit
DEX unbeeinflusst blieb. Diese Phanomene bringen nachhaltig zum Ausdruck, welchen
Einfluss die Regulierung der Rezeptorexpression mit Hilfe exogener Agenzien auf die
rezeptorspezifische Liganden-Aufnahme durch die Makrophagen haben, denn die

unspezifische Aufnahme blieb in beiden Fallen unberihrt.

4.1.2.2 Vergleichende Studien zur t-PA Bindung, Internalisierung und
zum intrazellularen Abbau durch humane Monozyten/

Makrophagen

Hierfur sollte der Einfluss der in vitro stattfindenden Differenzierung MR-negativer, aus

buffy coats isolierter Monozyten zu den Rezeptor-exprimierenden Makrophagen auf die
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drei oben erwahnten Prozesse im Rahmen der t-PA-Zielrezeptor-Spezifitatsstudie

untersucht werden.
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Abb. 14:; Vergleichende Darstellung von t-PA-Bindung, Internalisierung und Abbau durch in Kultur
zu Makrophagen differenzierte Blut-Monozyten. Die Kultivierung der Monozyten fiir einen
Tag diente ausschlief3lich als Kontrolle zur MR-Expression.

Die Zellen wurden einen Tag bzw. funf Tage kultiviert und unmittelbar mit bzw. ohne
Mannan-Vorinkubation fiir 2 h bei 4 °C (Bindung) oder 6 bzw.17 h bei 37 °C (Aufnahme
und Abbau) mit dem FITC-t-PA inkubiert, danach 2 x gewaschen und anschlieffiend am
FACS-Gerat vermessen. Die Bestimmung des Abbaus erfolgte entsprechend der TCA-
Prazipitationsmethode. Durchschnittlich nahmen die in der Hierarchie
aufeinanderfolgenden Prozesse (Bindung, Aufnahme und Abbau) (Abb. 14) mit der Kulti-
vierungszeit zu. Weiterhin wurde festgestellt, dass die Bindung, Internalisierung und der
Abbau der fir einen Tag kultivierten Monozyten im Gegensatz zu den differenzierten
Zellen durch den Rezeptor-spezifischen Liganden (Mannan) nicht inhibiert werden kann,

womit letztendlich die spezifische Wechselwirkung mit dem Zielrezeptor belegt wurde.

4.1.2.3 Aufklarung des Mechanismus der Ligandenaufnahme

Zur Aufklarung des Mechanismus der Liganden-Internalisierung wurde der Einfluss des
energetischen Potentials der Zellen (Zellmetabolismus) sowie der an der Phagozytose
beteiligten intakten Actin-Filamente des Zytosklettes der Zelle auf die Liposomen-
Zelle/Interaktion untersucht. Dazu wurden Makrophagen mit den Agenzien 2-

Desoxyglucose, Natriumazid, Dinitrophenol (DNP) und Cytochalasin B fur 15 min
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prainkubiert und danach den Liposomen zugesetzt. 2-Desoxyglukose, ist ein kompetitiver
Antagonist der Glucose. Es kann zwar von Zellen aufgenommen werden, ist aber in den
Zellen kein ATP-Bildner. Natriumazid inhibiert die Funktion der Cytochrom-Oxidase in der
innermitochondrialen Membran, wodurch eine Blockade der oxidativen Phosphorylierung
hervorgerufen wird und damit konsequenterweise die chemische Energie in Form von
ATP verloren geht. Beide Substanzen wirken als Endozytose-Inhibitoren [280].
Cytochalasin B ist ein fungizider Metabolit, welcher an das Plus-Ende eines Actin-
Stranges bindet und damit so dessen weiteres Wachstums verhindert. Es kann daher als
Actin-Inhibitor verwendet werden [281], der die Phagozytose und Pinozytose, jedoch nicht

die rezeptorvermittelte Endozytose blockiert.

Zur Evaluierung des Effekts von metabolischen Inhibitoren auf das Ausmals der
Internalisierung wurden drei Typen von Liposomen eingesetzt: Kontroll-Liposomen (nicht-
glykosylierte), unspezifische Liposomen (galactosylierte) sowie rezeptorspezifische
Liposomen (mannosylierte). Die unterschiedlichen Typen von Liposomen, welche
ausschlief3lich an der dufReren Monolayer mit dem NBD-PE markiert waren, wurden nach
deren Target-Bindung und der darauf folgenden Behandlung mit dem NBD-Quencher
Dithionit  durchlusszytometrisch analysiert. Die verbliebene NBD Fluoreszenz
reprasentierte die eigentliche Internalisierungsrate. Die Fluoreszenz von unbehandelten

Zellen nach der Inkubation mit mannosylierten Liposomen diente als 100-%-Bezugswert.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die Prainkubation der in Kultur zu Makrophagen
differenzierten Blut-Monozyten mit 2-Desoxyglucose und Natriumazid eine substanzielle
Abnahme der zellassoziierten Fluoreszenz der mannosylierten Liposomen (Abb. 15) im
Verhaltnis zu den unbehandelten Vesikeln (Kontroll-Liposomen) zur Folge hatte, was auf
einen energieabhangigen Prozess zuriickzufihren ist. Die Prainkubation der Zellen mit
Zytochalasin B fihrt nur zu einer sehr geringfiigigen Abnahme der zellassoziierten

Fluoreszenz mannosylierter Vesikel.
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Abb. 15;: Effekt von metabolischen Inhibitoren auf die zellulare Aufnahme von Liposomen durch
in Kultur zu Makrophagen differenzierte Blut-Monozyten. Symbole: NaN3; Natriumazid;
DOG Desoxy-Glukose; Cytochal. B Cytochalasin B. Der Glykolipid-Anteil von MS 2b
und MS 1b betragt 7 Mol%. Die totale Liposomen-Konzentration betragt 12umol/ml.

Die Resultate demonstrieren auch, dass die Aufnahme von allen Liposomentypen durch
die Supprimierung der ATP-Bildung nicht total inhibierbar ist. Spontane,
nichtenergieabhangige Prozesse, wie Membran-Fusionen der Liposomen und Zell-
Membranen kénnten daher eine bedeutende Rolle bei der Ligandenaufnahme gespielt
haben. Die Beteiligung unspezifischer Mechanismen an der Aufnahme Mannose-
tragender Liganden zeigen auch die Bindungs- und Verdrangungsstudien an FITC-
markierten MS-A/I-Liposomen. Die gebundenen Vesikel konnten nur in geringem Malle
und erst durch einen erheblichen Uberschuss an nichtmarkierten Vesikeln des gleichen
Typus verdrangt werden. Unmannosylierte Vesikel wurden dagegen relativ gut verdrangt,

was darauf hinweist, dass neben spezifischen auch unspezifische Prozesse beteiligt sind.
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Um zu analysieren, ob Rafts oder coated pits an der Aufnahme verwendeter Liposomen

beteiligt sind, untersuchten wir, ob der MR an der Membranoberflache in Rafts existiert.

L L L'H H H

B Uil B

Abb. 16: Immunoblotting vom Mannose-Rezeptor der Monozyten/Makrophagen. Proben von
Membran-proteinen (10 pg) wurden elektrophoretisch separiert und geblottet Die
Nitrozellulose-Membran wurde mit dem Anti-Mannose-Rezeptor mAb detektiert. (L) low
density fraction; (H) high density fraction.

Dazu wurden Zellen zuerst mit einem Detergens lysiert, danach die Membranfraktionen
mit Zuckergradienten isoliert und anschlieBend durch Western Blot analysiert. Die leichten
Mizellen-reichen Protein/Fett-Fraktionen befinden sich in den niedrigen Dichten des
Gradienten. Dagegen sind in den hdheren Dichten nicht fetthaltige schwere
Membranproteine, die durch Triton X-100 herausgelost wurden. Raftproteine sind
resistent gegen Triton X-100 bei 4 °C. Wie aus Abb. 16 ersichtlich ist, befindet sich der
MR nicht in solchen Mikrodoméanstrukturen, da er in den tritonloslichen hohen
Zuckerdichte-Fraktionen detektiert wurde. Unsere Ergebnisse sprechen also gegen eine

Raft-assoziierte Endozytose des Mannoserezeptors.
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41.2.4 Verbleib liposomaler Inhalte in interzellularen Kompartimenten

Das Schicksal des in PC/PS/Man-Liposomen verkapselten FITC-BSA nach der Bindung
und Internalisierung durch die MR-positiven Makrophagen wurde mit Hilfe der TCA-
Prazipitationsmethode spektro-fluorimetrisch verfolgt. Die beachtliche Erhéhung der
Fluoreszensintensitat (Abb. 17) der Saure-unldslichen Fraktion nach der
Proteasebehandlung bedeutet, dass diese Fraktion nicht abgebautes bzw. nur partiell
abgebautes, héhermolekulares Material enthalt. Keine Signalveranderung in der Saure-
I6slichen Fraktion deutet dagegen auf eine zumeist aus kleinen Fluoreszein-gelabelten
Peptidfragmenten bestehende Fraktion hin. Demzufolge wurden die Liposomen von den
Makrophagen rezeptorspezifisch endozytiert und als Folge des Leakage ihr Inhalt in die

Lysosomen abgegeben.
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Abb. 17: Analyse der Zell-Fluoreszenz der Komponente durch TCA-Prazipitation der Zelllysate.
. Zelllysate
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. Saure-losliche Fraktion + Pronase

. 0,37ug/ml FITC-markiertes Albumin + Pronase als vergleichende Kontrolle
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4.2 Auswirkung des Serums und MBP auf die rezeptor-spezifische
Aufnahme von Glykoliposomen

Der erstbestimmende Schritt der Liposomenaufnahme durch die jeweiligen Zellen ist
deren Interaktionen (Opsonisierung) mit den sich im Serum befindlichen Proteinen. Je
nach den Erkennungsstrukturen auf der Vesikeloberflache wird abhangen, ob und mit
welchen Protein-Typen die Liposomen bevorzugt interferrieren und damit ihr Schicksal
bestimmt wird.

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir sowohl den Effekt der Serum-Konzentration
als auch, ob und in welchem Ausmalf sich die Vesikel-Aufnahme vom Serum-Mannose-
bindenden Protein (S-MBP) beeinflussen lasst. MBP ist ein 65.000 Dalton C-Typ Lektin,
das Mannose und N-Acetylglukosamine [282] zahlreicher Mikroorganismen erkennt und
deren Phagozytose einleitet sowie die HIV-Infektion durch die Bindung an das

hochmannosylierte Oberflachen-Oligosaccharid gp 120 zu inhibieren vermag [283].
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Abb. 18: Links: Effekt der Prainkubation von triamannosylierten Glykolipiden (MS 4a) in

Liposomen mit verschiedenen Konzentrationen von Serum auf die zelluldare Aufnahme
durch perikardiale Makrophagen.
Rechts: Effekt vom MBP-freien und MBP-haltigen Serum auf die zellulare Aufnahme von
mono- und tri-mannosylierten Glykolipiden (MS 4c und MS 4a) in Liposomen durch
Makrophagen der perikardialen Flissigkeit. 7 Mol% MS-4/B-haltige Liposomen
(14pumol/ml) wurden fir 10 min bei 37 °C mit dem Serum vorinkubiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass alle mannosylierten Liposomen (Abb. 18) ein signifikanter
Rickgang der Aufnahme durch die Makrophagen mit zunehmender Serumkonzentration
zeigen und dass der S-MBP einen grofien Einfluss darauf hat. Eine drastische Abnahme
der Aufnahme war vor allem bei den mit MBP-freiem Serum prainkubierten MS 4a-

haltigen Vesikeln deutlich erkennbar, was auf eine extensive Involvierung der in Form
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eines BlumenstraulRes geclusterten CRD des S-MBP bei der Aufnahme

hochmannosylierter Glykolipide durch die Makrophagen deutet.

4.3 RCA120-induzierte Agglutination von galactosylierten Liposomen in
vitro

4.3.1 Einfluss der Oberflachen-Zuckerdichte auf das Ausmald der
Agglutination

Die auBere Oberflache der Zellen ist mit diversen Kohlenhydrat-Strukturen ummantelt, die
kovalent an membranstandigen Lipiden gebunden sind, so genannte Glykolipide, welche
durch ihre Wechselwirkung mit Kohlehydrat-bindenden Proteinen (Lektine) eine
wesentliche Rolle bei Zell/Zell-Erkennungsprozessen spielen. Zur Erkennung der
Zuckerreste sind neben der Zuganglichkeit der Zuckerkopfgruppen im Membranmantel
wahrscheinlich Cluster, also lokale Entmischungen entlang der duReren Monolayer der
Doppelschichten durch laterale Phasen-Separation erforderlich. Eine Erhdhung der
Oberflachendichte der Glykolipide ist daher fur die Mischbarkeit, fur die Wechselwirkung
zwischen den Kopfgruppen der Phospholipide und Zuckerresten, fir die Wechselwirkung
zwischen den Zuckerresten und flr die Hydratation entscheidend. Um dieses Phanomen
auf die Lektin-Glykolipid/Wechselwirkung tbertragen zu kénnen, wurde am Modell Gal 1/9
in /DOPC die Glykolipid-Konzentration im Vesikel-Gemisch steigend variiert und die ACs,”

ermittelt.

" ACs ist diejenige Lektin-Konzentration, die erforderlich ist, um eine halbmaximale

Agglutination der Vesikel (50 %) zu induzieren.
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Abb. 19: Effekt der Oberflachen-Dichte des Glykolipids (Gal 1/9) in PC-Vesikeln auf die
Agglutination durch das RCA10; © 7, A 14, A 20, 25 @ 35 Mol%

Wie aus Abb. 19 hervorgeht, flihrte die Erhdhung der Galactolipid-Oberflachendichte in
PC-Vesikeln zu deren extensiver Agglutination durch das spezifische Lektin RCA1,,. Die
Vesikel wurden je nach Mol% Galactosid in Vesikeln unterschiedlich agglutiniert. Mit
steigender Galactosid-Dichte in PC-Vesikeln wurde die zur halbmaximalen Agglutination
der Vesikel bendtigte RCA 1,0 Konzentration immer geringer, was auf eine wahrscheinliche
Anreicherung der Galactoside (Clusterung) in Galactosid-reichen Arealen innerhalb der
aulBeren Monolayer der Galactosid-PC/Doppelschichten deutet. Diese Art von
Konzentrations-induzierten Clusterung von Glykolipiden innerhalb des Grundmatrix
konnte jedoch u. a. zur Desintegritat der Vesikel fUhren und haben somit als Erkennungs-

strukturen im Drug Targetingskontext fir moderne Arzneiformen keine Bedeutung.

4.3.2 Einfluss amphiphiler Additiva biologischer Relevanz auf das Ausmal}

der Agglutination

Wasserzugangige Schichten der biologischen Membranen werden in ihren Eigenschaften
ganz entscheidend durch Wechselwirkungen der Kopfgruppen der Phospholipide mit

Lipiden beeinflusst, die Hydroxygruppen enthalten. Wasserstoffbricken zwischen den
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Hydroxygruppen und Kopfgruppen der Phospholipide beeinflussen vor allem die Menge
des gebundenen Wassers. Da  Glykolipid/Lektin-Interaktionen  insbesondere
wasserabhangige Reaktionen sind, konnte fur die Kohlenhydrat-Erkennung ferner neben
der Oberflachendichte der Glykolipide, der Anzahl der Zuckerreste und der Lange des
Spacers auch die effektive Grolke der Kopfgruppe der die Glykolipide umgebenden
Phospholipide und damit die Hydrati-sierbarkeit von essentieller Bedeutung sein. Neben
PC ist PE das am meisten verbreitete natlrlich vorkommende Lipid. Beide Lipid-Typen
differieren in ihren physikochemischen Eigenschaften wie Phasenlbergangstemperaturen
und der Fahigkeit, in Wasser lamellare Strukturen zu bilden [284]. Das PE hat die grol3e
Neigung, unter physiologischen Bedingungen H,- Phasen zu bilden [285]. Weiterhin
herrschen extensive Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Aminogruppen vom PE
und den Phosphatgruppen des benachbarten PE. Als Folge dessen kommt es zur
Reduzierung der Kopfgruppen-GroRe und somit zur signifikanten Abnahme der
Hydratisierbarkeit. Diese Differenzen konnten daher eine interessante Rolle bei der
Glykolipid-Lektin Wechselwirkung in Vesikel-Gemischen spielen. Zu diesem Zweck
wurden die Experimente in Abhangigkeit der Spacerlange der zu untersuchenden

Galactoside durchgefihrt. Dazu kommen Gal 1/9 und Gal 1/3 zum Einsatz.

Das Galactosid (Gal 1/3) wurde wie beim Galactosid (Gal 1/9) in PC-Vesikel in einer
Konzentration von 7 Mol% inseriert, bei der nur eine anfangliche Agglutination der Vesikel
(kritischer Konzentrations-Effekt) erfolgte. Wahrend bei Gal 1/9 (Tab. 4) durch PE-Zusatz
als Zweitphospholipidkomponente keine weitere Induzierung einer effektiven Agglutination
der Vesikel hervorgerufen werden konnte, zeigt sich mit Gal 1/3 (Abb. 20) eine

signifikante Zunahme der Agglutination.
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Abb. 20: RCA,-induzierte Agglutination zwitterionischer Lipidvesikel, welche unterschiedliche
Anteile an Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE) enthalten. Die
Vesikel enthalten 7 Mol% an Gal 1/3 als spezifisches Glykolipid; A PC; [@ PC:PE
(70:23), @ PC:PE (60:33); @ PC:PE (46,5:46,5).

Tab. 4.: Agglutination des Galactolipids (Gal 1/9) in Phospholipid-Vesikel durch das Ricinus
communis Agglutinin,,e. Fehlende Sensitivitat der Lektin-Bindung zu den umgebenden
Phospholipid-Kopfgruppen-Strukturen. Die Vesikel enthalten 7 Mol% an Gal 1/9 als das

spezifische Glykolipid.

Phospholipid-Zusammensetzung RCA 159, ACs [ug/ml]
DOPC 32+3
DOPC : PE (1:1) 33+2
DOPC : DOPS (1:1) 35+4
DOPC : DOPG (1:1) 3112
DOPC : DOPI (1:1) 303
DOPC : DOPA (1:1) 3112

Diese Resultate (Tab. 4) bringen zum Ausdruck, dass Galactoside mit langerem Spacer-

Arm (Gal 1/9) aus der Membranebene herausragen und somit nicht direkt mit den PL-

Kopfgruppen interagieren, wodurch die Lektinbindung unsensitiv durch umgebende

Phospholipid-Komponente blieb. Im

Gegensatz dazu wurde bei Gal 1/3 (Abb. 20) eine

deutliche Erhéhung der Agglutination als Mal} der Sensitivitat der Lektinbindung an Glyko-
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lipide mit klrzerem Spacerarm von den umgebenden Zweitphospholipidkomponenten
indiziert. Dies bedeutet, dass diese Galactoside direkt mit den Kopfgruppen der

Phospholipide wechselwirken.

Phospholipid-Kopfgruppen von PC und PE weisen einen unterschiedlichen Grad an
effektiver Grofie und effektivem Hydratisierbarkeitsvermégen auf.

Rand und Mitarbeiter [286] haben die AbstoRungskraft bestimmt, welche sich zwischen
Phospholipidschichten entwickelt, wenn diese einander nahern. Sie ordneten den steilen
Anstieg der AbstoRungskraft bei einer Entfernung der Doppelschichten von 15 — 30 A
dem Hydratationswasser zu. Die Hydratationshille mit einer diffusen Aul’engrenze wurde
als 10 — 20 A dicke fiir PC und als 6 — 8 A fiir PE Doppelschichten gefunden [287]. Diese
starkhydratisierten PC wirden daher erwartungsgemaly die Lektinbindung stéren. Auch
die Substitution des Oleoyl-PC durch das etwas rigidere DMPC erbrachte keine anderen
Resultate. Eine Alternative zur obigen Erklarung kénnte darin bestehen, dass PE-Lipide
zur Induzierung von Clusterungen in PE-reichen und PE-armen Regionen befahigt sind
[288]. Glykolipide mit den kirzeren Spacerlangen kdnnten daher durch H,-
Bruckenbindungen mit PE-Molekulen eine intensivere Wechselwirkung aufweisen als mit
PC-Lipiden und das kénnte der Grund sein, weshalb die Affinitdt der Gal 1/3 zum RCA/5
in Anwesenheit von PE-Lipiden hdéher geworden ist. Zum Nachweis einer maéglichen
lokalen Entmischung innerhalb des Bilayers wurde die Rastkraftelektronen-Mikroskopie

angewandt (Anhang A 3).

4.3.3 Einfluss separater Faktoren auf die Lektin-induzierte Agglutination in
Phospholipid-SAP/Glykolipid-Gemischen

Geladene Lipide (SAP) stoRen sich in der Regel elektrostatisch ab, so dass sie in den
Liposomen relativ homogen verteilt sind. Zusatz von divalenten Kationen insbesondere
Ca?* und polyvalenten Elektrolyten kénnen die Clusterung der geladenen Lipidspezies
durch Phasen-Separationen innerhalb der Bilayer hervorrufen [289]. Das meist
physikochemisch untersuchte SAP ist das PS in Mischungen mit neutralem Lipid (PC) und
nach Zusatz von Ca®*. Es handelt es sich um eine Phasen-Separation, wobei ,Domanen*
der Gel-PS- Ca?-Komplexe neben fluiden Domanen des PC gebildet werden. Die
Existenz derartiger und anderer Domanen in Bilayer-Membranen hat besondere
Konsequenzen fir die Protein-Liposom/ Interaktion, flr Arzneistoff-Permeation durch die

Membran sowie die generelle Stabilitdt der Lipid-Vesikel. Glykolipid-Lektin-
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Wechselwirkung in Vesikel-Systemen, in denen der PC-Grundmatrix saure, anionische
Lipide (SAP), wie PS, PG, Pl sowie PA zugesetzt sind, kdbnnten daher durch den Zusatz

von zweiwertigen-Kationen (Ca®*) und pH-Verschiebungen sehr beeinflussbar sein.
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Abb. 21: Links: Effekt von zweiwertigen Kationen auf die Lektin-induzierte Agglutination von Gal
113 (7 Mol%) in PA : PC (1 : 1)-Vesikeln. [m Mg?*; e Ca®* mit RCA (35 pg/ml);o Ca**

und O M92+ohne RCA20]. Die Konzentration der beiden zweiwertigen Kationen ist in
Millimolar angegeben.

Rechts: Effekt der pH-Verschiebung auf die Lektin-induzierte Agglutination von Gal 1/3
(7 Mol%) in PA : PC (1 : 1)-Vesikeln. [ mit RCA12 (35 pg/ml);o ohne RCA].

Die Ergebnisse (Abb. 21) zeigen, dass im Falle von (Gal 1/3) sowohl durch den Zusatz
von zweiwertigen Kationen als auch durch die Verschiebung des pH-Wertes in den
sauren Bereich eine deutliche Zunahme der Agglutination erfolgt. Dagegen zeigt sich in
Tabelle 4, dass auch mit Zusatz von Ca®* und pH-Verschiebungen bei den Gal 1/9-
enthaltenden SAP-Vesikeln keinerlei nennenswerte Anderungen in der Agglutination
erreicht werden konnte. Dariiber hinaus war die Zunahme durch Ca** héher als die durch

Mg?*, was die physikochemisch behauptete Clusterung von SAP durch Ca?* reflektiert.

Die Agglutination (Abb. 21) nahm mit abnehmendem pH-Wert zu. Das ist vermutlich auf
das chemische Verhalten von Phosphatidsdure zurlckzufiihren. Phosphatidate
unterliegen bekannterweise einer Protolyse mit einem scheinbaren pKa in der Nahe des
neutralen pH-Wertes [290]. Unterhalb des pKa-Wertes (in der monovalenten Form) weist
Phosphatidsaure einen héheren T,,-Wert auf als bei oder oberhalb des pK-Wertes [291].
Einer der Griinde hierfir liegt darin, dass eine einfach geladene Kopfgruppe weniger
hydratisiert ist (und damit weniger voluminds) als die doppelt geladenen
Phosphatgruppen. Die gezeigten Ergebnisse sind also in Ubereinstimmung mit der
Reduzierung der Kopfgruppengrdéfie durch Protonierung.
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Die erhaltenen Resultate haben auch Parallelitdten zum biologischen System: z.B. wird
die Con A-induzierte Sezernierung aus den Mastzellen durch Phosphatidylserin (PS)
verbessert [292] und kann hierbei mit der PS-verbesserten Agglutination der
mannosylierten Vesikel durch Con A bzw. der galactosylierten Vesikeln durch RCA/2
gleichgesetzt werden. Zahlreiche Hormone und Toxine, wie Thyrotropin [293], Abrin und
Ricin sowie Choleratoxin [294] und Diphteriatoxin [295] binden alle an membranare
Kohlenhydratstrukturen. Diese spezifische Bindung ist auch durch negativ geladene
Lipide [296] und durch Ca?* abhangig [297].

4.4 Bestimmung der GOD-Aktivitat in mizellarer Losungen von Galacto-

Monoacylglykolipiden

Galactose-Oxidase (GOD) oxidiert primare Hydroxygruppen von nichtreduzierenden,
terminalen Galactose-und N-Acetyl-Galactosamin-Resten zu Aldehyden [298]. Die
Zuganglichkeit des Enzyms zu den Glykolipiden variiert je nach der Glykolipid-Architektur
[299-302]. Um den Einfluss der Spacer auf die enzymatische Erkennung zu evaluieren,
wurden zuvor die CMC der Galactolipide bestimmt und danach die kinetischen Parameter
in mizellarer sowie nichtmizellarer Losungen bestimmt. Graphische Darstellungen nach

Hanes-Woolf-plot werden in der Anlage 1 gezeigt.

Die CMC (Tab. 5) nahm mit verlangerter Spacerlange zu und erreichte eine 50fache
Erhdhung bei einem 20gliedrigen Spacer. Eine Korrelation mit der fluoremetrischen
Bestimmung konnte dabei festgestellt werden. Graphische Darstellungen der CMC-

Bestimmungen mit der Oberflachenspannungsmethode werden in der Anlage 2 gezeigt.

Tab. 5: Bestimmung der CMC-Werte unterschiedlich gespacerter Galactolipide durch die
Oberflachen-spannungsmethode, a = fluorimetrisch erhaltene CMC'’s.

Spacer 1 2 3 6 9 13 20

CMC (uM) 42 92 148 490 1103 1580 2280
54° 107° 166 °
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Tab. 6: Katalytische Parameter der GOD fir synthetische Monoacyl-Galactolipide.

I. Oberhalb der CMC

Spacer 6 9 13 20
Km (MM) 0,064 0,19 0,4 2,0
kcat (mM.mL/min.unit) 0,007 0,029 0,065 0,088
10°%kcat/K., (mL/min.unit) 11 15 16 4,3
[I. Unterhalb der CMC

Spacer 6 9 13 20

K (mMM) 0,12 0,3 0,41 2,00
kcat (mM.mL/min.unit) 0,032 0,032 0,074 0,091
10°kcat/K,, (mL/min.unit) 25 11 18 4,6

Die Affinitat (ermittelt durch 1/K.,) der GOD fiir die Galactolipide unterhalb der CMC war

relativ héher fur diejenigen Galactolipide mit der kirzeren Spacerlange. Eine moégliche

Erklarung besteht darin, dass die hdohere Affinitat sowohl durch die Hydrophobizitat als

auch durch den dehydratisierenden Effekt hervorgerufen werden koénnte [304]. Oberhalb

der CMC (Tab. 6) waren die K-Werte relativ gesehen kleiner als unter der CMC. Hierbei

kénnte die Mizell-Bildung zur Induktion von Galactose-reichen Phasen (Galactose-

Cluster) geflihrt haben, welche eine Affinitdtserhohung der GOD fiir die Amphiphile

bewirkt. Andererseits trat fur die K,-Werte der Amphiphile mit Spacer 13 und 20 keine

Veranderung auf. Diese konnte der mégliche Beweis fiir die oben genannten Diskussion

sein, da Oberflachenspannungsmessungen zeigten, dass die Amphiphile mit Spacer 13

und 20 keine rigiden Mizellen bilden kénnen.
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5. Zusammenfassung

Mononuklaere Makrophagen sind die dominierenden phagozytischen Zellen gesunder
Gewebe und stellen neben dem alternativen Weg des Komplementsystems ein

Bestandteil der angeborenen, unspezifischen Immunabwehr dar.

Die Fahigkeit zur Phagozytose und Erregererkennung werden zumeist durch
Oberflachenrezeptoren, insbesondere Lektine, vermittelt. Eines dieser Lektine ist der 175
kDa grof3e, transmembrane Mannose/Fucose N-Acetylglucosamin-Rezeptor (MR). Er
vermittelt die Endozytose von Glykoproteinen mit hochmannosylierten Oligosacchariden,
wie z. B. lysosomale Enzyme und Gewebs-Plasminogen-Aktivator, sowie die
Phagozytose von Pathogenen mit Polymannose-Strukturen auf der Membranoberflache.
MR zeichnet sich proteinchemisch insbesondere durch seine aufRerordentliche

Multivalenz bezlglich seiner Kohlenhydraterkennungsdoméanen (CRD) aus.

In der Literatur existieren zahlreiche Arbeiten, die eine Targetierung von glykolipidhaltigen
Liposomen (Glykoliposomen) Uber diesen humanen MR beschreiben. Bisher gelang es
aber noch nicht, eine der Anordnung der CRD entsprechend effektive Targetingsstrategie

zu entwickeln.

Im Institut fur Pharmazeutische Chemie des Fachbereiches Pharmazie wurde sich
deshalb dieser Problematik zugewendet. Es gelang die Neusynthese von Glykolipiden mit
variabler Spacerlange und unterschiedlichem Glykosylierungsgrad (minicluster
Glykoside).

Fiar meine Arbeit wurden Mannose-haltige Glykolipide in  konventionellen
Phospholipid/Cholesterol-Liposomen inkorporiert und auf die gewinschte Vesikel-GroRe
fur die biologischen Analysen extrudiert. Als Methode der Affinititsmessung der
Liposomen verwendete ich ein Kompetitions-Assay mit den bekannten MR-Liganden
Gewebeplasminogenaktivator (t-PA) und das a,-saure Glykoprotein C-Fraktion (a;-AGP).
Statt radioaktiver Markierung der Liganden erfolgte eine Fluoreszenzmarkierung und

Messung der fluoreszierenden monozytaren Zellen im Durchflusszytometer.

Wahrend frisch isolierte Blutmonozyten negativ fir MR sind, tragen die in einer 5-7
tagigen in vitro-Kultur differenzierten Zellen diesen Rezeptor. Auch frisch isolierte

Perikardmakrophagen tragen den Mannoserezeptor und wurden flr unsere
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Untersuchungen verwendet. MR-negative Blutmonozyten dienten als Kontrolle einer

unspezifischen monozytaren Liposomenaufnahme.

Aus einer Auswahl von 6 Glykolipiden Typ Il (1, 2 und 3 Mannosereste; 1, 2 und 3
Spacer) zeigte ein Glykolipid mit 3 Mannseresten und 3 Spacern die beste Verdrangung
von t-PA, d.h. je hdher der Glykosylierungsgrad der Glykolipid-haltigen Liposomen, desto
besser ist ihre Bindung an den MR. Die optimale Spacerlange von 3 Ethoxy-Einheiten
wies gleichzeitig auf einen fir eine Bindung optimalen Mindestabstand hin. Fur den MR-
Ligand oy-AGP. war aus einer Auswahl von 3 spacerlosen Lipiden Typ | ebenfalls das

Glykolipid mit 3 Mannoseresten am besten geeignet.

Die Internalisierung eines Modell-Liposomens mit einem Glykolipid mit 2 Spacer-Einheiten
und 2 Mannoseresten in Makrophagen wurde in Anwesenheit verschiedener Modulatoren
der Rezeptorexpression (Interleukin-4, Dexamethason) und metabolischen Inhibitoren
(z.B. Natriumazid, 2-Desoxyglucose) untersucht. Der erwartete Effekt einer erhdhten
Internalisierung durch Heraufregulation der MR-Rezeptorexpression konnte, genau wie

die Internalisierungshemmung durch metabolische Inhibitoren, bestatigt werden.

Des weiteren wurde die Auswirkung der Serum-Konzentration auf die Aufnahme
mannosylierter Liposomen untersucht. Wichtig war und zu erfahren, ob und in welchem
Ausmal sich die MR-vermittelte Aufnahme der Glykoliposomen vom Mannose-bindenden
Protein des Serums (S-MBP) beeinflussen lasst. Bei allen mannosylierten Liposomen
zeichnet sich ein deutlicher Rickgang der Aufnahme durch die Makrophagen mit
zunehmender Serumkonzentration ab. Eine drastische Verringerung der Aufnahme war
vor allem bei den mit MBP-freiem Serum prainkubierten Vesikeln (trimannosyliert)
erkennbar. Das kdnnte auf eine starke Beteiligung der in Form von einem Blumenstrauf3

geclusterten CRD des S-MBP zurlckzufihren sein.

Zum Nachweis des  Verbleibs der internalisierten Liposomen  wurde
Fluoresceinisothiocyanat-markiertes Rinderserumalbumin (FITC-BSA) in Liposomen
verpackt und nach Internalisierung mittels Trichloressigsaure- (TCA)-Methode
spektrofluorometrisch verfolgt. Ein wahrscheinlich durch lysosomale Hydrolasen erfolgter
Abbau konnte nachgewiesen werden. Dieser Hinweis auf eine Aufnahme durch coated
pits-Vesikel konnte durch den gleichzeitigen Nachweis des Fehlens von MR in

monozytaren Membranmikrodomanen (Rafts) unterstitzt werden. Allerdings missten
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zukunftige Arbeiten zeigen, ob nach Ligandenbindung an den MR dieser nicht auch

teilweise in Rafts gelangen kann.

In einem 2. Komplex meiner Versuche gelang es mit Hilfe neusynthetisierter Galactolipide
unterschiedlicher Spacerlange den Einfluss der Kopfgruppengrof3e von Nicht-Bilayer-
Lipiden (hexagonalbildende Strukturen, H,), wie Phosphatidylethanolamin (PE),
Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidsaure (PA) auf die Bindungsaffinitat der
Galactoliposomen zum komplementaren Lektin, RCA1,p, zu untersuchen. Als Grundmatrix
diente dabei das Phosphatidylcholin (PC).

Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung von Nichtbilayer-Lipiden innerhalb
der PC-Vesikel zu einer héheren Bindungsaffinitat des 3-armigen Galactolipids (Gal 1/3)
zum RCA,, fuhrt. Die Bindungsaffinitat des 9-armigen Galactolipid (Gal 1/9) blieb jedoch
unberthrt. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um eine laterale Phasenseparierung von
Nichtbilayer-Strukturen in H; reiche und H; arme Regionen innerhalb der Grundmatrix. In
H, reichen Regionen kdnnten die Galactoside mit kiirzerer Spacerlange aufgrund direkter
Wechselwirkungen mit den Oberflachen-Regionen umgebender Phospholipid-
Komponenten durch H,-Briickenbindungen lokalisiert sein.

Gal 1/9 weist im Gegensatz zu Gal 1/3 eine genigend grofRe Zuganglichkeit der
Zuckereste aus der Membranebene auf. Aus diesem Grunde sollte es keine
Wechselwirkungen mit den Oberflachen-regionen umgebender Phospholipid-
Komponenten eingehen und somit erwartungsgemaR keine Anderung seiner Lektin-

Affinitat erfolgen.

Durch die Einbeziehung von H;-Strukturen und deren Einfluss auf die Bindung von RCA 12
zu den liposomalen Galactolipiden kénnte somit ein Einblick in die molekularen
Erkennungsmechanismen gewonnen werden, der perspektivisch zur therapeutisch

nutzbarer Targetierung ausgenutzt werden kann.
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A 3 AFM-Images
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DOPC:DOPE (1:1)-Vesikel
(PH 7, 3)

7 Mol-% Gal (1/9) in
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