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1 Einleitung

Bei systemischer Gabe oder Verteilung eines Arzneistoffs ist dessen pharmakologischer
Effekt neben der erwinschten Hauptwirkung auch haifig durch (unerwiinschte)
Nebenwirkungen gekennzeichnet. Durch die Verteilung des Arzneistoffs im gesamten
Organismus werden auch Organe, Zellen, Rezeptorgruppen oder -subgruppen betroffen,
die nicht Ziel der Therapie sind. Insbesondere bei Arzneistoffen, deren relative Spezifitat
gegeniber der Zielstruktur gering ist, oder bei ubiquitarem Vorkommen der Zielstruktur, ist
mit starken Nebenwirkungen zu rechnen. Letztere kdnnen in ihrer Qualitat wie auch im
Ausmalf erheblich sein und Einsatz, Dosierung und letztlich den Therapieerfolg limitieren.

Eine mdoglichst hohe Spezifitit des Arzneistoffs ist daher anzustreben, die durch
chemische Veranderungen am Arzneistoffmolekil selbst vielfach gesteigert werden konnte.
Daruberhinaus besteht die Moglichkeit, sich tber galenische Losungen - durch geeignete
.verpackung“ des Arzneistoffs - diesem Ziel zu ndhern. Der Einschlul3 von Arzneistoffen

in Liposomen kann dazu ein Weg sein.

Liposomen unterliegen aufgrund ihres korperfremden korpuskuléaren Charakters einem
gewissen unspezifischen Targeting. Ihre schnelle Elimination durch Zellen des MPS fihrt
zur Anreicherung besonders in Leber, Milz und Knochenmark. Durch Modifizierung der
Liposomenoberflache ist eine Steigerung der Targetspezifitdt mdoglich. Das betrifft
einerseits die Unterdrickung der Aufnahme der Vesikel durch Maskierung der vom MPS
als fremd erkannten Struktur. Andererseits kann durch das Anknipfen geeigneter Liganden
die Attraktivitdt der Liposomen gegeniber Zielzellen um ein Vielfaches gesteigert werden.
Dabei werden Ligand-Zellrezeptor-Wechselwirkungen ausgenutzt. In der
wissenschaftlichen Literatur finden hierzu insbesondere Antigen-Antikorper-Reaktionen
und Kohlenhydrat-Rezeptor-Wechselwirkungen Beachtung. Fur eine Reihe von Zellen sind
spezifische membranstdndige Kohlenhydrat-Rezeptoren beschrieben. Besonderes
Augenmerk liegt dabei auf solchen Zellen, die zur Phagozytose beféahigt sind und intakte
Vesikel ingestieren kdnnen. Durch die Kombination beider Mechanismen - Maskierung
und Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung - eroffnen sich Moglichkeiten fur ein spezifisches

Targeting.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Aufnahme
mannosetragender Liposomen durch phagozytierende Zellen. Dabei liegt der Schwerpunkt
auf der Wechselwirkung mit membranstadndigen Mannose-Rezeptoren von Makrophagen
im Sinne eines Liposomen-Targeting. Aufgrund ihrer zentralen Rolle im Immunsystem
stellen Makrophagen interessante Zielzellen fur ein spezifisches Arzneistofftargeting dar.

Sie sind neben der Beseitigung von Krankheitserregern und anderer fremd-partikularer
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Strukturen an der Aktivierung weiterer Zellen und Prozesse im komplexen System der
Immunabwehr und entziindlicher Reaktionen beteiligt. Dementsprechend kann sowohl die
Unterdrickung ihrer immunologischen Funktion als auch ihre Aktivierung von

therapeutischem Interesse sein.

Fur die Mannosylierung der Liposomen finden Alkylmannoside Anwendung, die durch
schrittweise Vergro3erung des Abstandes zwischen Mannose-Kopfgruppe und Lipidanker

Aussagen Uber eine Optimierung der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung zulassen sollen.



2 Theoretischer Teil

2.1 Makrophagen

Makrophagen sind Uber nahezu alle Organe des Kdrpers verteilt. Sie entwickeln sich aus
pluripotenten Knochenmarksstammzellen und stehen am Ende der (myelo)monozytéren
Linie im komplexen System der H&amatopoese. Letztendlich differenzieren sie aus
zirkulierenden Blutmonozyten, die ins Gewebe, in Kodrperhdhlen oder Lymphbahnen
einwandern. In den verschiedenen Organen kommen Makrophagen unter
unterschiedlichen Bezeichnungen vor: in der Lunge als Alveolarmakrophagen, in
Lymphknoten als Sinusmakrophagen oder Uferzellen, im Gehirn als Mikrogliazellen, im
Peritoneum als Serosa- oder Peritonealmakrophagen, in der Leber als Kupffersche
Sternzellen usw. [1]. Zusammen mit den zirkulierenden Monozyten zeichnen sie sich
insbesondere durch die Fahigkeit zur Erkennung und Aufnahme fremd-partikularer
Strukturen aus (Phagozytose) und werden unter dem Begriff mononukledre Phagozyten
oder mononukledres phagozytierendes System (MPS) zusammengefal3t [2]. Diese
Bezeichnung verweist auf die unterschiedliche Kernform gegeniber den ebenfalls zur
Phagozytose beféhigten polymorphkernigen Leukozyten (neutrophile Granulozyten).
Neben dieser herausragenden Eigenschaft, die als Sofortreaktion der Abwehr angesehen
werden kann, sind Monozyten/Makrophagen an einer Vielzahl weiterer Prozesse im
Immun- und Entziindungsgeschehen beteiligt. Nach bakterieller Infektion des Gewebes
oder mechanischer Gewebszerstorung wandern Monozyten aus der Blutbahn aus und
differenzieren zu Makrophagen. Dieser als Makrophagen-Aktivierung bezeichnete Prozel3
erfolgt unter dem Einflu3 verschiedener Signale, die von den Erregern selbst ausgehen
(Lipopolysaccharid), zellvermittelt sind (Zytokine, TNF-a) oder durch die Bindung von
Immunkomplexen an Fc-Rezeptoren oder Komplement-Rezeptoren der Makrophagen (s.
Kap. 2.2.1) induziert werden [1]. Nach Aktivierung, die mit einer Steigerung der
Phagozytoseaktivitat verbunden ist, sind Makrophagen ihrerseits durch eine verstarkte
Expression von Oberflachen-Rezeptoren und Sezernierung von Signalsubstanzen an
Aktivierungsprozessen beteiligt, wie z.B an der Antigenprasentation fir CD4"-T-
Lymphozyten, der Freisetzung von Entziindungsmediatoren sowie der Induktion der
Ansammlung von Granulozyten an Infektionsherden. Fir Letzteres spielen der von
aktivierten Makrophagen produzierte TNF-a und bestimmte Interleukine eine wichtige Rolle,
die die Exprimierung bzw. Aktivierung von Adhasionsmolekilen (Selektine, Integrine) auf
Endothelzellen und letztendlich die Auswanderung von neutrophilen Granulozyten aus dem
Blut ins infizierte Gewebe vermitteln.

Daneben sind Makrophagen in der Lage, ebenfalls durch Freisetzung von TNF-a oder

toxischen Stoffwechselprodukten (NO, Sauerstoffradikale), Tumorzellen abzuttten.
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Weiterhin erfolgt die Sezernierung von Faktoren zur Aktivierung der Gewebsneubildung
tber Fibroblastenstimulation.

Eine anhaltende Makrophagenaktivierung (persistierende Mikroorganismen, nicht
abbaubare Partikel, dauernde Antigenreize) fuhrt zur Zerstérung differenzierter
Gewebszellen und deren Ersatz durch Bindegewebe (Fibrosierung). Bei chronischer
Stimulation finden morphologische Veradnderungen der Makrophagen zu sog.
Epitheloidzellen statt, die miteinander zu vielkernigen Riesenzellen verschmelzen und
zusammen mit CD4'-T-Lymphozyten sog. Granulome bilden (charakteristisch fiir

Tuberkulose, Sarkoidose, Schistosomen-Infektion).

Aufgrund dieser zentralen Rolle im Immungeschehen und ihrer vielfaltigen physiologischen
und pathophysiologischen Funktion sind sie als Targetzellen fur eine zielgerichtete
Arzneistoffverabreichung in  mehrerer Hinsicht interessant: Die wachsende Zahl
immundefizienter Patienten, die Ausweitung der Transplantationsmedizin und die Zunahme
von Autoimmunerkrankungen erfordern therapeutische Moglichkeiten zur spezifischen
Anhebung oder Suppression des Immunstatus. Dazu gehdren auch die selektive
Verabreichung antiinflammatorisch wirkender Steroide bei chronischen Asthma- oder
rheumatoiden Erkrankungen, antiviraler Wirkstoffe zur HIV-Begleittherapie oder die
Aktivierung von Makrophagen zur Bekdmpfung der Metastasierung nach Tumorbehandlung
[3].

Auch die Einfuhrung von Antigenen zur Prasentation durch Makrophagen oder die
effiziente Bekampfung von in Makrophagen uberlebenden bzw. sich vermehrenden
Mikroorganismen, wie Listerien, Toxoplasmen, Mykobakterien, Leishmania-Arten und

Bordetella pertussis, erfordert einen zielgerichteten Zugang [4].

2.2 Rezeptoren und Phagozytose

2.2.1 Opsoninvermittelte Phagozytose

Die Aufgabe, im Rahmen immunologischer Abwehr groRere Partikel zu phagozytieren und
im Zellinnern unschadlich zu machen bzw. abzubauen, wird von Makrophagen, Monozyten
und neutrophilen Granulozyten wahrgenommen. An diesem Prozel3 sind verschiedene
membranstdndige Rezeptoren beteiligt, die zur Erkennung, Bindung und letztendlich
Internalisierung  der partikularen Zielstruktur (in  aller Regel ein pathogener
Mikroorganismus) beitragen. Dazu gehoren Rezeptoren fur den konstanten Teil (Fc-Teil)
verschiedener Isotypen von Immunglobulinen und fur Faktoren des Komplementsystems,

die die Phagozytose vermitteln. Voraussetzung dafir ist die Bindung von Antikdrpern
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und/oder Komplement-Faktoren an das zu phagozytierende Material, die sog.
Opsonisierung. Als wichtigste Opsonine sind IgG-Antikdrper und die C3b-Komponente des
Komplementsystems zu nennen. Erstere binden durch (unspezifische) Adsorption an
hydrophoben Oberflachen nichtgekapselter Bakterien oder als spezifische Antikérper
(lgG1, 1gG3), die gegen Oberflachenstrukturen gekapselter Bakterien gerichtet sind
(Proteine, Glykoproteine, Polysaccharide) [5]. Die Bindung des Komplementproteins C3b
erfolgt entweder Uber den sog. Klassischen Weg der Komplementaktivierung an zuvor
gebundene IgG- oder IgM-Antikérper oder direkt (Uber die Alternative Aktivierung der
Komplementkaskade) an bakterielle Lipopolysaccharide (gramnegat. Bakterien). C3b- und
Fc-Rezeptoren konnen sowohl kooperativ als auch unabhéngig voneinander
phagozytosevermittelnd wirken. [4] Dartberhinaus existiert ein Rezeptor fir die Bindung
inaktiver Fragmente von C3b, der eine direkte Phagozytosestimulierung auslost. Es werden
insgesamt 5 Typen von Komplementrezeptoren unterschieden, deren Rolle erst zum Teil
geklart ist [6].

Neben den genannten Immunglobulinen und Komplementkomponenten sind weitere
Serumfaktoren bekannt, die als Opsonine wirksam sind. Dazu gehdren beispielsweise
Fibronectin, HSa,-Glykoprotein, das durch die Steigerung der Oberflachenhydrophobizitét
fungiert, oder das Tetrapeptid Tuftsin (Thr-Lys-Pro-Arg), dessen positive Ladungen mit den
negativ geladenen Membrankomponenten von Mikroorganismen und Zellen interagieren.
[7]

Das von Makrophagen nach Bakterienkontakt sezernierte Interleukin-6 induziert in
Hepatozyten die Synthese der sog. Proteine der akuten Phase. Zu diesen
Serumkomponenten gehodren das C-reaktive Protein (CRP) und das mannosebindende
Protein (MBP). Das CRP bindet an Phosphocholinen der Membran von Mikroorganismen.
MBP, ein C-Lektin (s. Kap. 2.3), bindet an Mannosereste bakterieller Erreger. Beide
konnen als Opsonine wirken oder die klassische Komplementkaskade aktivieren [6]. Die
Bindung des MBP am Makrophagenrezeptor fir die Clg-Komponente der
Komplementkaskade, dem es strukturell sehr ahnlich ist, ist wahrscheinlich [8]. Neben dem
MBP sind weitere Lektine bekannt, die Uber die Bindung von Kohlenhydraten auf
Bakterien, Hefen und Viren und am Cql-Rezeptor auf zellularer Seite als Opsonine
fungieren. Sie bestehen aus, fur C-Typ-Lektine charakteristischen, Kohlenhydrat(KH)-
Erkennungsdoméanen und Kollagen-Sektionen und werden unter der Bezeichnung
Collektine zusammengefaldt [9]. Dazu gehéren die Lungen-Surfactant-Proteine A und D
(SpA, SpD) sowie die Plasma-Proteine Conglutinin, CL-43 und das MBP [10, 11].

Fur Liposomen stellt die opsoninvermittelte Phagozytose den hauptséchlichen
Eliminationsmechanismus dar. Plasmaproteine bzw. Opsonine kdnnen Uber geladene
Gruppen, hydrophile und hydrophobe Molekilsegmente und
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Wasserstoffbriickenbindungen wechselwirken und adsorbieren an oder ankern in der
Liposomenmembran. Das Ausmald der Opsonisierung bedingt die schnelle Entfernung

konventioneller Liposomen aus dem Blutkreislauf (s. Kap. 2.4.1).

2.2.2 Opsoninunabhangige Phagozytose

Neben der zweifellos groRen Bedeutung der opsoninvermittelten Phagozytose, die die
Mitwirkung von Serumkomponenten erfordert, wuchs in den letzten zwei Jahrzehnten die

Kenntnis Uber opsoninunabhéngige Phagozytosemechanismen.

2.2.2.1 Hydrophobe Wechse Iwirk ungen

Die Fahigkeit von Bakterien zur Bindung an Phagozyten (wie auch an die Membran
anderer Zellen) korreliert mit dem Ausmaf ihrer Oberflachenhydrophobizitat [12].
Hydrophobe Oberflachen bzw. experimentell gesteigerte Hydrophobizitat von
Mikroorganismen [13] verstarken die Bindung an Zelloberflachen und kdénnen die
Phagozytose aktivieren. Apolare Oberflachenmolekiile, die die Adh&sion an Zellen
befordern, werden auch unter dem Begriff Hydrophobine zusammengefal3t. Es liegen
wenig experimentelle Ergebnisse vor, die die Bindungsvermittlung durch ein spezielles
Hydrophobin zeigen konnten. Man geht aber davon aus, dafR hydrophobe
Wechselwirkungen durch Uberwindung von AbstoRBungskraften das Eintreten spezifischer
opsoninunabhangiger Interaktionen zwischen Bakterien und Phagozyten befdrdern [14],

weshalb sie an dieser Stelle erwéhnt sein sollen.

2.2.2.2 Opsoninunabhangige Erkennung

Interaktionen von Bakterien und Phagozyten in serumfreien Medien in vitro lieRBen die
Charakterisierung von Rezeptoren fur Typen von Liganden zu, die eine unmittelbare
Erkennung - ohne Mitwirkung von ,Briickenmolekilen” - ermdglichen [15]. Dabei handelt es
sich einerseits um Protein-Protein- andererseits um Lektin-KH-Wechselwirkungen. Ligand
und Rezeptor kdnnen sowohl auf Mikroorganismen und Phagozyten als auch umgekehrt
verteilt vorliegen, d.h. fur diese Wechselwirkungen spielen die Erkennung mikrobieller
Liganden durch zellulare Rezeptoren wie auch zelluldrer Liganden durch mikrobielle
Rezeptoren eine Rolle. Dementsprechend unterteilt man die opsoninunabhangigen
Mechanismen in

A) Phagozytose durch Phagozyten-Integrine

B) Lektinophagozytose durch Phagozyten-Lektine

C) Lektinophagozytose durch bakterielle Lektine [14].



Im Rahmen dieser Arbeit soll auf Wechselwirkungen aus Gruppe B, insbesondere auf den
fur Makrophagen spezifischen Mannose-Rezeptor naher eingegangen werden (Kap.
2.2.2.3).

Als Beispiele fur die der Gruppe A zuzurechnenden Wechselwirkungen sei die Bindung der
Arg-Gly-Asp-(RGD)Peptidsequenz von Mikroorganismen (darunter Bordetella pertussis)
durch den CR3-Rezeptor von Makrophagen (Integrin CD11b/CD18) [16] oder die Bindung
von Mycobacterium avium/Mycobacterium intracellulare Uber das
Monozyten/Makrophagen-Integrin aV33 [17] genannt.

Aus den der Gruppe C zugehorigen Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen ist die gut
charakterisierte Bindung des FimH-Lektins, einer mannosebindenden Untereinheit der sog.
Typ 1(mannosesensitiven)-Fimbriae, von Escherichia coli zu nennen [18]. In-vitro-
Untersuchungen lassen darauf schlieen, dal3 diese Bindung eines Bakterien-Lektins an
Kohlenhydrate zellularer Oberflachen neben einer Besiedlung von Epithelzellen [14] die
Adhésion an Phagozyten vermittelt. Als Liganden wurden CD11-, CD18- und andere
Glykoproteine identifiziert, deren Oligomannose- und N-Manno-Hybrid-Einheiten durch
FimH gebunden werden [19, 20]. Einige Actinomyces-Arten exprimieren sog. Typ
2(mannoseresistente)-Fimbriae, Oberflachen-Lektine spezifisch fir Galaktose-Reste von
GalB1-3GalNAc- und Laktose (GalB1-4Glc)-Gruppen. Die Bindung an der Oberflache von
Granulozyten fihrt zur Aufnahme und Abt6tung der Bakterien [21]. Es sind eine Reihe
weiterer bakterieller Lektine bekannt, die an Liganden phagozytierender Zellen binden [14].
Die Exprimierung solcher, Adh&sion wie Phagozytose und letztendlich Beseitigung des
Erregers vermittelnder Strukturen mag zunachst suizidal erscheinen. Ihre physiologische
Rolle wird bei Betrachtung der Komplexitdt in vivo und dem damit verbundenen
Selektionsdruck deutlich. Neben den Lektin-positiven Organismen existieren auch immer
Lektin-negative Vertreter, die der Phagozytose entgehen [18, 21]. Wahrend die Lektin-
negativen Erreger im Blut Uberleben, kdnnen sie in Phagozyten-arme Bereiche
auswandern. lhre Umwandlung in Lektin-positive Organismen ermdoglicht dann die
Besiedlung von Endothelzellen via Lektin-KH-Wechselwirkung und die Vermehrung des
Erregers [22].

Zu den spezifischen Wechselwirkungen der einzelnen Mikroorganismen mit nativen
Phagozyten und phagozytischen Zellinien liegen eine Vielzahl von Arbeiten vor [rev. in 14].
Die Fille der in-vitro- und in-vivo-Ergebnisse ist schwer tberschaubar, der Anteil der
jeweils untersuchten Wechselwirkungen am tatsachlichen physiologischen bzw.
pathophysiologischen Geschehen kaum abzugrenzen [23]. Die 0.g. Einteilung der Ligand-

Rezeptor-Interaktionen dirfte Uberdies vor allem von didaktischem Wert sein, da in vivo
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haufig von einer Uberlagerung oder Gleichzeitigkeit mehrerer Mechanismen auszugehen
ist. Diese Aussage sei an einigen Beispielen kurz erlautert:

Bei der Anheftung von Leishmania-Promastigoten an Makrophagen erfolgt die Bindung am
Integrin CD11b/CD18 (CR3) sowohl tber die LPS-Bindungsstelle als auch uber die iC3b-
Bindungsstelle. Letztere tritt mit GP63, einem Oberflachen-Glykoprotein vieler Leishmania-
Arten, in Wechselwirkung. Auf3erdem fihrt die Blockierung des Mannose-Rezeptors zu
verminderter Bindung und Aufnahme, was die Beteiligung mehrerer Rezeptoren nahelegt
[24, 25]. Ebenso kénnen Makrophagen-integrine, die einerseits als Rezeptor LPS sowie
RGD-Sequenzen binden, andererseits selbst als Glykoproteine durch bakterielle Lektine
erkannt werden [14]. In diesen Féllen handelt es sich um die Verbindung verschiedener
opsoninunabhangiger Mechanismen.

Daruiberhinaus ist CD11b/CD18 neben der direkten Erkennung mikrobieller Liganden auch
an der opsoninvermittelten Phagozytose uber die Bindung von Komplementfragment iC3b
beteiligt [26]. So kann es sich bei der Phagozytose von E. coli Uber die 0.g. FimH-Bindung
an CD11/CD18 um die Kopplung verschiedener Mechanismen handeln, von denen der
eine die Adhéasion, der andere (opsoninvermittelt) die Phagozytose selbst beférdert [15].
Ebenso wird die Involvierung von Fc-Rezeptoren fir die eigentliche Vermittlung der
Phagozytose nach dem initialen Schritt der FimH-Anheftung diskutiert [27]. Eine solche
Verbindung von opsoninunabhéngigen und opsoninvermittelten Mechanismen gilt als sehr
wahrscheinlich [14]. Dartberhinaus spielen auch unspezifische Oberflacheneigenschaften
(Hydrophobizitat, Strukturierung) der Coli-Bakterien fir die Phagozytose eine Rolle [22].

Die genannten Beispiele sollen die in vivo zu erwartende Komplexitat der
Wechselwirkungen andeuten, die auch fir die Aufnahme von Liposomen von Bedeutung

sein kann.

2.2.2.3 Membranlektine und Mannoserezeptor

Uber spezifische Wechselwirkungen zwischen zellularen Bindungsstellen und
Saccharidstrukturen besteht seit langer Zeit Kenntnis [28]. Grundlegende Arbeiten dazu
wurden bereits in den siebziger Jahren durchgefihrt und kohlenhydratvermittelte
Aufnahmewege beschrieben:

— Erkennung von Galaktosiden durch Hepatozyten [29],

- von Fucosiden durch Hepatozyten [30],

— von Mannosiden und Fucosiden durch Kupfferzellen und Gewebsmakrophagen [31, 32],

— von Phosphomannosiden lysosomaler Enzyme durch Fibroblasten [33].

Inzwischen wurden eine Vielzahl weiterer KH-Lektin-Wechselwirkungen untersucht, die fir
die Erkennung pathogener Strukturen oder fur Zell-Zell-Interaktionen Bedeutung besitzen
[34].
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Mehr als andere Zelltypen sind Makrophagen in der Lage, spezifische Rezeptoren fir
strukturell ganz unterschiedliche KH-Determinanten auszubilden [35].

Dazu gehoren Galaktose-Erkennungs-Systeme: eine Anzahl verschiedener Lektine, die
Galaktose- und N-Acetyl-Galaktosamin-Reste binden und uUber die einzelnen Spezies
unterschiedlich verteilt sind. Aus Ratten- und Maus-Peritonealmakrophagen konnte ein
Ca2+-abhéngiger Rezeptor isoliert werden. Beim Maus-Rezeptor handelt es sich um ein 77
kD Protein, das sowohl fur Galaktose (Gal) als auch fir Mannose (Man) spezifisch ist [36].
Der Rezeptor aus Rattenmakrophagen besteht aus einer Hauptkomponente von 42 kD und
zwei Nebenkomponenten von 60 und 65 kD, spezifisch fur Gal und GalNAc [37].

Gut charakterisiert ist das Gal/GalNAc-spezifische Lektin aus Hepatozyten der Ratte.
Dieser sog. Asialoglykoprotein-Rezeptor besteht aus einer Hauptkomponente (22,5 kD)
und zwei Nebenkomponenten (49 und 54 kD). Letztere erkennen (1-4 gebundene Gal-
Reste, wahrend erstere anal-6 und «al-3 gebundenen Gal-Resten der
Oligosaccharideinheiten von Glykoproteinen bindet [38]. Neben der Phagozytose von
Erregern mit entsprechenden Oberflachendeterminanten ist die Aufnahme von
korpereigenem Material von Bedeutung. Alternde Erythrozyten weisen ein veréndertes
Kohlenhydratmuster auf [39]. In-vitro-Untersuchungen zeigen, dald alternde im Gegensatz
zu frischen Erythrozyten sowie Sialidase-behandelte (desialylierte) Erythrozyten und
Thrombozyten Uber die dann freiliegenden Gal-Reste erkannt und phagozytiert werden [40,
14]. Da  Gal-spezifische = Membranlektine  auf  Hepatozyten, Leber- und
Peritonealmakrophagen beschrankt zu sein scheinen, dirfte ihre hauptsachliche
physiologische Rolle neben der Phagozytose von Mikroorganismen in der Beseitigung

alternder und toter Zellen bestehen [14].

Zu den Gal-erkennenden Membranproteinen ist auch das S-Lektin MAC-2 zu zahlen, das
aus Makrophagen-Populationen der Maus isoliert wurde. Die entsprechende DNA-Sequenz
aus aktivierten humanen Monozyten konnte isoliert und ein humanes MAC-2-Protein
geklont werden. Neben seiner Spezifitat fir Gal-Reste weist MAC-2 Bindungsaffinitat zu
IgE auf [41]. Da es in hohem Mal3e auf experimentell aktivierten Makrophagen exprimiert
wird, wird ihm eine Rolle wahrend der Makrophagenaktivierung und der Wanderung und
Adharenz in Entziindungsgebiete zugeschrieben [42]. Fiur die Phagozytosevermittlung
scheint es keine Bedeutung zu besitzen.

Ebenso ohne Bedeutung fur die Vermittlung der Phagozytose ist ein Makrophagen-
Membranlektin spezifisch fir Sialyl-Reste, das auch als Sheep Erythrocyte Receptor (SER)
oder Sialoadhesin bezeichnet wird [43] und hier aus Grinden der Vollstindigkeit erwahnt

sein soll. CROCKER et al. schlieRen aus Untersuchungen von Zell-Clustern aus dem
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Knochenmark von Mausen auf eine Rolle bei der Regulation der Thrombozytenentwicklung

im Rahmen der Hamatopoese [44].

B-Glucane, hauptsachliche Strukturkomponenten der Zellwand von Hefen und Pilzen,
werden von Rezeptoren humaner Monozyten erkannt. Sie sind an der Vermittlung der
Phagozytose und der Freisetzung von Leukotrienen beteiligt. Der Rezeptor besteht aus
zwei Untereinheiten von 150 bzw. 170 kD und ist spezifisch fur p-Glucane; a-Glucane,

Mannan oder Agarose (Gal-Reste) werden nicht gebunden [45, 46].

Ein auf Makrophagen fir die Bindung sog. Advanced Glycosylation End Products (AGE)
prasenter Rezeptor (AGE-R) ist beschrieben [47]. Als AGE werden Addukte bezeichnet, die
durch nichtenzymatische kovalente Bindung aus Proteinen und einfachen Kohlenhydraten
entstehen und ihrerseits an andere Protein- und Nukleinsdure-Strukturen binden. Der AGE-
R aus Peritonealmakrophagen der Maus wurde als 90 kD-Protein charakterisiert und
100.000 Bindungsstellen pro Zelle identifiziert [48]. Fir die Bindung AGE-modifizierter
Proteine sowie von AGE-Strukturen auf Zellmembranen am Rezeptor sind sowohl die
Zucker- als auch die Proteinkomponente der AGE notwendig. Physiologisch durfte ihm bei
Erkennung und Abbau schadhafter Proteine und alternder bzw. sterbender Zellen eine

wichtige Funktion zukommen.

Fir die Bindung von Liganden mit terminalem Mannose-6-Phosphat (Man-6-P) sind 2
Rezeptoren bekannt, die hauptsachlich am Transport lysosomaler Enzyme zu den
Lysosomen beteiligt sind [49-52]: Ein Kationen(Ca”)-unabhangiger Rezeptor von 270 kD
wird von Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten (und anderen Zellen) exprimiert. Ein
weiterer, kationenabhangiger Rezeptor von 46 kD wurde auf Maus-Fibroblasten sowie auf
humanen Monozyten gefunden. Die Phosphorylierung ist fur die Erkennung lysosomaler
Enzyme essentiell. Der erstgenannte Rezeptor bindet tber eine weitere Bindungsstelle
auch Insulin-like Growth Factor Il und hat daher im Zusammenhang mit
Wachstumsprozessen besondere Aufmerksamkeit erfahren. Auf der Plasmamembran
vermitteln beide Rezeptoren die Endozytose der Man-6-P-tragenden Proteine, fur die

Phagozytose korpuskularer Strukturen haben sie keine physiologische Bedeutung [53].

Tab. 1 gibt einen Uberblick Uber die Membranlektine phagozytierender Zellen, deren

Liganden und Vorkommen:
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Rezeptor |[Mw [kD] | Ligand Zell-Typ (Spezies) Funktion t.
Gal-R 77| Gal, Man Peritoneal-MA (Maus) Phagozytose 35
167 | Gal, GalNAc Peritoneal-MA (Ratte) Phagozytose 35
Gal Makrophagen (human) Phagozytose 51
30 Kupffer-Zellen (Ratte) 52
(Asialoglyko- 105,5| Galp1-4 Hepatozyten (Ratte) Endo(Pino)zytose |14
proteil% Galal-6 / Gala1-3
MAC-2 32| Gal Makrophagen (Maus, ?? 35
human)
SER 185 | Sialyl-Reste Makrophagen (Knochen- | Thrombopoese 35
mark, Lymphknoten, Milz)
B-Glucan-R 320 B-Glucan-Reste Peritoneal-MA Phagozytose 52,
Monozyten (human) 51
AGE-R 90 | Glucose-maodifizierte | Makrophagen (Maus, Phagozytose, 35
Proteine human), Endo(Pino)zytose
Kupffer-Zellen (Maus),
Monozyten (human)
Man-6-P-R 270 | Man-6-P Makrophagen, Monozyten, | Transport lyso- 52,
Fibroblasten u.a. (Maus, somaler Enzyme |51
Ratte, human)
MR 175| Mana1-6, GIcNAcB1-6 | Makrophagen (Maus, Phagozytose, 35,
Ratte, human) Endo(Pino)zytose |52
165-170 | Mana2-3, L-Rhaa2-3 14

Tab. 1: membranstandige Rezeptorlektine phagozytierender Zellen [Zusammenstellung aus 14, 35,
51, 52] (MA = Makrophagen)

Insbesondere der fir Makrophagen charakteristische Mannose-Rezeptor (MR) spielt bei
der direkten Erkennung einer Vielzahl pathogener Mikroorganismen eine grof3e Rolle.
Wahrend Glykoproteine von S&ugetieren kaum oder keine terminalen Mannnosereste
aufweisen, tragen eine ganze Reihe niederer Lebewesen, wie Bakterien, Pilze und
vielzellige Parasiten, relativ haufig Strukturen mit endstédndiger Mannose an ihrer
Oberflache. Dementsprechend kommt der Erkennung und Bindung terminaler Man-Reste
vor allem eine Aufgabe im Rahmen der Abwehr koérperfremder Strukturen zu. Offenbar sind
im Organismus dafiir zwei Teile eines Erkennungssystems vorhanden: eine humorale
Komponente in Form des MBP im Serum (s. Kap. 2.2.1) und eine zellulare Komponente in
Form des MR [35]. Abb. 1 zeigt die schematische Struktur des MR. EZEkowITZ [54] leitet
aus der Struktur einige Eigenschaften des MR auch in Bezug auf das Serum-MBP ab: Die
wiederkehrenden KH-Erkennungsdoméanen (Carbohydrate Recognition Domain, CRD)
bedingen die Fahigkeit, multivalente, komplexe Mannoseglykane mit hoher Affinitat zu
binden. Zum Vergleich der Bindungsspezifitdt der einzelnen Doménen wurden von den
Arbeitsgruppen um STAHL, DRICKAMER und EzEkowITz [55, 56] deren AS-Sequenzen

untersucht und eine Ubereinstimmung von etwa 30% festgestellt. Die Doméanen 4 und 5
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zeigen die groRte Ubereinstimmung mit dem Serum-MBP. Die strukturellen Ahnlichkeiten
zwischen MR und MBP lassen auf gleichartige Liganden und die &hnliche physiologische
Funktion schliel3en. Da zirkulierende Monozyten und Granulozyten keine MR exprimieren,
diurfte dem MBP im Blutkreislauf die Aufgabe der Erkennung von Mannosidstrukturen

zukommen, die auRerhalb des Gefal3systems Makrophagen via MR wahrnehmen.

FN TYPE I ,
REPEAT CRDs TMR

CYS-RICH
DOMAIN

— Man

Man-BSA
Mannan

Abb. 1: schematische Struktur des MR, bestehend aus Transmembran-Region (TMR), 8 CRD und 2
extrazellularen Domanen (Fibronectin Type Il Repeat und cysteinreiche Doméne)
unbekannter Funktion; waagerechte Striche markieren die notwendigen CRD fir die
Bindung von monomerer Man, Man-BSA und Mannan [aus 57]

Charakterisierung Der MR wird von allen bisher untersuchten Makrophagen von Maus,

Ratte, Kaninchen und Mensch exprimiert. Er findet sich nicht auf Blutmonozyten, erscheint
aber nach 1-3 Tagen in Zellkultur und erreicht ein Maximum nach 5-7 Tagen [58]. Im
Gegenzug erfolgt wahrend der Reifung eine Down-Regulation des von Blutmonozyten
exprimierten Mannose-6-Phosphat-Rezeptors. Der MR gilt somit als friher Marker der
Makrophagenreifung [59]. In-vitro-Untersuchungen mit Glykokonjugaten und inhibierenden
Monosacchariden weisen eine Bindungsaffinitat in der Rangordnung
D-Man = (etwa) L-Fuc > GIcNAc > D-Glc > D-Xyl >>> D-Gal = D-Fuc

aus [35, 32]. In der Literatur wird der MR deshalb auch als Mannose/Fucose-Rezeptor [58]
oder Man/GIcNAc-spezifisches Lektin [14] bezeichnet. Es handelt sich um ein Typ-II-
Transmembran-Glykoprotein, d.h. sein Carboxylende befindet sich auf der
zytoplasmatischen Seite der Membran. Im Gegensatz zu anderen Membranlektinen (s.
oben) besteht der MR aus einer einzigen Untereinheit von 165-175 kD. Grundlegende
Parameter wurden bereits 1980 durch STAHL et al. [60] in vitro an Alveolarmakrophagen der
Ratte untersucht: Der Rezeptor ist dulRerst Trypsin-empfindlich und wird bereits bei 4°C
nahezu vollstandig inaktiviert. Aus den erhaltenen Daten errechnen die Autoren eine
Membran/intrazellular-Verteilung des MR von naherungsweise 20/80%. Die
Ligandenbindung am Rezeptor erreicht bei 4°C (Ausschluf’3 von Endozytose der Liganden)

eine Sattigung nach 60 min und stellt den limitierenden Schritt bei der Aufnahme von

15



Glykoproteinen dar. Die Bindungsaffinitat ist Ca”- und pH-abhédngig und unter einem
Optimum von pH 7,0 deutlich reduziert. Die Dissoziation des Rezeptor-Liganden-
Komplexes erfolgt durch den erniedrigten pH-Wert (3,5...6,0) in den Endosomen. Der
Rezeptor selbst wird nicht abgebaut und Uber einen intrazellularen Rezeptor-Pool erneut
auf der Zellmembran présentiert (Rezeptor-Recycling). In einer Studie an humanen
Alveolarmakrophagen sowie aus Monozytenkultur erhaltenen Makrophagen kommen
SHEPHERD et al. [58] zu &hnlichen Ergebnissen. Nach McWILLIAM et al. [35] wiederholt sich
die Abfolge von Internalisierung, Passage eines endosomalen Kompartiments und
(Re)Prasentation des MR auf der Zelloberflache alle 6-8 Minuten. LENNARTZ et al. [61]
nennen fir den MR eine HWZ von 33 h, woraus sich eine Recyclingrate von mehreren
hundert Mal fir jedes Rezeptormolekil ergibt. Die Arbeitsgruppe um DRICKAMER und
TAYLOR nahm detailliertere Untersuchungen der Bindungsregion des MR vor [62, 63].
Danach wird die oligomere Struktur der CRD anderer C-Typ-Lektine (s. Kap. 2.3) im MR
alternativ durch die Aneinanderreihung der CRD-Monomere erreicht. Von den 8 CRD ist
das CRD-4 fir die Bindung von Monosacchariden ausreichend, komplexe Kohlenhydrate
natirlicher Glykoproteine werden aber nur schwach gebunden. CRD-4 und -5 binden
zusammen bereits komplexere Strukturen einiger Liganden mit hoher Affinitat, fir die volle
Bindungsaktivitat gegenuber dem Mannan aus Hefen sind aber 5 CRDs (4-8) essentiell
(vgl. Abb. 1). MULLIN et al. [57] konnten an isolierten CRD-4 zeigen, daf} die Bindung von
Ca” eine Konformationsénderung im Protein hervorruft, die die KH-Bindung erméglicht.
Aus der sehr weitgehenden Ubereinstimmung von Primar- und Tertiarstruktur der CRD des
MBP-A und der CRD-4 des MR schlieRen die Autoren, daf3 - &hnlich wie am MBP-A [64] -
die Bindung des Ca®* an den aquatorialen Hydroxylgruppen 3 und 4 eines terminalen
Mannoserests erfolgt. Dieselben Hydroxylgruppen bilden Wasserstoffbriickenbindungen zu
2 Glutaminséure- und 2 Asparaginsdure-Resten des CRD-4 aus, an denen das ca”
gebunden ist. Wahrscheinlich sind zusatzlich van-der-Waals-Krafte zwischen dem C4 der

Mannose und dem B-C des Tyr’®

der CRD-4 an der Bindung beteiligt. Der erniedrigte pH in
den Endosomen wirkt destabilisierend auf die Ca**-Bindung, wodurch die KH-CRD-4-
Bindung geldst wird. Die Ergebisse legen die Notwendigkeit von Konformations&nderungen
weiterer CRD bei der Dissoziation komplexerer Liganden vom Rezeptor in den Endosomen

nahe.

Funktion Der MR vermittelt nach Ligandenbindung sowohl Endozytose (bzw.
Pinozytose) als auch die Phagozytose unmittelbar. Ersteres bezieht sich auf die Clearance
mannosehaltiger endogener Proteine (wie z.B. Gewebs-Plasminogen-Aktivator und
lysosomale Enzyme) aus Korperflussigkeiten, die nach Bindung der Oligomannosid-

Strukturen internalisiert und abgebaut werden [3]. Die Bindung von Man-Resten auf der
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Oberflache von Mikroorganismen vermittelt deren Phagozytose. Dazu gehdren bestimmte
Bakterien (z.B. E. coli, M. avium, M. tuberculosis, P. aeruginosa), Pilze (z.B. Candida
albicans, Aspergillus fumigatus) und Protozoen (Pneumocystis carinii, Leishmania
donovani) [14]. Die Fahigkeit zur Endozytose bzw. Phagozytose ist mit dem Rezeptor auf
andere Zellen tbertragbar. Die Transfektion von nichtphagozytischen COS-Zellen mit MR-
codierender cDNA fiuhrte zu Bindung und Aufnahme von Man-Glykokonjugaten, Candida
albicans und Pneumocystis carinii [56, 65]. In nachfolgenden Untersuchungen fand
EzekowITz [54], dald mit CD64 (Fc-Rezeptor) transfizierte COS-Zellen opsonisierte Partikel
binden, aber nicht aufnehmen kénnen. Die Einfihrung von Rezeptor-Chimaren in die COS-
Zellmembran (bei denen selektiv Molekilteile des MR gegen Einheiten des CD64-Molekils
ausgetauscht wurden) zeigte, daf3 die Transmembran-Region und der zytoplasmatische
Schwanz (45 AS) des MR fir das Auslésen der Phagozytose essentiell sind. Der Autor
schliet aus den Ergebnissen, daR die Phagozytose durch Wechselwirkung des
zytoplasmatischen Schwanzes mit dem Zytoskelett initiiert wird. Im Gegensatz zur
opsoninvermittelten Phagozytose, die haufig die Kooperation von mehr als einem Rezeptor
erfordert (s. Kap. 2.2.1), befahigt der MR demzufolge allein zu phagozytischer Aktivitat und
wird als professioneller Phagozytose-Rezeptor bezeichnet. Dariiberhinaus wird die
Beteiligung an anderen phagozytosevermittelnden Mechanismen, wie der vermehrten

Expression von Fc-Rezeptoren nach Bindung von Man-Liganden, diskutiert [66].

Requlation STAHL et al. [60] leiten aus Scatchard-Analysen fir die untersuchten
Alveolarmakrophagen der Ratte 75000 Rezeptormolekiile/Zelle ab, KATAOKA et al. [59]
geben fir humane Makrophagen aus Monozytenkultur 4-5x10°> Rezeptoren/Zelle an. Diese
Zahl ist von einer Reihe von Einflu3faktoren abhangig und soll lediglich eine Vorstellung
Uber die GroRenordnung vermitteln. Die Bindungsaktivitdt (Anzahl der exprimierten
Rezeptoren und deren Bindungsaffinitat) ist neben Herkunft und Reifegrad durch den
Aktivierungsstatus der Zelle beeinfluf3t. Stimulierende Faktoren der Makrophagenaktivitét
kénnen selektiv den MR betreffen ohne die Expression anderer Membranrezeptoren zu
beeinflussen. Ebenso spielen die Zeit in Zellkultur und die Zusammensetzung des
Kulturmediums eine Rolle. Zu diesen Einflul3faktoren liegen eine Reihe alterer
Untersuchungen vor [rev. in 23]. Dazu gehdren auch der stimulierende Einflul3 von
Cytokinen auf die MR-Expression [67]. Neuere Ergebnisse [rev. in 3, 14] lassen zwei
grundsétzliche Tendenzen der Beeinflussung erkennen: Cytokine und Faktoren, die eine
Makrophagenaktivierung hervorrufen, fiihren zur Down-Regulierung des Rezeptors. Dazu
gehoren Interferon-y, LPS, aggregiertes IgG. Wiederholte Einwirkung mikrobieller Man-
Liganden reduziert ebenfalls die Expression des MR [54]. Umgekehrt flihren

antientzandlich wirkende Cytokine und Faktoren, die eine verringerte Aktivitat der
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Makrophagen bedingen, zur verstarkten Expression des MR. Dazu gehdren Interleukin-4,
Interleukin-13 [68], Glucocorticoide, Prostaglandin E oder auch Vitamin D3 [35]. CSF-1 und
GM-CSF wirken im Sinne der Makrophagenreifung und rufen ebenfalls eine vermehrte
Rezeptorexpression hervor. Die in der Literatur genannten Wirkungsmechanismen sind so

vielfaltig wie die beteiligten Faktoren und sollen hier nicht im einzelnen ausgefihrt werden.

2.3 Lektine und Liganden

Lektine zeichnen sich durch ubiquitdres Vorkommen in der Natur aus, man findet sie in
Bakterien, Pflanzen, Wirbellosen und Wirbeltieren. Einer verbreiteten Definition zufolge
sind Lektine kohlenhydratbindende Proteine nichtimmunen Ursprungs, die je nach
Zuckerspeczifitit Zellen agglutinieren und/oder Glykokonjugate préazipitieren [69]. Mit
zunehmender Kenntnis der Verbreitung und Funktion wurden in Erweiterung dieses
Begriffs Lektine als kohlenhydratbindende Proteine, die nicht Antikérper oder Enzym sind,

neu definiert [70].

Nahezu alle lebenden Zellen prasentieren in grofRer Anzahl KH-Strukturen auf ihrer
Oberflache; viele 16sliche Proteine (Enzyme, Plasmaproteine etc.) sind Glykoproteine [71,
72]. Die Kohlenhydrate enthalten Informationen Uber die sie prasentierende Struktur (Zelle,
Protein). In weiterem Sinne fungieren Lektine als Decoder solcher Glykokonjugat-
vermittelter Information [73]. Die Bindung stellt das Lesen bzw. Interpretieren dieser
Information von einer prasentierenden Struktur dar. Die der Lektinbindung folgenden
Vorgénge (z.B. die Phagozytose) sind eine Reaktion auf die erhaltene Information (z.B.
das Vorhandensein terminaler Man). Das Potential zur Codierung von Informationen in KH-
Strukturen ist immens. Wahrend in Peptiden und Oligonukleotiden der Informationsgehalt
nur durch die Anzahl der Monomere und ihre Sequenz bestimmt ist, sind in Kohlenhydraten
dariiberhinaus auch die anomere Konfiguration der Monosaccharide (o oder (), das
Vorliegen von Verzweigungen und die Substitution durch Sulfat-, Phosphat- oder
Acetylgruppen mafgeblich [74]. So kénnen zwei Aminosduren immer nur ein Dipeptid
bilden, bei der Bindung zweier Monosaccharide kodnnen bis zu 11 verschiedene
Disaccharide entstehen. Diese theoretische Vielféltigkeit wird in vivo aufgrund der
begrenzten Mdglichkeiten zur Bindungskniipfung, die sich aus der Spezifitdt der beteiligten
Glykosyltransferasen ergibt, nicht ausgeschdpft. Trotzdem ergibt sich aus der Multiplizitat
der begrenzten Bindungsknipfung eine grol3e Vielfalt von Oligosacchariden und damit
Informationen, was wiederum die Vielfalt aber auch Spezifitat der erkennenden Proteine
bedingt [75].
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Dementsprechend finden Lektine (besonders pflanzlicher Herkunft) verbreitete Anwendung
zu praparativen (Affinititschromatographie) sowie zu diagnostischen Zwecken in der
Analytik zellularer Kohlenhydrate wahrend Zellteilung, -differenzierung und maligner
Vorgange. (In den letzten Jahren haben sich eine eigenstandige ,Tumorlektinologie* und
auf dem Gebiet der HIV-Blockierung besonders durch mannosebindende Lektine intensive
Forschung etabliert.)

Fur die durch vorliegende Arbeit berihrten Fragestellungen sind vor allem Ricinus
communis Agglutinin-120 (RCA12) (spezifisch bes. fur terminale Gal-Reste) und
Concanavalin A (ConA) (spezifisch bes. fur terminale Man-Reste) zur Charakterisierung
gebundener Glykokonjugate oder als Iosliches oder gebundenes Rezeptormodell von
Bedeutung.

Lektine tierischer Herkunft lassen sich nach der Klassifikation von DRICKAMER [76] in zwei
Hauptgruppen, einen S-Typ (Thiol-abhé&ngig) und einen C-Typ (Ca2+-abhangig)
unterscheiden. S-Typ-Lektine, die aus verschiedenen Geweben unterschiedlicher Spezies
isoliert wurden (darunter Muskel, Lunge, Hirn), sind haufig l6sliche Proteine von 14-16 KD,
die im Zytosol, mit der Zellmembran assoziiert oder auch extrazellular vorliegen [76, 77]. Sie
binden spezifisch B-Galaktoside und sind durch das Vorhandensein freier Thiolgruppen
des Cystein gekennzeichnet, die fur ihre Bindungsaktivitat essentiell sind. Im Gegensatz
zum C-Typ erfolgt die Bindung unabhéngig von divalenten Kationen. Viele der S-Typ-
Lektine sind in der Lage, multivalente Oligomere zu formen und so komplexere Gal
enthaltende Oligosaccharide zu binden. Aufgrund ihrer 3-Gal-Spezifitat werden sie auch
als Galaptine [78], in der jungeren Literatur meist als Galektine bezeichnet [79].

Im Unterschied zum S-Typ sind in C-Typ-Lektinen Disulfid-Bricken zwischen Cystein-
Resten der CRD ausgebildet, die KH-Bindung erfolgt Ca2+-abhéngig. Sie sind durch das
Vorhandensein von CRD von etwa 120 AS mit 14 invariablen und 18 relativ
Ubereinstimmenden AS charakterisiert [34]. Zum C-Typ gehoren Lektine unterschiedlicher
Bindungsspezifitat: der Asialoglykoprotein-Rezeptor, die Selektine, das Serum-MBP wie
auch der MR.

Im MR liegen, wie in anderen C-Typ-Lektinen, CRD in Clustern vor, was eine hohe
Bindungsaffinitat gegenuber Oligosacchariden ermdglicht [34]. CRD-Clustering in C-Typ-
Lektinen, wie dem MBP [80] oder dem Asialoglykoprotein-Rezeptor [81], wird gewdhnlich
durch Assoziation mehrerer Polypeptid-Ketten, die jeweils ein CRD enthalten, erreicht. Im
Falle des MBP-A der Ratte werden Oligomere durch Formung von CRD-Dimeren oder -
Trimeren gebildet [82]. CRD-Cluster im MR entstehen durch den fir diese Rezeptorfamilie
uniublichen Aufbau Uber wiederkehrende CRD (vgl. Abb. 1) [54]. Zu dataillierteren
Untersuchungen der CRD des MR s. Kap. 2.2.2.3.
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Weitere KH-bindende Proteine, wie der Man-6-P-Rezeptor, virale Haemagglutinine und

einige andere, sind keiner dieser beiden Gruppen zuzuordnen [76].

Die Bindungsspezifitat eines Lektins wird haufig durch die Verdrangung bzw. Blockierung
der Bindung komplexer Strukturen (wie Glykoproteine, Erythrozyten) durch
Monosaccharide charakterisiert. Obwohl Lektine gewdhnlich eine relativ Dbreite
Bindungsspezifitat (fir eine Reihe von Monosacchariden oder terminaler Liganden mit
abnehmender Affinitat) aufweisen, ist bekannt, daf3 beim Vorliegen komplexerer Liganden
nicht nur der terminale Rest fur die Affinitdt von Bedeutung ist, d.h. dariberhinaus feinere
Unterscheidungen der Bindungsspezifitdt zu verzeichnen sind. Die Fraktionierung von
Glykopeptiden  bzw. Oligosacchariden durch  Affinitdtschromatographie  mittels
immobilisierter Lektine nutzt diese Unterscheidung in der Spezifitat [83]. Das betrifft
einerseits Sequenz und Stellung der Bindung zwischen den Monosacchariden,
andererseits  die  rdumliche  Anordnung bei Vorliegen weiter verzweigter
Oligosaccharidketten (antennéarer Strukturen). Fir ConA (und einige andere Lektine) ist die
Spezifitdt auch gegeniber komplexeren Liganden sehr genau untersucht [84]. Die
Bindungsaffinitatt von RCAi gegenuber komplexen bi-, tri- und tetraantennéren
Asialo(Gal1-4GIcNAcB1-)-Typ-Oligosacchariden nimmt in der genannten Reihenfolge, d.h.
mit Zunahme der prasentierten terminalen Gal-Reste (erwartungsgemafR) zu, die
kinetischen Parameter (Bindungs- wie auch Dissoziationskonstante) hingegen ab [85]. Fur
die Bindungsaffinitat von ConA ist bekannt, dal3 die Lektinbindung an Oligosacchariden
entweder an terminalen Man-Resten oder an a-(1-2)-gebundenen Man-Einheiten innerhalb
des Oligosaccharids erfolgt [86]. Dementsprechend werden biantennare Asialo-Typ-
Oligosaccharide aufgrund der an den Verzweigungsstellen vorliegenden Man-Reste mit
freien Hydroxylgruppen am C3, 4 und 6 erkannt, tri- und tetraantennare hingegen nicht. In
den tri- und tetraantennaren Strukturen sind diese Positionen durch die weiteren
Verzweigungen besetzt [85, 87]. IMBERTY et al. zeigten, dal} dartberhinaus die Flexibilitat
der Konformation in Oligosacchariden (Flexibilitat der Bindungen zwischen den
Monosaccharideinheiten) wahrend der Wechselwirkung mit der Lektinbindungsstelle fir die
Affinitdt von Bedeutung sein kann [88].

Ungeachtet dieser aus Kristalluntersuchungen und Molecular Modelling zum Teil sehr
genauen Kenntnis der molekularen Mechanismen bei Wechselwirkung von Mono- und
Oligosacchariden mit (I6slichen) Lektinen pflanzlicher Herkunft, ist die Ligandenspezifitat
bei tierischen (insbesondere membranstandigen) Lektinen nicht in dieser Detailliertheit
geklart. Gabius verweist darauf, dal3 (bei der histochemischen Detektion) flr die Lektin-
Bindung interessante Sequenzen haufig Teil komplexer KH-Ketten, d.h. effiziente Liganden

natirlich vorkommende Glykopeptide sind. Cluster von KH-Resten kdnnen so durch
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mehrere Bindungsstellen auf Tumorzellen oder Makrophagen erkannt werden [89]. Die
Bindungsaffinitat gegenuber dem Rezeptor(-Lektin) &andert sich mit Zunahme der
Komplexitat der Oligosaccharidstruktur mitunter erheblich. Bei den o.g. bi-, tri- und
tetraantennaren (Asialo-Typ-)Strukturen unterscheidet sich die Zunahme der Affinitat
gegeniber dem Asialoglykoprotein-Rezeptor um GrdfRenordnungen [52]. Gegenuber dem
MR zeigen nach Untersuchungen von KERY et al. verzweigte Man-Oligosaccharide,
mannosyliertes BSA oder Mannan eine hohere Affinitat als lineare Ketten [90]. Eine relativ
hohe Oberflachendichte von Zuckergruppen kann allerdings die Bindungsselektivitat
beeintrachtigen [91]. MONSIGNY et. al nennen etwa 20 Fuc-Reste als optimal fiur die
Rezeptorbindung von glykosyliertem Albumin an Maus-L1210-Zellen [92]. DRICKAMER
zufolge sind multiple Bindungsmdéglichkeiten physiologisch von grof3erer Bedeutung als
eine hohe Affinitdt der einzelnen KH-Rezeptor-Bindung [93]. Grundsatzlich ist sicher
anzuerkennen, dal3 eine ,geeignete” geometrische Anordnung héhere Affinitat geniel3t, als
isolierte KH-Reste [52], was im Einzelfall genauer Untersuchung der Wechselwirkung
bedarf.

Welcher der oben genannten Definitionen man auch folgt, sie sagt (im Gegensatz zu
Enzymen, Antikérpern, Wachstumsfaktoren usw.) nichts Uber die physiologische Funktion
der Lektine aus. Mit dem aus der Erkenntnis Uber die Beteiligung an Zell-Zell-
Erkennungsprozessen [94] in den letzten 2 Jahrzehnten neu erwachten Interesse an dieser
Substanzklasse wurden eine Vielzahl neuer Lektine mit ganz unterschiedlichen
funktionalen Aspekten gefunden. Neben ihrer Bedeutung fir Abwehrmechanismen des
Korpers durch Vermittlung der Phagozytose (Kap. 2.2.2.3) oder der im letzten Jahrzehnt
gut untersuchten und verstandenen Rolle der Selektine bei der Auswanderung von
Leukozyten in Entzindungsgebiete, wachst die Kenntnis Uber weitere physiologische
Vorgange, an denen Lektine beteiligt sind. Eine ganze Reihe experimenteller Ergebnisse
sprechen dabei fir die zusatzliche Beteiligung von Peptid-Peptid-Wechselwirkungen an der
Funktion bestimmter tierischer Lektine. Dazu gehoren Befunde uber die Targeting-Funktion
von Lektinen zur korrekten Platzierung von Enzymen am Substrat sowie interaktive
Funktionen der KH-Bindungsstelle zur Modulation der Aktivitat der Protein-Bindungsstelle.
Durch den Vergleich von AS-Sequenzen in Lektinen aufgefundene charakteristische
Doménen, die auch von Proteinen anderer Substanzklassen (Komplementrezeptoren,
Enzyme, Wachstumsfaktoren usw.) bekannt sind, werfen dahingehend neue Fragen auf.
Die Funktion solcher Doménen in Lektin-Molekilen ist vielfach noch ungeklart [rev. in 95],
wozu auch das Fibronectin-Type-lI-repeat-Segment des MR gehdrt. Die eingangs genannte
Definition der Lektine schliel3t die Relevanz anderer (als KH-) Wechselwirkungen fir ihre
physiologische Funktion nicht aus; Gabius weist in diesem Zusammenhang ausdrticklich

auf die begrenzte Ubertragbarkeit von KH-Bindungsstudien auf die physiologische
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Situation hin [95]. Fir das Design von Systemen zum rezeptorvermitteltenTargeting von

Arzneistoffen kann diese Komplexitat von Bedeutung sein.

Im Gegensatz zu den angesprochenen Protein-Liganden sind die KH-Liganden der Lektine
in vielen Fallen detailliert untersucht. Bei den Strukturen natirlichen Ursprungs handelt es
sich in den allermeisten Fallen um Oligosaccharide komplexer Natur. Abb. 2 zeigt eine
Ubersicht von Liganden, die mit hoher Affinitit an endo- bzw. phagozytosevermittelnde

Lektine binden.
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Abb. 2: Oligosaccharid-Liganden fur Zellmembran-Rezeptoren [verandert aus 93, 52]

Die meisten Serum-Proteine enthalten eine oder mehrere O-(Serin, Threonin)-verknipfte
oder N-(Asparagin)-gebundene Oligosaccharidketten (zur physiologischen Funktion der
aufgefuhrten Rezeptoren s. Kap. 2.2.2.3). Die endogene Entstehung von in Abb. 2
gezeigten mannosereichen Liganden wird der Einwirkung von Phosphatasen auf Man-6-P-

Oligosaccharide zugeschrieben. Neben seiner Funktion bei der Erkennung mannosereicher
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Strukturen von Mikroorganismen kommt dem MR mdglicherweise eine Rolle bei der
Endozytose solcher dephosphorylierten Glykoproteine zu [93].
Die sehr haufig vorkommenden N-Glykane von Serumproteinen kénnen vereinfachend auf

folgende Struktur zusammengefal3t werden:

+Fuc 011,
3 1B1GIicNAc tFuc al
[(£NeuAc a2-) 6 Gal B1—4 GleNAc B1-], g Man (:Ll\| d d

4 6
: Man B1-4 GicNAc Bl1—4 GicNAc Bl Asn

A
[(tNeuAc 02-) 6 Gal B1—4 GicNAc B1-], ;Man al

Abb. 3: N-Glykan-Struktur von Serumproteinen [aus 96]

Die Heterogenitdt der Glykane ergibt sich hauptsachlich aus der Anzahl der
Verzweigungen an den peripheren Man-Resten (bi-, tri- oder tetraantennare Strukturen)
und der moglichen Substitution durch GIcNAc am zentralen Man-Rest. Weitere Variierung
ist durch Fuc- und NeuAc-Reste mdglich. Anzahl und Variabilitdt solcher Glykan-Strukturen
bedingen die Vielfalt der Glykoform eines Proteins. Diese Variabilitat ist wiederum
abhangig von der Aktivitat der glykosylierenden Enzyme, die von Typ und physiologischem
Status der Zelle bestimmt ist [97].

Die Glykosylierung kann einerseits durch die Beteiligung an einer bestimmten
Konformationsausbildung oder -anderung des Proteins dessen Aktivitat beeinflussen [98].
Andererseits fungiert die Glykosylierung als Signal fur die Protein-Clearance aus dem
Kreislauf, die Serum-HWZ der Proteine wird somit Uber das Glykosylierungsmuster
bestimmt und kontrolliert. Da nahezu alle Serum-Glykoproteine mit terminalen
Sialylsdureresten sezerniert werden, ist fur ihre Clearance das Wirksamwerden von
Neuraminidasen notwendig. DRICKAMER schlief3t aus der Abhangigkeit der Clearance von
Serumproteinen von deren Glykosylierung auf die Existenz kurz- und langlebiger Vertreter
des gleichen Proteins. [93]

Homologe Serumproteine verschiedener Spezies weisen haufig Glykane ahnlicher Struktur
auf [99].

Es wurde bereits gesagt, dal3 sich fur die Detektion von Lektinen, also fur die Bindung,
haufig komplexere Saccharidsequenzen (aus Glykoproteinen naturlicher Herkunft) eignen.
Dessenungeachtet binden auch einfachere Strukturen, allerdings mit geringerer Affinitat
[52]. Dementsprechend erfolgreich waren Versuche der Nutzung sog. Neoglykoproteine
(s.Kap. 2.4.2.2), chemisch mit den gewtinschten Zuckern modifizierte Proteine, die so die
geometrische Organisation der KH-Gruppen von nattrlich vorkommenden Glykoproteinen

nachahmen. Den physiologischen Liganden adaquat weisen sie eine naturliche Clusterung
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der bindenden KH-Einheiten auf. Solche Neoglykoproteine haben allerdings den Nachteil,
dal3 sie natirlicher Variabilitdt unterliegen und ihre Gewinnung in ausreichender Menge
sehr aufwendig ist. Deshalb erscheint die Suche nach geeigneten, chemisch definierten
Glykokonjugaten erforderlich. Die in dieser Arbeit untersuchten Glykolipide sollen einen
solchen Ansatz vermitteln. Der Einsatz mdglichst einfacher Strukturen mit systematischer
Veranderung der Spacer-Region sollte es zulassen, grundséatzliche Fragen zur Eignung zu

klaren und Grundlage fur weitere Synthesearbeiten sein.

2.4 Liposomentargeting

2.4.1 Naturliches Schicksal konventioneller Liposomen

Das Schicksal von Liposomen im Korper ist zundchst beeinfluf3t von der Art bzw. dem Ort
der Applikation und einer méglichen Verteilung: die fir Liposomen am weitesten verbreitete
ist die parenterale Applikation (insbesondere die intravendse, intramuskulére, subcutane,
intraperitoneale), bei der die Liposomen mit Korperflissigkeiten (Blut, Lymphe,
extrazellulare Flussigkeit) in Berihrung kommen. Andere parenterale Applikationswege,
wie intraarticular oder intracerebral sind eher von untergeordneter Bedeutung. Bei lokaler
Injektion (s.c., i.m.) verbleiben vor allem grof3e Liposomen (MLV, LUV) lUberwiegend am
Injektionsort, wahrend kleine Vesikel (SUV) lber die Lymphbahnen ausgespilt und von
Makrophagen in regionalen Lymphknoten aufgenommen werden, nur ein geringer Tell
erreicht den Blutkreislauf [100].

Neben der parenteralen hat die pulmonale Applikation in Form von Aerosolen eine gewisse
Beachtung erlangt [101]. Die Liposomen werden in der Lunge entweder von
Alveolarmakrophagen aufgenommen oder verschmelzen mit dem Surfactant-Film der
Alveolen. Die Verweildauer der Membrankomponenten sowie eingeschlossener
Arzneistoffe in der Lunge wird von der Lipidzusammensetzung der Vesikel bestimmt und
variiert von 1,4 bis 20 h [102].

Einer oralen Anwendung steht die mangelnde Stabilitat der Liposomen bei niedrigem pH,
bei Anwesenheit von Verdauungsenzymen und Gallensalzen entgegen; die Resorption
intakter Vesikel aus dem Gastrointestinaltrakt ist bislang nicht belegt [100].

In den letzten Jahren fanden topische Formulierungen vor allem zu kosmetischen Zwecken
weite Verbreitung, die hier nicht ndher behandelt werden sollen. Fur eine Diffusion intakter
(konventioneller) Liposomen durch die Hornhaut gibt es bisher keine eindeutigen Beweise
[102]. Lediglich erwéhnt seien spezielle topische Formulierungen, sog. Transfersomen, die
aufgrund extremer Flexibilitdt und Verformbarkeit der Membran tiefere Hautschichten und

BlutgefalRe als intakte Vesikel erreichen kénnen [103].
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Bei der Uberwiegend genutzten systemischen (i.v.) Gabe sind die Liposomen der
Einwirkung von Lipoproteinen und Opsoninen ausgesetzt. Der Kontakt mit Lipoproteinen
(insbesondere HDL) kann Lipidaustausch und Desintegration der Vesikel zur Folge haben.
Adsorbierte Opsonine fungieren als Markerproteine fir die Clearance durch die Zellen des
MPS (s.Kap. 2.2.1). Die Plasma-HWZ von MLV liegt in der GréRenordnung von Minuten.
Die hochste Clearance-Rate weisen die Kupffer-Zellen der Leber (80% der injizierten
Dosis), gefolgt von Makrophagen in Milz (5%) und Knochenmark (2%), auf. Bei intaktem
MPS finden sich keine nennenswerten Mengen von Liposomen in Zellen aul3erhalb des
MPS. [100] In Abh&angigkeit von Grofie und Zusammensetzung der Membran sind dennoch
einige Modifizierungen dieser grundsatzlichen Vorgange moglich.

Grole Entsprechend ihrer Durchlassigkeit stellen die Kapillarwande eine Barriere
fur Liposomen verschiedener Grol3e dar [102]: geschlossene Kapillaren (Skelett-, Herz-,
glatte Muskulatur) sind auch fur sehr kleine Vesikel nicht passierbar; die Fenestrae der
Lebersinusoide sind mit einer Grof3e von bis zu 80 nm fur SUV durchlassig und
ermdglichen deren Aufnahme durch Leber-Parenchymzellen; Kapillaren in entziindetem
Gewebe weisen interzellulare Licken auf, die Vesikel kleiner 100 nm passieren konnen;
groRere Licken der Kapillarwande, wie in Tumoren, lassen den Gefal3austritt und eine
Ansammlung auch gréRerer Liposomen im Gewebe zu.

Grundsatzlich werden gréf3ere Liposomen (MLV, LUV) schneller aus dem Blutkreislauf
entfernt als kleinere: die Plasma-HWZ von SUV kann mehrere Stunden betragen, sie
kumulieren weniger in Makrophagen der Leber (56% der injizierten Dosis) und Milz (3%),
dafur vermehrt in Knochenmark (14%), Haut (9%) und Darmgewebe (10%) [100]. Sehr
grol3e Liposomen (7-10 um) unterliegen einer Ansammlung in feinen Kapillaren aufgrund
einfacher Filtration, zumeist im Kapillarbett der Lunge [102].

Ladung Negativ geladene SUV erfahren schnellere Clearance als neutrale oder
positiv geladene, was hauptsachlich auf verstarkte Opsonisierung zurickzufihren ist. In
Milz, Knochenmark und Hirn zeigt sich eine vermehrte Aufnahme positiv geladener SUV,
wéhrend in der Lunge vor allem negativ geladene SUV akkumuliert werden. MLV werden
durch Milz, Knochenmark und Monozyten bevorzugt in der Reihenfolge negativ geladen >
neutral > positiv geladen aufgenommen, die Clearance-Rate durch die Leber folgt dem
Schema neutral > negativ = positiv. Bevorzugte Aufnahme durch die Lunge gilt fiir negative
und positive MLV [100].

Lipidzusammensetzung GREGORIADIS und SENIOR fanden in Abhangigkeit vom

verwendeten Membranlipid eine Verlangerung der Plasma-HWZ in der Reihenfolge DLPC -
DOPC - DSPC - EPC - DMPC - SM (mit Ausnahme von DSPC 50% Cholesterol) [104]. Der
Einbau von Cholesterol verringert die Clearance-Rate konzentrationsabhangig, wobei sich

die Verteilung mit steigendem Cholesterolgehalt von Kupffer-Zellen der Leber zu
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Makrophagen der Milz verschiebt. MOGHIMI und PATEL schreiben letzteres der Adsorption
unterschiedlicher Opsonine zu, die fur Makrophagen der Leber und Milz verschieden
spezifisch sind [105]. Ahnlich wie Cholesterol verzégern Cardiolipin und Sphingomyelin die
Leber-Clearance [100]. Negativ geladene, PS enthaltende Vesikel unterliegen einer
erhohten Clearance gegenuber solchen, die PA oder PE enthalten, wofir ein PS-
Rezeptormechanismus (von Bedeutung fir die Erkennung alternder Erythrozyten) [106]
oder PS-spezifische Opsonisierung durch Komplementkomponenten [107] verantwortlich
gemacht werden. Grundsatzlich weisen rigidere bzw. stabilere, d.h. in der Packung der
Lipidmembran dichte, Vesikel eine lAngere Plasma-HWZ als fluide auf [102].

Ungeachtet einiger Ausnahmen ist das Ausmald der Opsonisierung und die Art der
beteiligten Plasmaproteine bzw. Opsonine der entscheidende Faktor fir die Clearance-
Rate, was von der Packung der Lipide (Rigiditat bzw. Séttigung der Lipide, erhdhte
Packungsdichte durch Einbau von Cholesterol usw.), dem Vorhandensein von Ladungen
und z.T. auch Uber die GroRe (Kurvatur) und damit vorhandenen Stoérstellen bzw.
groRenspezifischer Opsonisierung [108] bestimmt ist. NEw et al. [106] fassen die Fulle der
Daten zur Liposomen-Clearance vereinfachend in einer Graphik zusammen ( Abb. 4), die
die mogliche Gestaltungsbreite fur eine Steuerung in bestimmte Organe oder Gewebe

darstellt.
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Abb. 4: Lokalisierung von Liposomen 24h nach i.v.-Injektion [aus 106]

Die gestrichelten Anteile reprasentieren bereits spezifische Oberflachenmodifizierungen,
wie die Prasentation von Saccharid-Liganden oder den Einbau von Gangliosiden, die nicht
mehr dem Begriff konventionelle Liposomen zuzurechnen sind. Dessenungeachtet
verdeutlicht die Darstellung, dafd konventionelle Liposomen mit gewissen Verschiebungen

immer den gleichen oder &hnlichen Eliminationsmechanismen ausgesetzt sind.
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2.4.2 Spezifisches Targeting

Die physiko-chemischen Eigenschaften, die die Wirkung eines Arzneistoffs ausmachen,
diktieren auch das Verteilungsverhalten im Korper. Beim Arzneistoff-Targeting kommt es
somit darauf an, das pharmakokinetische Verhalten von der Pharmakodynamik zu
entkoppeln [51]. Hierzu stellen arzneistofftragende Liposomen eine Moéglickheit dar. Wie in
Kap. 2.4.1 beschrieben, unterliegen Liposomen aufgrund ihrer korpuskularen Struktur
bereits einem passiven Targeting, das durch Veranderungen in GrolRe, Ladung,
Lipidzusammensetzung etc. beeinflu3t werden kann. Trotz dieser (relativ beschrankten)
Mdoglichkeiten der Einflunahme, limitiert das naturliche Schicksal von Liposomen ihren
Einsatz als therapeutisch nutzbares System erheblich.

Um der schnellen Beseitigung der Vesikel entgegenzuwirken, ist eine Vorsattigung des
MPS mit Leerliposomen oder die Verabreichung sehr hoher Liposomendosen prinzipiell
maoglich. Eine solche mehr oder weniger vollstandige Abséttigung der Phagozytose-
Kapazitat des MPS stellt in vivo zwangslaufig auch die Blockierung anderer
Phagozytoseaufgaben der Abwehr (Erreger, Tumorzellen) dar und kann ernste
Komplikationen provozieren oder zumindest beférdern. Mit der Gabe hoher
Liposomendosen wachst zudem die Gefahr der Blockierung von Kapillaren, besonders der
Lunge, Wechselwirkungen mit Blutzellen und Plasmaproteinen kénnen die
Zusammensetzung des Blutes veréandern oder deren Funktion (vor allem durch Adsorption
und Lipidaustausch) beeintrachtigen, weshalb eine humanmedizinische Anwendung
weitgehend ausscheidet.

DarUberhinaus modifizieren Verédnderungen der Zusammensetzung der
Liposomenmembran die Stabilitdt der Vesikel. Das gilt insbesondere flr die Situation in
vivo unter dem Einflul3 von Serumproteinen, Enzymen und der Kdérpertemperatur, was mit
einer drastischen Abnahme der Stabilitit und dem Verlust vor allem wassrigen
Vesikelinhalts  verbunden sein  kann. Moglichkeiten der  Modifizierung  der
Liposomenoberflache ohne eine Veranderung der Barriereeigenschaften der Membran sind
deshalb Bedingung fiir eine breitere therapeutische Nutzung. Das betrifft einerseits die
Affinitat der Liposomen gegenuber der Zielzelle, andererseits (als Voraussetzung dafir) die
Verhinderung der schnellen Clearance aus dem Blutkreislauf. Zur Steigerung der Affinitat
bietet sich die Nutzung Zellrezeptor-vermittelter Mechanismen, von denen im
nachfolgenden Wechselwirkungen via KH-Rezeptoren Beachtung finden sollen. Die
deutliche Verlangerung der Plasma-HWZ gelang zu Beginn der 90er Jahre mit Darstellung
der sterisch stabilisierten Liposomen [109]. In jingerer Zeit steht die Verbindung dieser
beiden Formen der Oberflachenmodifizierung zum Targeting von Liposomen im Mittelpunkt
(s. Kap 2.4.2.3).
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2.4.2.1 Sterische Stabilisierung

Die Notwendigkeit der Beeinflussung von Blutzirkulationszeit und Organverteilung von
Liposomen intensivierte die Suche nach geeigneten Strukturen zur
Oberflachenmodifizierung. Inkorporierung von hydriertem Phosphatidylinositol (PIl) oder
Gangliosiden, insbesondere Gangliosid GM; (Optimum 5 - 7mol% GM;), fuhrte zur
deutlichen Verldngerung der Plasma-HWZ, verstarkter Prasenz in Tumorgewebe und
verringerter Ansammlung in Leber und Milz [110]. Als effektivste Substanzen erwiesen sich
synthetische Polymere: adsorbierte Block-Copolymere [111, 112] und insbesondere
kovalent gebundenes Polyethylenglycol (PEG) mit mittleren Molekilmassen (1500 - 5000),
die als sterische Barriere fir angreifende Plasmakomponenten fungieren. Erstere haben
allerdings den Nachteil, dal3 die Polymer-Adsorption an der Membranoberflache vielfach
zum Verlust wassrigen Vesikelinhalts fiuhrt [113] oder die Adsorption in vivo keine
ausreichende Stabilitat aufweist [114], weshalb die Inkorporierung von PEG-PE heute das
Mittel der Wahl darstellt.

Gegenuber der zunéchst eingefiihrten Bezeichnung Kryptosomen [109] hat sich das
Warenzeichen STEALTH®-Liposomen (Liposome Technology Inc., Menlo Park / CA, USA)
durchgesetzt; beide verweisen auf die ,Unsichtbarkeit* gegeniiber dem Immunsystem.
Durch die Schaffung einer sterischen Barriere fur Makromolekile bleiben die Stealth-
Eigenschaften der Vesikel von der Fluiditat oder Ladung der anderen
Membrankomponenten nahezu unbeeinflu3t [115]. Blutzirkulationsdauer der Stealth®-
Liposomen und ihre Verteilung in MPS-reichen Organen sind hauptséchlich abh&angig von
der Oberflachendichte der PEG-Ketten und ihrem Polymerisationsgrad (Lange), wobei
haufig ein Maximum bzw. Minimum (Vorliegen eines Optimums) zu verzeichnen ist [115,
116]. Zum theoretischen Verstandnis wurden von LAsSIC zwei Modelle herangezogen, die
die sterische Absto3ung von Oberflachen bei Besatz mit nichtionischen, flexiblen, gut
hydratisierbaren Polymeren mathematisch beschreiben und hier nur im Ansatz Beachtung
finden sollen [102]: Fur niedrige Oberflachendichten der Polymerketten, bei der keine
gegenseitige Beeinflussung vorliegt, ordnen sich die PEG-Ketten in Form eines Pilzes an
und schirmen so die Oberflache sterisch ab (Pilzmodell). Kleine Makromolekile kénnen
dennoch in der Lage sein, an der Oberflache zu binden. Fur hohere Polymer-
Oberflachendichten, bei denen sich die PEG-Ketten gegenseitig beeinflussen, gilt das
Burstenmodell: die Polymere liegen mehr oder minder gestreckt vor und bestimmen
wechselseitig ihre Ausdehnung und Flexibilitat bzw. Mobilitat. Bei sehr hoher
Oberflachendichte kann einsetzende Kondensation der Ketten den vollstdndigen Verlust
der Mobilitat und den Zusammenbruch der Burste oder auch Phasenseparation und

Membrandefekte zur Folge haben, was wiederum die Adsorption von Proteinen begunstigt.
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Die beiden genannten Modelle beschreiben in ihrer jeweils konsequenten Ausformung zwei
Extrema theoretisch unendlich vieler Zustande. Die optimale Stabilitat (hinsichtlich
Proteinabsorption und Blutzirkulationsdauer) fand man nahe dem Ubergang von der Pilz- in
die Burstenkonformation. Die langsten Blutzirkulationszeiten wurden bei Inkorporierung von
5-10mol% PEG-PE mit einer Kettenlange von n = 40-130 erzielt, das Optimium bei 5mol%
und n = 40-70 erreicht. Die Plasma-HWZ ist fir die einzelnen Spezies sehr unterschiedlich
und wachst mit steigendem Korpergewicht. Mit Ublichen Formulierungen (5-10mol%
¥9pEG-DSPE) werden HWZ von 20 h in Mausen und von >40 h im Menschen erreicht
[117]. Entsprechend vorstehenden theoretischen Uberlegungen empfiehlt LASIC eine
Mischung von kurzeren (Burste) und langeren (Pilz) Polymeren (4-6mol% PEG 2000 und
2mol% PEG 5000) zur Optimierung der biologischen Stabilitat [116].

Aus dem Vergleich von PEG-PE-Derivaten mit Oligosaccharid-PE-Derivaten &hnlicher
Hydrophilie schlieBen BLUME und CEvC auf die vorrangige Bedeutung der Mobilitdt der
polaren Barriere, d.h. der Delokalisierung fir das MPS erkennbarer Strukturen fur ihre
Stealth-Effektivitat. Danach tritt die Bedeutung einer gesteigerten Oberflachenhydrophilie in
den Hintergrund [115]. Die Verwendung einiger anderer Polymere, wie Polyacrylamid,
Polyvinylpyrrolidon und  weiterer  Polysaccharid-Strukturen, wie  Dextran- und
Zellulosederivate, mit denen keine adaquaten Stealth-Effekte zu erreichen sind, bestatigen
diese Uberlegung [116]. ALLEN faRt die Erfordernisse zur Maskierung gegeniiber dem MPS
bildhaft mit dem Ausdruck ,to look like water* zusammen [118].

Ungeachtet der sterischen Abschirmung der Oberflache ist auch fir Stealth®-Liposomen
die Plasma-HWZ nicht vollig unabhangig von anderen Vesikeleigenschaften [102, 114]:
GréRRe Die fur sehr kleine (< 70 nm) und sehr grof3e (mehrere pm)
konventionelle Liposomen beobachteten Besonderheiten der Elimination (s. Kap. 2.4.1)
gelten adaquat. Dariliberhinaus berichten LITZINGER et al. Uber verstarkte Opsonisierung
von Stealth-Vesikeln < 70 nm, die die schnelle Clearance bedingt [119]. PEG-Liposomen >
200 nm unterliegen beschleunigter Clearance (HWZ wenige Stunden) und kumulieren vor
allem in der Milz. MoGHIMI und DAvIs limitieren daher die o0.g. Stealth-Eigenschaften auf
einen VesikelgroRenbereich von 70-200 nm [114].

Ladung, Lipidzusammensetzung Die erhdhte Aufnahme von PS enthaltenden PEG-

Vesikeln durch Kupffer-Zellen wird auf dessen Tendenz zur Phasenseparation,
insbesondere in Anwesenheit von Ca®, zurtickgefuhrt. Liposomen (< 200 nm) der
Zusammensetzung DOPE/Chol/*®PEG-PE kumulieren gegeniiber DOPC/Chol/*®PEG-
PE verstarkt in der Milz.

Mdogliche Erklarungen fir die genannten Abweichungen sind vielfach hypothetisch und
schlieBen mechanische Filtration im Kapillarbett der Milz, spezifische Opsonisierung und
Dysopsonisierung, verminderte hydrodynamische Stabilitdt im Blutflul3 oder immunogene
Reaktionen ein. Als sehr wahrscheinlich gilt die Beteiligung reversibler Clusterung durch
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Lateraldiffusion oder irreversibler Phasenseparation von Membranlipiden und damit dem
Vorhandensein exponierter, nicht abgeschirmter Membranbereiche, die der Bindung von
Opsoninen zugénglich sind.

Die verringerte Kumulation von Stealth®-Liposomen in MPS-reichen Organen fiihrt tiber die
verlangerte Zirkulation im Blutkreislauf konsequenterweise zur Ansammlung in Geweben
mit erhdohter Kapillarpermeabilitdt und zu einem passiven Targeting in Entziindungs- [120]
oder Infektionsgebiete [121] und Tumorgewebe [122]. Auch die vermehrte Penetration in
Hautgewebe basiert auf GefalRaustritt Gber (physiologische) Kapillarliicken [102]. Vor allem
die Kumulation in Tumoren flihrte zu intensiver Forschung mit liposomalen Praparationen.
Mit Stealth”-Liposomen werden 10 - 30mal hohere Zytostatikakonzentrationen im Tumor
als bei Einsatz des freien Wirkstoffs erreicht [123]. In jlngerer Zeit wurden durch
Varriierung der Lipidzusammensetzung eine weiter verbesserte Tumorlokalisation erzielt
[124]. Bisher konnten allerdings nur einige wenige Praparate eine Markteinfiihrung
erreichen. Dazu gehéren DaunoXome” (Daunorubicin, NEXSTAR Pharmaceuticals) und
Caelyx” (Doxorubicin, ESSEX Pharma), von denen letzteres sterisch stabilisiert ist.
Liposomales Cisplatin (Stealth”-Liposomen, SEQUUS, USA), Vincristin (INEX, Kanada)
und Annamycin (ARONEX, USA) befinden sich in klinischer Prifung [125].

Trotz der genannten Einschrankungen stellt die Entwicklung sterisch stabilisierter
Liposomen einen entscheidenden Schritt in Richtung spezifisches Targeting dar. LASIC
spricht von der ,zweiten Liposomengeneration“, die Voraussetzung fir eine ,dritte

Generation“ von ligandentragenden Liposomen ist [102].

2.4.2.2 Rezeptorvermitteltes Targeting

Der Erfolg rezeptorvermittelten Targetings ist, neben den in vorstehenden Kapiteln
genannten Faktoren auf dem Weg des Ligand-Arzneistoff-Konjugats zur Zielstruktur,
abhangig von der Selektivitat und der Verteilung des anvisierten Rezeptors im Korper.
Einige wenige Rezeptoren, zu denen der MR gehort, vermitteln die Endozytose
arzneistofftragender Konjugate. Sofern nicht durch Nutzung von Fusionsproteinen die
Aufnahme vermittelt wird, fihren alle anderen Vorgéange mit Beteiligung von Rezeptoren
(auf nichtphagozytierenden Zellen) zur extrazellularen Anreicherung bzw. Freisetzung von
Arzneistoffen. Auf diese Unterscheidung sei im Zusammenhang mit Untersuchungen zum
rezeptorvermittelten Targeting hingewiesen.

Die physiologische Verbreitung von KH-Rezeptoren und die Potenz von KH-Liganden zur
Codierung von Information birgt eine hohe Spezifitit der Liganden-Rezeptor-
Wechselwirkung, die fir ein Targeting genutzt werden kann. Entsprechend dem
Schwerpunkt dieser Arbeit sollen im folgenden ausschlieBlich KH-vermittelte

Wechselwirkungen via MR Beachtung finden.
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Der Einsatz von Glykoproteinen als Targeting-Vehikel wurde vielfach mit Erfolg angewandt
[51]. Eine andere Madoglichkeit bietet der Einschlu3 von Arzneistoffen in eine
ligandentragende ,Verpackung®, wie im Falle oberflachenmodifizierter Liposomen. Da
beide auf die Nutzung desselben Prinzips abzielen, sollen sie nicht getrennt voneinander

behandelt werden.

Im Sinne eines Targeting wurden Man-tragende Konjugate mit sehr unterschiedlichen
Zielstellungen untersucht. Dazu gehotren die Steigerung der tumortoxischen Aktivitat von
Makrophagen, die Beseitigung von in Makrophagen persistierenden Erregern und die
Applikation von Tetanus-Toxoid zur Steigerung der Antikbrperproduktion [rev in 3]. Dazu
gehort auch die Optimierung der Immunantwort durch die schnelle Aufnahme von
Antigenen via Man-Liposomen durch Makrophagen [126], die Untersuchung der MR-
Exprimierung Leishmania-infizierter Makrophagen [127] oder die selektive Beseitigung von
Makrophagen zur Untersuchung autoimmuner oder immuner Vorgénge bei verschiedenen
Infektionen von Auge und Hirn [128-130]. UMEzAWA und ETO berichten von der
Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke mittels mannosylierter Liposomen und deren
Ansammlung in Mikrogliazellen [131]. Eine Reihe von Arbeitsgruppen nutzte mannosylierte
Liposomen zum Leber-Targeting [132]. Daneben liegen eine Vielzahl von Arbeiten vor, die
die prinzipielle Nutzung Man-tragender Carrier (Proteine, Polymere, Liposomen) als
Targetingsysteme untersuchen.

Die zur Mannosylierung eingesetzten Substanzen und Methoden sind auf3erst vielfaltig.
Abgesehen von den Eigenschaften der jeweils verwendeten Grundstruktur, durften die
sehr unterschiedlichen Ergebnisse bei der angestrebten Rezeptorvermittlung wenigstens
zum Teil darauf zurtckzufiihren sein. Aus der Vielzahl der Arbeiten sollen im folgenden
einige in Bezug auf Art und Dichte der Mannosylierung, Targeting-Erfolg und

Rezeptorvermittlung betrachtet werden.

MR-vermitteltes Targeting bediente sich zum einen der Nutzung naturlicher Substanzen.
Dazu gehéren Mannan aus Hefen, Man-Glykoproteine aus Leishmania oder aus
Mycobakterien gewonnene Lipo(arabino)mannane [rev. in 3, 133, 134]. Aus einer der
letzteren, Man-Phosphatidylmyoinositol (Man-P(m)l), wurden von BARRATT et al. Liposomen
(Man-P(m)l/Chol 2:1 [w/w]) prapariert, mit denen gegeniber PC/PS-Vesikeln eine
Steigerung der Aufnahme durch Maus-Makrophagen um 100% erreicht werden konnte
[135]. Die Daten lassen eine rezeptorvermittelte Aufnahme vermuten. Weitere
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe konnten die Steigerung der tumoriziden Aktivitat von
Ratten-Alveolarmakrophagen [136] und die Induzierung von NO-Synthase in Maus-

Makrophagen [137] durch Man-P(m)l-Liposomen zeigen.
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Zum anderen wurden, wie erwahnt, veranderte Substanzen naturlichen Ursprungs
eingesetzt. Dazu z&hlen enzymatisch partiell deglykosylierte Glykoproteine und die sog.
Neoglykoproteine. Letztere sind durch ihre chemische Derivatisierung von Vorteil, da die
enzymatische Deglykosylierung meist unvollstandig ist [51]. Allerdings haben diese
Verbindungen im Hinblick auf eine Etablierung als Bestandteil von Arzneimitteln den
Nachteil, dafl3 sie nicht als chemisch definierte Verbindungen zu gewinnen und mit allen
Problemen der Verunreinigung und Kontamination natirlicher Quellen behaftet sind.
Serumalbumine bovinen (BSA) oder humanen (HSA) Ursprungs mit unterschiedlichem
Grad der Mannosylierung fanden vor allem aufgrund ihrer leichten Zuganglichkeit
verbreitete Anwendung. GARCON et al. [138] erreichten durch kovalente Bindung von Man-
BSA an vorgeformte Liposomen eine Steigerung der Aufnahme durch Maus-
Peritonealmakrophagen in vitro zwischen 100 und 150%. Eine Abhangigkeit von der BSA-
Mannosylierung (8 bzw. 36 Man-Reste/Albumin) ist erkennbar, allerdings geringer als
erwartet. Die Ergebnisse belegen einen Rezeptormechanismus (Verdrangung durch freie
Mannose). Vermittels solcher Liposomen verabreichtes Tetanustoxoid steigerte die
Immunreaktion von Mausen (IgG-Serumtiter) um den Faktor 10 gegeniber
nichtmannosylierten Liposomen.

JANSEN et al. [139] konnten eine Abhangigkeit der Bindungsaffinitat gegentber dem MR
vom Ausmald der Albumin-Mannosylierung zeigen und nennen 22 Man-Reste, die fir eine
hochaffine Bindung erforderlich sind; MOLEMA und MEIJER [51] nennen 16 Man-Reste fir
eine optimale Bindung. Handelsiibliches Man-BSA ist mit 15-25 Man-Resten substituiert
(SIGMA Chemie). Mannosylierte Albuminderivate haben im letzten Jahrzehnt als Targeting-
Vehikel fur kovalent gebundene Arzneistoffe (Muramyldipeptid, Methotrexat) [3] und in

jungerer Zeit zur antiviralen Therapie [140] Aufmerksamkeit erfahren.

Zu den auf rein synthetischem Wege erreichten Mannosylierungen zahlt die Ankopplung
von Man-Determinanten an vorgeformte, PE-enthaltende Liposomen. Solche
Praparationen haben unter dem Begriff neomannosylierte Liposomen Eingang in die
Literatur gefunden. Dazu gehdren eine Reihe von Arbeiten, in denen die Kopplung von p-
Aminophenyl-Man (PAP-Man) mittels Glutaraldehyd erfolgt, woraus ein kurzer Spacer (ca.
10 Atome) zwischen PE und Man resultiert [127, 141, 142]. GHOSH und BACHHAWAT
erreichten mit solchen Liposomen (ca. 16mol% PAP-Man-PE) eine Steigerung der
Leberaufnahme (Maus) um 60% Uber einen Rezeptormechanismus (Inhibierung durch
Mannan) [141]. Neueren Ergebnissen aus dieser Arbeitsgruppe zufolge konnte bei der
Behandlung experimenteller Leishmania in Hamstern mittels in PAP-Man-Liposomen (ca.
60mol% PAP-Man-PE) eingeschlossenen Pentamidin-Derivaten die Parasiten-Belastung
der Milz um 85% verringert werden (vs. 47% nichtglykosylierte und 66% glucosylierte

Liposomen); der Nachweis eines Rezeptormechanismus erfolgt nicht, wird aber
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vorausgesetzt [143]. In der Therapie von Aspergillosen in vivo (Maus) mit liposomalem
AmphotericinB waren dhnliche Vesikel (ca. 8mol% PAP-Man) unmannosylierten Liposomen
Uberlegen, die Toxizitat verringert [144]. Untersuchungen der Organverteilung ergaben
erhohte Konzentrationen in Leber und Lunge, die z.T. auf Rezeptorvermittiung
zuriickzufiihren sind [142].

Nach einer anderen Methode der Mannosylierung durch Inkorporierung von PAP-Man
(10mol%) in PC/Chol-Liposomen [131] erzielen verschiedene Arbeitsgruppen unter
Mitarbeit von HUITINGA eine selektive Beseitigung der Makrophagen in vivo (Maus, Ratte,
Kaninchen) [128-130]. Die Daten lassen keine Angaben zu, die den EinfluR der
Mannosylierung quantifizieren; in einer friheren Studie finden HUITINGA et al. [145] keinen
Unterschied gegenuber Kontrolliposomen. Wie erwéhnt, berichten UMEZAWA und ETO von
der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke (im Gegensatz zu unmannosylierten) mittels
solcher PAP-Man-Liposomen und deren Ansammlung in Mikrogliazellen [131]; zu &hnlichen
Ergebnissen kommen HUITINGA et al. [146].

Mit dem Einsatz mannosylierter Polymere auf Poly-L-Lysin-Basis als Arzneistoff-Carrier
konnten erhebliche Steigerungen der Arzneistoffwirkung in Makrophagen erreicht werden
[rev. in 52]: Bindung von Muramyldipeptid (MDP) an Man,s-Polymere fiihrte bei induzierter
Hepatitis in Mausen zu Uberlebensraten von 60% vs. gleichartigen Proteinkonjugaten
(Manz3-BSA-MDP) 40%, die Steigerung der Antitumoraktivitdt durch Mang,-Polymer-MDP
zu 70% Uberlebensrate (vergleichbare Uberlebensrate mit Man,s-BSA-MDP) und fehlender
Protektion bei Verabreichung des freien MDP in allen Fallen. Aus der dufRerst geringen
Effizienz von BSA-MDP in vitro und in vivo wird auf Rezeptorvermittlung geschlossen. Als
erheblicher Vorteil wird festgestellt, dal} die Polymere im Gegensatz zum BSA keine
Antikorperbildung induzierten. Bei Einsatz von Manse-Poly-L-Lysin erzielten Liang et al.
eine Aufnahmesteigerung durch Alveolarmakrophagen (Ratte) in vitro um den Faktor 5,
deren Rezeptorvermittlung mittels Inhibierung durch Man-BSA nachgewiesen wird [147].
MULLER und SCHUBER [148] erreichten durch Mannosylierung (15mol%) vorgeformter
Liposomen uber hydrophile Spacer (ca. 12 Atome) eine Steigerung der Aufnahme durch
Makrophagen (Maus, Ratte) in vitro um 200 bis 800% (in Abh&ngigkeit von Zelltyp und
Liposomenmarker). Die Autoren interpretieren die fehlende Verdrangung der Man-
Liposomen durch Mannan als hochaffine Bindung am Rezeptor infolge Clusterung der
Mannosegruppen, die durch die Flexibilitdt der Spacer ermdglicht ist. In vivo (Maus) zeigten
solche Liposomen gegenuber nichtmannosylierten eine reduzierte Toxizitat des
eingeschlossenen LPS, dessen Targeting an Gewebsmakrophagen die verstarkte
Regression solider Tumoren und verminderte Bildung von Lungenmetastasen (O Faktor 2)
erreichte [149].

Eine Studie von DOMURADO et al. [150] mit mannosylierten und fucosylierten Polymeren auf
Polyaspartam-Basis in vivo (Maus) scheint das Erfordernis einer gewissen Flexibilitat der
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KH-Gruppen zur Clusterbildung zu bestéatigen. Die Glykosylierung erfolgt durch Kopplung
der KH-Monomere (Man, Fuc) Uber kurze Spacer (6 Atome) oder als Trimer (Fucs) der
Struktur [B-L-Fuc-O-CH_]s-C-NH-CO-(CH2)s-NH,, woraus ein relativ rigider Cluster resultiert.
Aus der Verlangerung der Plasma-HWZ von Glucoseoxidase (GO) aus A. niger (die via MR
von Makrophagen aufgenommen wird) wird auf die Affinitdt der Glykopolymere zum MR
geschlossen, die in Abhangigkeit von der Glykosylierungsdichte (3 bis 16mol%) und der
Polymerdosis steigt. Fir Man-Polymere wird eine leicht effizientere Wirkung festgestellt.
Der Einsatz der Cluster-Polymere (Fucs) ergibt gegeniber Monomer-Derivaten
vergleichbarer KH-Dichte nur eine geringe Verlangerung der GO-HWZ, was der fehlenden
Flexibilitat der KH-Gruppen zugeschrieben wird. OHsumI et al. kommen mit ahnlichen Man-
Trimeren gegeniber bi- und monosubstituierten Derivaten zu dahnlich moderaten

Ergebnissen [151].

Die eingangs genannten Substanzen naturlichen oder halbsynthetischen Ursprungs
bedienen sich alle mehr oder minder der naturlich vorgegebenen Struktur der Liganden
(bakterielle Lipide) oder erreichen Multivalenz durch Ankopplung einer Vielzahl von
Liganden, wie im Falle des Man-BSA und glykosylierter Polymere. Bei Einbau in oder
Kopplung an Liposomen ist die Zahl der an einer Struktur vorhandenen KH-Liganden
nochmals erhoht. Offensichtlich ist aber die notwendige Anzahl der zur Verfligung
stehenden Man-Reste weit groRer, als die maximale Anzahl der an einer Bindung von
komplexen Liganden beteiligten CRD des MR (s. Kap. 2.2.2.3). Dabei kann es sich um eine
rein statistische Zunahme der Wahrscheinlichkeit einer geeigneten Anordnung von Man-
Resten fur eine hochaffine Bindung handeln, die durch eine Vielzahl von Liganden erhoht
ist. Es ist ebenfalls denkbar, da? an der Bindung eines Konjugats mehrere Rezeptoren
beteiligt sind.

Um sich dieser Fragestellung zu nahern, wurden von BIESSEN et al. [152] eine Reihe von
Cluster-Mannosiden auf Lysinbasis mit 2 bis 6 Man-Resten (Man,L,,) synthetisiert und
deren Bindungsaffinitat gegeniiber dem MR durch Verdrdngung zweier Liganden
(Ribonuclease und rt-PA) untersucht. Die Mannosylierung erfolgte nach Aktivierung von
PAP-Man mittels Thiophosgen durch Kopplung am Lysin, woraus sich entsprechend der
Stellung der Aminogruppen eine gewisse Spacerfunktion ergibt. Die Potenz zur
Ligandenverdrangung an isolierten humanen MR stieg mit jedem weiteren Man-Rest um
eine GroRRenordnung, gegeniber freier Mannose unterschied sich das Dimannosid Man,L
um mehr als zwei Zehnerpotenzen. Aus der Analyse der Daten wird auf die Beteiligung von
nur jeweils einem MR bei der Bindung eines Clustermolekils geschlossen. Die im Vergleich
mit sehr &hnlichen Strukturen anderer Arbeitsgruppen erheblich hdhere Affinitat (bis zu 3
Zehnerpotenzen) fuhren die Autoren auf den optimalen Abstand der Man-Reste in den

untersuchten Clustern zurick.
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In vielen der genannten Arbeiten war zumindest zum Teil eine Rezeptorvermittiung tber
sehr unterschiedliche Versuche zur Verdrangung der Man-Konjugate nachzuweisen.

Untersuchungen der Arbeitsgruppe um HARASHIMA zur Aufnahme Cetylmannosid
enthaltender Liposomen (CetMan-MLV) hingegen relativieren die Rolle des MR und lassen
auf die Beteiligung weiterer Mechanismen schlieRen. Dazu gehdren Ergebnisse zur
erhbhten  Leber-Clearance von CetMan-MLV in vivo (Ratte), die einen
Rezeptormechanismus nahelegen [153], Ergebnisse ex vivo (perfundierte Rattenleber), die
gegeniber dem Rezeptormechanismus vor allem eine Beteiligung komplementvermittelter
Opsonisierung zeigen [154] sowie Ergebnisse in vitro, die die Komplementaktivierung in
humanem Plasma in Abhéangigkeit von der GroRe der CetMan-MLV belegen [155].
Letzteres wird Uber den Verlust wassrigen Vesikelinhalts (6-CF) quantifiziert, d.h. Uber das
Ausmal} der Membrandestabilisierung durch Komplementfaktoren, die dariberhinaus mit
dem Anteil an Cetylmannosid korreliert. Ob dabei die Destabilisierung durch den Einbau
der Cetylmannoside und eine damit erleichterte (weitere) Destabilisierung durch die
Plasmakomponenten verursacht ist, oder die Man-Liganden selbst eine Rolle spielen, bleibt
offen. Fir die Aufnahme der CetMan-MLV in vivo durften sich daher verschiedene
Mechanismen uberlagern (vgl. Kap. 2.4.1): Opsonisierung durch Komplement,
Membrandestabilisierung durch Einbau der Cetylmannoside (Opsonisierung an
Membranstorstellen), groRenspezifische Opsonisierung, Rezeptorvermittiung. In der
Zusammenfassung der Ergebnisse [rev. in 156] kommt der Opsonisierung durch
Komplement die hauptsachliche Rolle zu und |4t die Rolle des MR bei der Aufnahme
mannosylierter Liposomen in den Hintergrund treten. Allerdings handelt es sich bei den
untersuchten Vesikeln um Liposomen ohne sterische Stabilisierung, die einen Angriff von
Opsoninen zulassen. Die Ergebnisse belegen die Komplexitat der Mechanismen in vivo,

stellen aber ein MR-vermitteltes Liposomentargeting nicht grundséatzlich in Frage.

Die vorstehend zitierten Arbeiten ergeben hinsichtlich Ansatz, Methodik und Bewertung ein
sehr heterogenes Bild. In-vivo- und in-vitro-Studien, der Beleg eines Rezeptormechanismus
sowie die untersuchten Parameter (Konzentration von Markermolekilen, Plasma-
Clearance der Targeting-Vehikel oder co-injizierter konkurrierender Liganden,
Arzneistoffwirkung, Uberlebensrate) sind untereinander kaum vergleichbar. Gleiches gilt fir
Quelle und Aktivierungsstatus von Zellen in Kultur im Hinblick auf die Regulation des MR.
Besonders angesichts der Ergebnisse von HARASHIMA et al. [156] ist die Frage der
Anwesenheit von Serum bei Zellstudien in vitro neu zu stellen. Insgesamt ergeben sich

trotzdem einige wesentliche Schluf3folgerungen:
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glu-plasminogen bound (p moles)

1. Ein Abstand zwischen Liganden und Grundstruktur, d.h. die Einfihrung von Spacern mit
geeigneter Flexibilitdt, kann die Bindung am Rezeptor verbessern.

2. Die Mdglichkeit einer Clusterung der KH-Gruppen scheint eine berragende Rolle zu
spielen, sofern sie in den Strukturen nicht bereits vorhanden war.

3. Die Beteiligung anderer Mechanismen der Aufnahme durch Makrophagen ist mdglich

und konnte in vivo zur Maskierung der Rezeptorvermittlung fuhren.

2.4.2.3 Liganden und sterische Stab ilisierung

Wie erwdhnt, zielen neuere Entwicklungen auf die Verbindung von sterischer Stabilisierung
und rezeptorvermittelten Mechanismen fir ein spezifisches Liposomentargeting ab [157].

Bereits zu Beginn der 90er Jahre nahmen BLUME et al. [158] dazu vergleichende
Untersuchungen vor, deren Grundmuster eine Vielzahl weiterer Arbeiten folgten. Der

gewdhlte Ansatz ist in Abb. 5 illustriert.

Ligandenbindung am Modellrezeptor Serum-Cl  earance nach i.v.- Injektion (Maus)
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Abb. 5: Ligandenkopplung an vorgeformte Liposomen: (A) direkt an der Liposomenoberflache,
(B) zusatzliche sterische Stabilisierung (PEG 5000), (C) Kopplung am PEG-Terminus (PEG
3500) [aus 158]

Die Ergebnisse zeigen, dal} die freie Zuganglichkeit der Liganden bei konventionellen
Liposomen in (erwartungsgemaf) erhohter Bindung resultiert, die Clearance der Vesikel
allerdings ebenfalls sehr schnell erfolgt (Praparation A). Sterische Stabilisierung (PEG
5000) zusatzlich zur Ligandenbindung an der Liposomenoberflache resultiert in deutlicher
Verlangerung der Blutzirkulationszeit, verhindert aber nahezu vollstéandig die Erkennbarkeit

der Determinanten (Praparation B). Bei Einsatz von PEG 5000 (7mol%) ist die
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Rezeptorbindung aufgrund der grof3en sterischen Barriere und direkter Ankopplung der
Antikorper-Determinanten an die Liposomenoberflache stark vermindert. Verbesserte
Bindung wird durch Senkung des Anteils an PEG 5000 (auf etwa 4mol%) oder den Einsatz
von PEG 2000 erreicht [rev. in 114]. Die Erkennung direkt gekoppelter Determinanten ist
neben der Kopplungsdichte auch von der GréRe des Molekills gegeniber den
eingesetzten PEG-Ketten abhangig [159]. Bei Kopplung der Liganden an das Ende der
PEG-Ketten (PEG 3500) bleiben die verlangerte Zirkulationszeit und Ligandenerkennung
weitgehend erhalten (Praparation C).

Da auch fur weitere Proteine gezeigt werden konnte, daf3 bei Ankopplung am PEG-
Terminus effiziente Ligandenerkennung unter weitgehendem Erhalt der Stealth-
Eigenschaften mdglich ist [160], finden in jlingerer Zeit vor allem solche Methoden
Anwendung. Allerdings bringt die Prasentierung von fur die Zielzelle erkennbaren
Determinanten trotz sterischer Stabilisierung in gewissem Mal3e auch die (unerwiinschte)
Clearance infolge Erkennung durch Zellen des MPS mit sich. Die Ligandendichte darf
deshalb ein gewisses Hochstmald nicht Uberschreiten. ALLEN et al. nennen 70-80ug
Antikorper / umol PL, Uber der die Erkennung durch das MPS (Elimination) deutlich
ansteigt [161]. HARDING et al. berichten dartber hinaus, dal’ die Immunogenitat liposomal
gebundener gegenuber der freier Antikdrper erhdht ist [162]. Eine Mdglichkeit, immunogene
Reaktionen zu verringern, bietet die Verwendung von Antikdrperfragmenten. Trotzdem
birgt das immunogene Potential solcher Formulierungen eine Problematik, die vielfach
noch wenig Beachtung erlangt und einen breiteren Einsatz solcher sog. Immunoliposomen
limitieren kdnnte.

Nicht zuletzt deshalb sind KH-vermittelte Wechselwirkungen von Interesse, da
Glykoliganden normalerweise nicht immunogen wirken. Dessenungeachtet kann ihr Einbau
in kunstliche Membranen (wie Liposomen) in héheren als biologischen Konzentrationen
und in Kombination zu immunogenen Reaktionen flhren [109]. Gegenlber den vielfach
genutzten Protein-Liganden dirfte das immunogene Potential von KH-Strukturen aber
vergleichsweise gering sein. Unabhéngig von Vorhandensein oder Art targetspezifischer
Liganden sind bei wiederholter Gabe von Liposomen immunogene Reaktionen, wie
allgemeine Stimulierung der Zellen des MPS, verstarkte Prasenz von Opsoninen oder die

Bildung spezifischer Antikorper, nicht auszuschlief3en [114].

Wahrend die Erkennung von Antikdrperliganden auch bei geringer Dichte haufig
gewdhrleistet ist [160], stellt beim Einsatz von KH-Liganden die Notwendigkeit der
Clusterung, die von der Ligandendichte und der Flexibilitat der PEG-Spacer beeinfluf3t ist,
eine gewisse Problematik fir den Erhalt von Stealth-Eigenschaften dar. SHIMADA et al.
[163] zeigen, dalR terminal an PEG gebundene Gal-Reste (5 bis 20mol%) durch den

Modellrezeptor RCA;50 erkannt werden, ein Targeting solcher Liposomen (ber Gal-
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bindende Rezeptoren von Hepatozyten hingegen nicht erfolgreich war. Die
Blutzirkulationszeit der Vesikel ist deutlich verringert, es erfolgt vorwiegend Clearance
durch Kupffer-Zellen. Bei Verlangerung der Spacer (PEG 2000) werden die Gal-Reste trotz
hoher Dichte (20mol%) durch RCA12 nicht erkannt, was die Autoren auf die Verhinderung

der Clusterbildung durch die hohe Flexibilitdt der PEG-Ketten zuriickfihren.

Fur den Targeting-Erfolg von Stealth®Liposomen via KH-Rezeptoren wird es also darauf
ankommen, durch Anbindung mdglichst weniger Liganden hohe Rezeptorspezifitat zu
erzielen. Lange und Flexibilitat der Spacer scheint dabei eine erhebliche Rolle
zuzukommen.

Die Untersuchung einer homologen Reihe von Mannosiden mit schrittweiser Vergrof3erung
des hydrophilen Spacers soll daher Aussagen uber eine Optimierung der Wechselwirkung
mit Rezeptoren zulassen. Die Testung der Liposomenaufnahme durch humane Zellinien
und native Makrophagen soll Erkenntnisse Uber die beteiligten Mechanismen und die
Eignung der Mannoside flir ein Liposomentargeting liefern. In Auswertung der Ergebnisse
dieser Arbeit werden Fragen zur Clusterung, Verdnderung der Eigenschaften der
Liposomenoberflache und zur Spezifitdt der Wechselwirkung mit Zellen diskutiert, die auch

fur das perspektivische Design sog. Cluster-Lipide von Bedeutung sind.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Substanzen

Nachfolgend sind hé&ufig verwendete Substanzen und deren Herkunft aufgelistet

(Abkurzungen s. Abkirzungsverzeichnis S. 3):

SPC Lucas-Meyer, Hamburg

Cholesterol Serva, Heidelberg

HSPC und HEPC Lipoid KG, Ludwigshafen

DPPC Sigma Chemie, Deisenhofen

DPPG und DSPG Sygena Ltd., Liestal, Schweiz

2pEG- und **PEG-DPPE Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA

Die verwendeten Alkylglykoside wurden analog OGAWA et al. [164] am Institut synthetisiert
und ihre Reinheit mittels DC, HPLC und NMR bestimmt [165, 166].

Substanzen, die nur fur bestimmte Untersuchungen eingesetzt wurden, sind unter der
Beschreibung der Methodik im Text ausgewiesen.

Salze, Puffer und Losungsmittel waren von analytischer Reinheit.

3.2 Liposomen

3.2.1 Liposomenpraparation / Fluoreszenzmarkierung

3.2.1.1 Wassrige Fluoreszenzmarkierung

Zur Herstellung von 1ml der verschiedenen Praparationen (jeweils 15 oder 30pmol/ml
Gesamtlipid) wurden die CHCI;-Stammldsungen der entsprechenden Lipide in einen
Rundkolben  gefullt, gemischt und zur Bildung eines Lipidfims am
Vakuumrotationsverdampfer bei ca. 35°C getrocknet. AnschlieBend wurden die Kolben fir
wenigstens 4h im Exsikkator unter Vakuum (Wasserstrahlpumpe) aufbewahrt. Danach
erfolgte die Zugabe von 1ml 0.1M 6-CF-LOsung, die potentiometrisch auf einen pH von 7,4
eingestellt wurde, und Dispergierung der Lipide mit Hilfe von Glasperlen bei ca. 70°C durch
manuelles Schutteln Gber 10 Minuten. Die Dispersionen wurden anschlielend tber mind.
16h mechanisch geschittelt (100 Bewegungen/min) und danach finfmal durch eine
Polycarbonatmembran (Nucleopor, PorengrofRe 200nm) extrudiert. Zur Abtrennung des
nicht eingeschlossenen 6-CF erfolgte Dialyse an Nephrophan-R-Membranen Uber 4h
gegen 0.15M PBS (pH 7.4; Durchflu? 250mli/h). Wahrend der Dialyse der Praparationen
wurden die Dialysekammern geschiittelt.
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3.2.1.2 Lipophile Fluoreszenzmarkierung

Zur Fluoreszenzmarkierung der Liposomenmembran wurde zur Mischung der CHClIs-
Stammldsungen der Membranlipide (vgl. Kap. 3.2.1.1) eine 0,5mol% des Gesamtlipids
entsprechende Menge (CHCIs;-Stammlésung 100ug/ml) der Fluoreszenzmarker NBD-PE
oder Rh-PE (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) gegeben. Trocknung des Lipidfilms,
Dispergierung und Extrusion erfolgten entsprechend Kap. 3.2.1.1, wobei zur Dispergierung
1ml 0,15M PBS verwendet wurde.

3.2.2 Charakterisierung
3.2.2.1 Bestimmung der Einschluf3rate

Zur Bestimmung der EinschlufRrate wurde 1pl der dialysierten Vesikeldispersion mit 10ml
PBS verdinnt und die Fluoreszenzintensitat am Spektrofluorophotometer RF-5001 PC
(Shimadzu) bestimmt, wobei lediglich der nicht eingeschlossene, nicht durch Dialyse
abgetrennte Anteil des 6-CF ein Fluoreszenzsignal liefert (Selfquenching des 6-CF in
Konzentrationen >0.01M). Um die eingeschlossene Menge 6-CF zu erfassen, wurde 1pl
der Vesikeldispersion zu 10ml einer 1%igen Losung des Detergenz Triton X-100 (Ferak) in
PBS gegeben. Infolge der eintretenden Lysis der Vesikel mit nachfolgender Verdinnung
des eingeschlossenen 6-CF kommt es zur Fluoreszenz des Farbstoffes. Es wurden jeweils
2 Bestimmungen durchgefiihrt. Die 6-CF-Konzentration wurde anhand einer Eichkurve
berechnet. Aus der Differenz der Konzentrationen der lysierten und intakten Vesikel
errechnet sich die Einschluf3rate:

Crriton - CDiaIyse

X 100% = E%

0,1xV
CTriton - Konzentration 6-CF nach Totallysis
Coiayse - hach Dialyse in PBS bestimmte Konzentration des nicht eingeschlossenen 6-CF
\% - Verdunnungsverhaltnis (1l + 10ml = 9,999x10‘5)
E % - Prozentualer Einschluf3 an 0,1M 6-CF-Lésung (bezogen auf 0,1M 6-CF = 100%)

3.2.2.2 Stabilitatsuntersuc hungen

Die Stabilitat der Liposomenpraparationen wurde hinsichtlich 6-CF-Retention unter
Bedingungen der Zelltests untersucht. Dazu wurden 40ul Liposomendispersion
(30pmol/ml) mit serumfreiem RPMI 1640, vergleichend dazu in PBS, bei 37°C inkubiert, der
Einschlul3 entsprechend Kap. 3.2.2.1 nach verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und der

Verlust an 6-CF berechnet.
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3.2.2.3 PartikelgréRenbestimmung

Die Bestimmung der Partikelgrof3e erfolgte am Malvern Autosizer Il C. In die Kuvetten
wurden 2ml des zuvor gefilterten PBS (Sterilfilter Sartorius 0,22um) und 25ul der
entsprechenden Vesikelpopulation gegeben. Die Auswertung der Daten erfolgte im Modus

Massenverteilung. Die Bestimmung wurde jeweils wiederholt.

3.2.2.4 Gehalt Glykolipid

Der Glykolipidgehalt der Liposomen wurde zu Beginn der Arbeiten fur alle Praparationen
mehrfach mittels HPTLC bestimmt. Es wurden keine signifikanten Veranderungen nach
Extrusion oder Dialyse vom Ausgangsgehalt der Praparationen festgestellt. Deshalb wurde

im weiteren auf die routinemaRige Bestimmung verzichtet.

3.3 Lektinbindung

3.3.1 Tribungsmessung

Zur Untersuchung der Lektinbindung mittels Tribungsmessung wurden in UV-Kuvetten 1ml
Puffer (11 Puffer: HEPES 5,89, MES 4,88g, NaCl 8,18g, je 1mM CaCl, und MnCl,), 25ul der
jeweiligen Liposomenpréparation (15umol/ml Gesamtlipid) und 10ul einer ConA-Ldsung
(25mg/ml, Boehringer Mannheim GmbH) gegeben, umgeschittelt und die Aggregation
Uber Tribungsmessung bei 360nm am UV-Spektrometer (Shimadzu UV 120-02) bestimmt.
Zur Untersuchung der Reversibilitat/Spezifitat der Bindung wurden 20ul einer Lésung der
Methylglykoside (MeMan, MeGlc, MeGal - jeweils 100mg/ml) verwendet. Die Bestimmung
erfolgte an mind. 3 Prdparationen der gleichen Zusammensetzung und wurde jeweils
wiederholt. Die Liposomenpraparationen fir die Lektinbindungsstudien wurden

entsprechend Kap. 3.2.1.2, allerdings ohne Fluoreszenzmarkierung, hergestellt.

3.3.2 Fluoreszenzmessung

Zur Untersuchung der Lektinbindung mittels Fluoreszenzmessung wurde 1ml einer
Pufferlésung (0,21M NaCl, 20mM HEPES, je 1mM CaCl, und MnCl;) von FITC-markiertem
ConA (20upg/ml, Sigma Chemie Deisenhofen) in Zentrifugenrohrchen gegeben. Es erfolgte
eine Probennahme zur Erfassung der Ausgangsfluoreszenz. Anschlielend wurden 50ul
der jeweiligen Liposomenpréparation (20pumol/ml Gesamtlipid) zugesetzt und 30min bei RT
inkubiert. Nach Abtrennung der Liposomen-Lektin-Aggregate mittels Ultrazentrifugation

(Sorvall Ultra 80 Ultrazentrifuge, DuPont) bei 100.000g tber 1h erfolgte Probennahme aus
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dem Uberstand. Beide Proben wurden 1:10 mit PBS verdiinnt und nach 1h Wartezeit die
Fluoreszenzintensitat bei 520nm am Spektrofluorophotometer RF-5001 PC (Shimadzu)
bestimmt. (Nach der Zentrifugation wiesen die Proben eine héhere Fluoreszenz als vor der
Zentrifugation auf, die sich nach 1h Wartezeit auf den tatséchlichen Wert einstellte.) Aus
der Differenz von Ausgangsfluoreszenz und Fluoreszenz im Uberstand wurde der Anteil an

gebundenem ConA berechnet.

3.4 Liposomen-Zell-Wechselwirk ungen
3.4.1 Zellmodelle

3.4.1.1 Zellinien

U937-Zellen (ATCC, Rockville, MD, USA) wurden in RPMI 1640 (c.c. pro GmbH,
Neustadt/W.), angereichert mit 10% hitzeinaktiviertem FKS (c.c. pro GmbH, Neustadt/W.),
die HL60-Zellen (ATCC) in IMDM (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), angereichert mit
20% FKS, im Brutschrank (37°C, 5% CO,) kultiviert. Die Differenzierung in
Makrophagenéahnliche erfolgte in 12-well-Kulturplatten (5x10° Zellen/well) und wurde durch
Zugabe von PMA (Calbiochem GmbH, Bad Soden) in einer Endkonzentration im
Kulturmedium von 100nM induziert. Die PMA-Inkubation wurde tber 48h fir U937 und 72h
fur HL60 vorgenommen, der eine PMA-freie Periode zur Ausdifferenzierung von 48h folgte.
Die Vitalitdt der Zellen wurde Uber Trypanblau-Ausschluf3 (Lésung 0,4%, Sigma Chemie,

Deisenhofen) gepriift.

3.4.1.2 Native Zellen

Pericard-Monozyten/Makrophagen wurden aus der frischen Pericardflissigkeit von Herz-
OP-Patienten, Peritonealmakrophagen aus der frischen Dialyseflissigkeit von Patienten
nach Peritonealdialyse gewonnen. Nach Zentrifugation aus dem jeweiligen Medium wurden
die Zellen 2x mit PBS gewaschen und mit RPMI 1640 auf etwa 10° Zellen/ml verdiinnt.

Die Inkubation der Zellen entsprechend der nachfolgend beschriebenen Methoden erfolgte

in 12x75mm Falcon” Polystyren-Testréhrchen (Becton Dickinson, Heidelberg).

Zur Differenzierung der Zelltypen _ wurden zu 100pl Zellsuspension 5ul der LeucoGATE-
Antikorperlosung (CD45-FITC und CD14-PhE) des Simultest[] IMK Plus-Kit (Becton

Dickinson, Heidelberg) gegeben und 15min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach

wurde die Probe mit BD-Lyse (Becton Dickinson, Heidelberg) versetzt (10min, RT) und
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anschlieBend 2 x mit PBS bei 6-8°C gewaschen. AbschlieBend wurden die Proben mit
0,5ml 2% Paraformaldehyd in PBS fixiert (5min, RT) und mittels DurchfluRzytometrie am
FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) vermessen.

Zur Detektion des MR wurde ein monoklonaler Antikdrper des Isotyps IgG1 (Maus) gegen
humane Makrophagen-MR (mAb-MR 15-2; Geschenk D. Rijken, Gaubius Lab., Leiden,
Niederlande) verwendet. 50ul Zellsuspension wurden mit 5pl mAb-MR (10pg/ml) 30min bei

4°C inkubiert und zur Beseitigung nicht gebundenen Antikorpers 2 x mit kaltem (4°C) PBS
gewaschen. Bei sichtbarem Anteil von Erythrozyten im Zentrifugat wurden die Proben
10min bei RT mit 2ml Erythrozyten-Lyse' behandelt. AnschlieBend wurde mit 50ul (5pg/mi)
des sekundéren Anti-Maus-IgG (PhE-markiert) iber 30min bei 4°C inkubiert, 2 x mit kaltem
PBS gewaschen, mit 0,5ml 2% Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Steinheim) in PBS fixiert
(5min, RT) und am FACScan vermessen. Zur Quantifizierung unspezifischer Bindung des
Anti-Maus-1IgG wurde jeweils eine Probe in gleicher Weise ohne Inkubation mit mAb-MR
behandelt. Zur Auswertung wurde der Median der zellassoziierten Fluoreszenz 2 (FL2,
Bandfilter 585 +21nm) herangezogen.

Alle Arbeiten zur Fluoreszenzmarkierung wurden am abgedunkelten Arbeitsplatz, die
Inkubation in der Dunkelheit vorgenommen.

Die Vitalitat der Zellen wurde (ber Propidiumiodid (Prl)-Ausschlu? (Sigma Chemie,
Deisenhofen; 0,5mg/ml; 1upl/100ul Zellsuspension) durch Vermessung der FL 2 am
FACScan gepruft.

Zur Blockierung/Verdrangung der Bindung am MR wurden BSA (Sigma Chemie,

Deisenhofen; 50mg/ml in PBS), MeMan und MeGal (100mg/ml in PBS) sowie verschiedene
Liposomenpréaparationen (3umol/ml) verwendet, deren jeweilige Dosierung nachfolgend

oder in Auswertung der Ergebnisse angegeben ist.

Zur Detektion der Bindung von mannosyliertem, FITC-markiertem BSA (Man-BSAgqc,
Sigma Chemie, Deisenhofen; 1mg/ml in PBS) wurden jeweils 50ul Zellsuspension mit
200ul PBS verdunnt und mit 10pl MeMan-, MeGal- oder 20ul BSA-LOsung 30min bei RT
vorinkubiert; danach erfolgte die Zugabe von 10l Man-BSAgrc-L6sung. Nach Inkubation
Uber weitere 30min bei RT wurden die Zellen 2 x mit PBS gewaschen, mit 0,5ml 2%

Paraformaldehyd in PBS fixiert (5min, RT) und am FACScan vermessen. Zur Auswertung

! Erythrozyten-Lyse: 8,29 g NH.Cl Sigma-Aldrich, Steinheim
0,372g Chelaplex Il Isocommerz, BT Herzberg
10g KHCO3 Merck, Darmstadt
1l Wasser

eingestellt auf pH 7,2
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wurde der Mittelwert der zellassoziierten Fluoreszenz 1 (FL1, Bandfilter 530 #11nm)

herangezogen.

In gleicher Weise wurde die Beeinflussung der Bindung des mAb-MR am MR getestet.
Nach Vorinkubation mit den o0.g. Man-Liganden (30min, RT) wurden die Zellen

entsprechend ,Detektion des MR inkubiert und behandelt.

Zur Quantifizierung rezeptorvermittelter Liposomenaufnahme durch Blockierung des MR

wurde in gleicher Weise mit 0.g. Verdrangungsagenzien vorinkubiert.

3.4.2 Quantifizierung der Liposomenaufnahme

3.4.2.1 Zellinien

Durchfihrung
Zur Inkubation der differenzierten, adharenten U937- und HL60-Zellen wurden 6-CF-

markierte Liposomen verwendet. Vor der Inkubation wurde das Kulturmedium entfernt und
die Zellen 2 x mit PBS gespllt. Danach wurden je well 20ul Liposomendispersion
(30pmol/ml) in 500ul FKS-freiem RPMI 1640 bzw. IMDM appliziert. Nach entsprechender
Inkubationszeit im Brutschrank wurde das Inkubationsmedium entfernt und 3 x mit kaltem
(4°C) PBS gespdult, um die Phagozytose zu stoppen und nicht aufgenommene Liposomen
und freies 6-CF (Liposomenleakage) zu beseitigen. Anschlielende Zugabe von 2ml Triton
X-100 (1% in PBS) und kuzzeitiges Einfrieren bei -80°C diente der Lyse von Zellen und
Liposomen, wodurch mit den Zellen assoziiertes liposomales 6-CF vollstéandig freigesetzt
wurde. Die Fluoreszenz der Zell-Lysate wurde in geeigneter Verdinnung am
Spektrofluorophotometer RF-5001 PC bestimmit.

In gleicher Weise wurde zur Quantifizierung der Liposomenadhérenz eine Kulturplatte bei
4°C (auf Eiswasser / Kuhlschrank) behandelt.

PBS zur Spllung und die Liposomendispersion wurden  entsprechend
Inkubationsbedingungen vortemperiert.

Die Einsaat der Zellen in die Kulturplatte erfolgte jeweils so, daR fir jede
Liposomenpréparation 1 well ohne Zellen zur Erfassung unspezifischer Adharenz am
Plastmaterial und 2 wells mit Zellen zur Verfugung standen (gesamt 3 wells). Die
Auswertung des Einflusses der Glykosylierung erfolgte jeweils nur innerhalb einer
Kulturplatte. Deshalb wurden in jeder Kulturplatte neben den glykosylierten (jeweils 3wells)
auch nichtglykosylierte Liposomen (3wells) appliziert, die als Vergleichswert dienten.

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Tests zur Liposomenaufnahme fur jede
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Liposomenpréparation mindestens 6 x unter Einsatz einer jeweils frisch hergestellten

Liposomencharge durchgefihrt.

Auswertung
Um vom individuellen EinschluRverhalten der einzelnen Liposomenpraparationen (E %) zu

abstrahieren, wurden alle Fluoreszenz-MelRRwerte (F) der Lysate auf 1% 6-CF-Einschlul3

standardisiert:

F Lysat
= Fstand

E %

Von der zellassoziierten Fluoreszenz (Mittelwert 2 wells) wurde der MeRBwert des jeweils
zellfreien wells (unspezifische Adsorption am Plast) subtrahiert. Die Liposomenaufnahme

ergibt sich dann aus der Differenz von Zellfluoreszenz bei 37°C und 4°C:

(F 37°C Zellen = F 37°C Plast) - (F 4°C Zellen = F 4°C Plast) = FAufnahme

3.4.2.2 Native Zellen

Durchfiihrung
Zur Inkubation der nativen Zellen in Suspension wurden NBD-oder Rh-markierte

Liposomen verwendet. 100ul Zellsuspension (ca. 10° Zellen) wurden mit FKS-freiem RPMI
1640 auf 500ul aufgefdllt, mit 20ul Liposomendispersion (3pmol/ml) bei 37°C inkubiert
(Wasserbad) und jeweils 5000-10000 Zellen nach bestimmten Zeiten am FACScan
vermessen. Parallel dazu wurden Proben in gleicher Weise bei 4°C (Eiswasser /
Kihlschrank) behandelt. Vor Zugabe der Liposomen wurden die Proben entsprechend
temperiert. Fir jede Liposomenprdparation wurden jeweils 2 parallele Proben (37°, 4°C = 4
Proben) behandelt.

Sofern nicht anders ausgewiesen, wurden die Untersuchungen zur Liposomenaufnahme

durch native Zellen an Zellpopulationen von mind. 20 Patienten vorgenommen.

Auswertung
Das Setzen von Fenstern in der Vorwarts-(FSC)/Seitwartsstreuung(SSC) erlaubt die

separate Auswertung der einzelnen Zellpopulationen (in der Regel Lymphozyten,
Monozyten/Makrophagen, Granulozyten). Als Melwert wurde der Mittelwert der
zellassoziierten FL1 fur NBD und FL2 fur Rh herangezogen, der von der Anzahl der
vermessenen Zellen unabhéngig ist. Die Liposomenaufnahme durch die Zellen ergibt sich

aus der Differenz der zellassoziierten Fluoreszenz bei 37°C und 4°C.
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3.5 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Untersuchungen mittels Rasterkraftmikroskopie wurden freundlicherweise von Dr. U.
Bakowsky (Max-Planck-Institut fur Mikrostrukturphysik, Halle) am Nanoscope llla (Digital
Instruments, Santa Barbara, CA, USA) im Tapping Mode unter voll hydratisierten
Bedingungen (PBS) durchgefuhrt. Auf die detaillierte Beschreibung soll deshalb hier

verzichtet werden.

3.6 Statistik / Darstellung der Ergebnisse
Die statistische Prifung der Ergebnisse erfolgte unter Anwendung des t-Tests.

Standardabweichungen, die der besseren Ubersichtlichkeit wegen nicht in den

Abbildungen angegeben werden, sind im Anhang aufgelistet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Glykolipide

Entsprechend der Aufgabenstellung der Arbeit sollten durch den Einbau von Mannosiden
in die Vesikelmembran ligandentragende Liposomen hergestellt und auf die Beeinflussung
der Liposomenaufnahme lber Mannoserezeptoren an Makrophagen getestet werden.
Dazu wurden in der Arbeitsgruppe Alkylmannoside synthetisiert [165, 166], die im lipophilen
Bereich konstant (Hexadecyl-Anker) und im hydrophilen Kopfgruppenbereich durch PEG-
Spacer zunehmender L&ange zwischen Lipidanker und KH-Ligand im Sinne einer
homologen Reihe variieren (Abb. 6) °. Die schrittweise Verlangerung des Spacers sollte die
Verdnderung bzw. Optimierung der Erkennbarkeit der Liganden durch Rezeptoren

systematisch untersuchen.

s R=Man
m o)
(@]
CpH
mo R=Cc
oH (Gucaose)
OH
QM Reca RN
(0]
oH (Galaktose) R~
OH P
R=Cell
W%Q (Cellobiose) RGN

RN AN AN

RGN AN NN

Abb. 6: Struktur der eingesetzten Alkylglykoside

2 Im weiteren Verlauf der Arbeiten kamen auch die entsprechenden Glucoside, Galactoside und Cellobioside
zum Einsatz. Die Bezeichnung der Glykolipide erfolgt durch das Kiirzel fir den Zucker der KG und die Anzahl
der EtO-Einheiten des Spacers.

47



4.2 Stabilitat der Liposomenpraparation

Zur Herstellung glykolipidhaltiger Liposomen muf3te zunadchst eine geeignete
Grundlipidmatrix gefunden werden, die folgenden Anspriichen genigen sollte:

* hohe Einschluf3stabilitat

* hohe GroRenstabilitat

» Eigenschaften der Matrixoberflache mdglichst ,inert".

Ungesattigte Phosphatidylcholine, wie das in der Arbeitsgruppe vielfach verwendete SPC,
lassen sich leicht verarbeiten (Vesikelbildung, Extrusion), weisen ausreichende
VesikelgroRenstabilitat und gute Mischbarkeit mit Alkylglykosiden auch in ho6herer
Konzentration (bis 50mol%) auf. Die Einschluf3stabilitit besonders der Glykosid/SPC-
Mischsysteme ist, auch nach Inkorporierung von 20mol% Cholesterol (Chol), nicht
zufriedenstellend. Vesikel aus gesattigten Lipiden, die eine hohe EinschluR3stabilitat
aufweisen, neigen zur Aggregation und Fusion. Bei Glykosid/DPPC-Mischvesikeln ist z.T.
unmittelbar nach der Extrusion eine rapide Zunahme der Vesikelgro3e zu verzeichnen.
[167] Die Inkorporierung negativer Ladungstrager (PS, PG) zur Stabilisierung der GroR3e ist
in solchen Systemen unumgénglich. Um den potentiellen Einflu3 der Ladung auf die
Liposomen-Zell-Wechselwirkungen oder die Anordnung der KH-Kopfgruppen so gering als
madglich zu halten, wurden verschiedene Mischungen aus gesattigten Lipiden (DPPC,
DSPC, HEPC, HSPC) und PG auf ihre Stabilitat unter Bedingungen der
Zelluntersuchungen (37°C, Kultumedium RPMI 1640) getestet (Daten nicht gezeigt). Im
Ergebnis wurde die Mischung aus HSPC wund 10mol% PG als geeignete
Zusammensetzung der Lipidmatrix fur die Zelltestung gewahlt.

Ausgehend von der Uberlegung, daR fir die spezifische Erkennung durch Rezeptoren ein
relativ geringer Gehalt an Mannosiden ausreichen sollte, um eine ausreichende
Ligandendichte zu gewahrleisten, wurde ein Glykolipidgehalt von 10mol% gewéhlt. Aus
einer Uberschlagsrechnung, die den Flachenbedarf der Lipide und die GroRe der
Liposomen einbezieht, ergaben sich fur die hier verwendeten Vesikel (entsprechend ihrer
GroRRenverteilung) 10 - 30 x 10° Mannose-Liganden / Liposom.

Die EinschluRRstabilitat dieser Vesikel ist in Abb. 7 gezeigt.
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Retention [%]

Abb. 7: 6-CF-Retention von HSPC/PG 9:1 (M/M) mit einem Mannosidanteil von 10mol% in RPMI
1640 bei 37°C, Standardabweichungen im Anhang

Nach 1h weisen alle Praparationen eine Retention >90% auf, die Unterschiede zwischen
den einzelnen Praparationen sind marginal. Selbst nach einer Inkubationszeit von 4h
zeigen die Vesikel eine Retentionsrate >75%, weshalb die Einschlu3stabilitdt fir die
vorgesehenen Zelluntersuchungen (bis auf wenige Ausnahmen max. 1h) als ausreichend
angesehen wurde.

Die GroRRe (mittlere GroRRe 170-180nm, 95% < 250nm) der Grundlipid- wie auch der Man-
Liposomen Dblieb nach  Einfiuhrung der negativen Ladung auch unter

Inkubationsbedingungen gleichbleibend stabil (Daten nicht gezeigt).

4.3 Lektinbindung

Zur Abschatzung der Zuganglichkeit der Man-Liganden fir Rezeptorproteine wurden ConA-
Bindungsstudien durchgefihrt. Aus frilheren Untersuchungen war bekannt, daf3 fur die
Detektion der Lektinbindung mittels Tribungsmessung ein Glykolipidgehalt von ca.
30mol% notwendig ist [167]. Zudem sollten qualitative Aussagen Uber die Zuganglichkeit
der Liganden durch Abstandshaltung via EtO-Spacer erhalten werden, die von der

49



Konzentration der Mannoside weitgehend unbeeinfluBt sein sollten. Fur diese
Untersuchung der ConA-Bindung wurde daher ein Mannosidgehalt von 30mol% gewabhilt.

Abb. 8 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.

0,6

------ HSPC/PG (H)
—e— H/Man0
—a— H/Manl
—&— H/Man2
—e— H/Man3
—>—H/Man4

Extinktion

Zeit [min]

Abb. 8: ConA-Bindung an reinen HSPC/PG- und Man-Liposomen (30mol% Man, Tribungsmessung)

Eine unspezifische Bindung gegentber der Grundlipidmatrix (reine HSPC/PG-Liposomen)
erfolgt nicht. Die Aggregation war durch Zusatz freier Mannose innerhalb weniger
Sekunden vollstandig reversibel (nicht gezeigt). Damit sind die Ergebnisse spezifisch fir
zugéngliche Man-Liganden und zeigen eine Exponiertheit der KH-Kopfgruppen bei einer
Spacerlange > 2EtO-Einheiten, die die ConA-Bindung ermdglicht. Die Notwendigkeit eines
Mindestabstands der KH-Kopfgruppen fur die Lektinbindung ist in weiteren Arbeiten belegt
[167-170], wobei die Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen fir die notwendige
Spacerlange kommen.

Der zeitliche Verlauf der ConA-Bindung zeigt fir Man2 die grof3te absolute Extinktion, die
ein Mal3 fur die GroRRe der gebildeten Aggregate ist. Man3 und Man4 bilden demnach
weniger grof3e Aggregate, weisen aber eine hohere Aggregationsgeschwindigkeit auf, die

auf die groRRere Affinitat schlieRen Iaft.

Die Testung der ConA-Bindung von Liposomen mit 10mol% Mannosidanteil erfolgte unter
Anwendung einer  analytisch  sensitiveren = Methode durch  Einsatz  von
fluoreszenzmarkiertem ConA (ConArrc). Aus Grinden der Substanzverfligbarkeit wurde
diese Testung nur an ManO bis Man3 vorgenommen, womit der Bereich der fraglichen
Mindestlange des Spacers fir die Lektinbindung erfal3t ist. Nachteilig an dieser Methode

erwies sich die notwendige Abtrennung der Liposomen-Lektin-Aggregate durch
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Zentrifugation Uber 1h, woraus sich sehr lange Inkubationszeiten ergaben. Eine Erfassung
des zeitlichen Ablaufs der Lektinbindung war daher nicht moglich. Abb. 9 zeigt die

erhaltenen Ergebnisse.

Bindung ConA rrc  [%]

LM

HSPC/PG (H) H/Man0O H/Manl H/Man2 H/Man3

Abb. 9: ConA-Bindung an reinen HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man,
Fluoreszenzmessung)

Auch hier ist eine unspezifische Bindung des Lektins an reine HSPC/PG-Liposomen nicht
festzustellen. Abweichend von den durch Trilbungsmessung erhaltenen Ergebnissen (Abb.
8) wurde auch fur Manl-Liposomen eine ConA-Bindung festgestellt, wodurch sich die
notwendige minimale Spacerlange fir die Erkennung durch das Lektin auf 1 EtO-Einheit
reduziert. Ob dieses Ergebnis auf die Sensitivitit der Methode oder die erheblich
verlangerte Inkubationszeit zuriickzufiihren ist, bleibt spekulativ. Die Ergebnisse beider
Methoden sind daher nur bedingt vergleichbar.

Man2 bindet die groRte Menge an Protein, was in gewisser Ubereinstimmung mit der durch
Extinktionsmessung festgestellten Bildung von vergleichsweise gro3en Aggregaten steht.
Demzufolge sind an der Man2-ConA-Wechselwirkung eine groB3ere  Anzahl
Proteinmolekile (und Liposomen) beteiligt. Die hoher affinen Man3-Liposomen binden nur
etwa die Halfte Protein. Demnach wird die ,Absattigung“ der Bindung (Ende der
Aggregatbildung) durch weniger Proteinmolekile (und Liposomen) erreicht, was zu
kleineren Aggregaten und damit geringeren maximalen Extinktionswerten fuhrt.

Ungeachtet dieser Unterschiede kann die Fahigkeit zur Lektinbindung und damit
Exponiertheit der KH-Kopfgruppen bei Mannosiden mit einer Spacerlange =2 EtO-
Einheiten festgestellt werden, was eine Wechselwirkung mit zellularen MR prinzipiell

ermaoglicht.
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4.4 Liposomen-Zell-Wechselwirk ungen

4.4.1 Zellinien
4.4.1.1 Makrophagenmodell

HL60, eine promyelozytische Leukdmie-Zellinie, ist entsprechend ihrer frihen Stellung im
System h&matopoetischer Zelldifferenzierung in der Lage, unter dem Einfluf3 verschiedener
Substanzen in Granulozytendhnliche (DMSO, Retinolséaure), Monozytenéhnliche (Vitamin
D;) oder Makrophagenahnliche (PMA) zu differenzieren [rev. in 171]. U937, eine
promonozytische Zellinie, differenziert (ebenfalls unter dem Einflu? von PMA und Vitamin
Ds) entsprechend ihrer Stellung im ha&matopoetischen System nur auf der monozytaren
Linie in Makrophagenahnliche (Abb. 10) [172].

Promyelozyt Granulozyt

—=—)

U937

Monoblast , Monozyt

Abb. 10: Vereinfachte Darstellung moglicher Differenzierungswege von HL60 und U937
entsprechend ihrer Stellung im hdmatopoetischen System [verandert aus 172]

Mit der Differenzierung in Makrophagenéhnliche sind morphologische Veranderungen, der
Verlust der Proliferationsfahigkeit sowie die Ausprdgung bestimmter Merkmale nativer
Zellen, wie Adharenz an (Plast)Oberflachen und Féhigkeit zur Phagozytose, verbunden.
Bezuglich der Expression von mannosebindenden Proteinen und deren (intrazellularer
oder membranassoziierter) Lokalisation ist die Literatur verwirrend, was hier nicht im Detalil
diskutiert werden soll. Es besteht jedoch weitgehend Ubereinstimmung darin, daR
undifferenzierte Zellen beider Linien keine membranstandigen MR exprimieren [58, 173-
175], wahrend die Expression Man-bindender Proteine unter PMA-Behandlung nur fur
U937 belegt ist [176]3. Daher sollte U937 als rezeptorpositives, HL60 als rezeptornegatives
Zellmodell dienen.

% Die Autoren finden 2 mannosebindende Proteine, die allerdings nicht mit dem MR nativer Zellen identisch
sind. Die Bestimmung erfolgt aus Zell-Lysaten, weshalb die Lokalisierung dieser Lektine fraglich bleibt.
Magnusson und Stendahl [177] weisen die Induktion einer Man-bindenden Aktivitéat bei U937-Subclones nach,
die sie aber z.T. auch bei HL60 finden. Eine Reihe weiterer Arbeiten beriihrt die Frage der MR-Expression nicht
und untersucht die Differenzierung in Makrophagenahnliche anhand Expression anderer Rezeptoren und
Zelleigenschaften. Obwohl die MR-Expression als frither Marker der Differenzierung gilt, bleibt deren Nachweis
in der vorliegenden Literatur vage und wird in Kap. 4.4.1.4 anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse
diskutiert.
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Die Literaturangaben zur PMA-Konzentration reichen von >0,5nM [171] bis 500nM [178],
ROVERA et al. [179] finden die Induktion der Differenzierung im Bereich von 1,6 - 160nM
unabhangig von der PMA-Dosierung. Die Differenzierung beider Zellinien sowie die
Aufnahme reiner HSPC/PG- und ausgewahlter Man-Liposomen wurde daher parallel bei
Inkubation mit 5nM und 100nM getestet. Es wurden keine Unterschiede in der
Liposomenaufnahme festgestellt. Da hinsichtlich Adharenz und Vitalitat der Zellen bei
Inkubation mit 100nM PMA stabilere Ergebnisse in der Zellkultivierung erzielt wurden,
wurde diese Konzentration fur die weitere Testung gewahlt.

Die Vitalitat der U937- und HL60-Zellen wurde nach Differenzierung mit >95% festgestellt.

4.4.1.2 Aufnahme reiner Grundlipidliposomen

Die Aufnahme reiner HSPC/PG-Vesikel steigt mit der applizierten Menge und zeigt fur
beide Zellinien im Bereich von 1,8-2,4umol Lipid / 10° Zellen den Beginn der Sattigung
(Abb. 11). Um mdgliche Unterschiede in der Aufnahme glykosylierter Liposomen nicht
durch die Absattigung der Phagozytosekapazitat der Zellen zu verhindern, wurde fir die

weitere Testung eine Liposomenkonzentration von 1,2umol Lipid / 10° Zellen gewabhit.

w
(6]
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1
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N
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Abb. 11: Aufnahme reiner HSPC/PG-Vesikel durch differenzierte HL60 und U937 nach 1hin
Abhangigkeit von der applizierten Menge (n=4); Freies 6-CF wird nicht von den Zellen

aufgenommen; die Fluoreszenz-MeRwerte reprasentieren damit ausschlief3lich liposomales
6-CF.

53



4.4.1.3 Aufnahme mannosylierter Liposomen durch HL60-Zellen

Der Einsatz eines rezeptornegativen Zellmodells sollte zunéchst den Einfluld der
Liposomen-Oberflachenmodifikation durch die Mannoside gegeniber phagozytierenden
Zellen ohne die Beteiligung spezifischer Wechselwirkungen abkléaren. Hierfir kamen die zu
diesem Zeitpunkt der Arbeit zur Verfligung stehenden Man0 bis Man4 zum Einsatz. Abb.
12 zeigt die Phagozytose der Man-Liposomen gegeniiber unmodifizierten Vesikeln.*

Gegenuber reinen Grundlipidliposomen ist die Aufnahme solcher, die ManO oder Manl
enthalten, leicht erhoht, ab Man2 ist mit zunehmender Spacerldnge eine Reduzierung der

Aufnahme zu verzeichnen.
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Abb. 12: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man) durch differenzierte HL60-
Zellen nach 1h

Entsprechend dem Versuchsaufbau resultiert die Liposomenaufnahme aus den MelRwerten
der zellassoziierten Fluoreszenz bei 37°C und 4°C und der unspezifischen Adharenz der
Liposomen (vgl. Kap. 3.4.2.1). Die Analyse dieser Einzeldaten &Rt Aussagen uber die
Modifizierung der Oberflacheneigenschaften der Vesikel durch die Mannoside zu. Abb. 13
zeigt die Adharenz der einzelnen Vesikelpopulationen in zellfreien wells bei 37°C und 4°C.
ManO und Manl bewirken eine verstarkte Adharenz der Vesikel. Ergebnisse aus der
Arbeitsgruppe zeigen eine Rigidisierung der Liposomenmembran durch den Einbau von

Glykosiden mit kurzem Spacer [180]. Die damit verbundene Zunahme von Stdrstellen in der

* Alle Untersuchungen zur Liposomenaufnahme wurden parallel bei 37°C (Adharenz + Phagozytose) und 4°C
(nur adhérente Liposomen ohne Beteiligung von Phagozytose) durchgefiihrt. Die angegebenen Werte ergeben
sich aus der Differenz der MeRwerte bei 37°C und 4°C (vgl. Kap. 3.4.2.1) und reprasentieren nur den Anteil
phagozytierter Liposomen. Um von unterschiedlicher Phagozytoseaktivitdt der Zellen an verschiedenen
Versuchstagen zu abstrahieren, wurde innerhalb der Kulturplatten auf die Aufnahme reiner HSPC/PG-Vesikel
(2100%) bezogen und die Ergebnisse in % Aufnahme dieser unmodifizierten Liposomen dargestellt.
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Membran |ai3t eine Erklarung der verstarkten Adharenzneigung solcher Vesikel zu. Auch
die bei 4°C (nochmals) erhéhte Adhérenz aller Praparationen dirfte auf
(temperaturbedingte) Rigidisierung und Zunahme von Membranstérstellen zurickzufihren
sein.

Im Vergleich mit der Aufnahme der Liposomen (Abb. 12) zeigen die Adharenz-Kurven
einen &hnlichen Verlauf (Abb. 13), was auf einen Zusammenhang zwischen

Adharenzverhalten der Vesikel und Phagozytose schlieRen I&f3t.

6 -

—1— Oberflachenadharenz 4°C

—m— Oberflachenadhéarenz 37°C

6-CF-Fluoreszenz / well [10 ©M]

0 t t t t t t |
HSPC/PG (H) H/Man 0 H/Man 1 H/Man 2 H/Man 3 H/Man 4

Abb. 13: Adharenz reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man) in zellfreien wells bei 4°C
und 37°C nach 1h

Dieser Zusammenhang wird aus der Gegeniberstellung von zellassoziierter Fluoreszenz®
und (unspezifischer) Adharenz der Vesikel bei 4°C und 37°C deutlich. Da bei 4°C keine
Phagozytose erfolgt (die Zellfluoreszenz also ausschliellich adhérente Vesikel
reprasentiert), ist die Beeinflussung der beiden Parameter durch die Mannoside nahezu
deckungsgleich (Abb. 14).

® erfalt keine an der Kulturplatte adharenten Vesikel, reprasentiert also ausschlieflich die mit den Zellen

assoziierte Fluoreszenz
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Abb. 14: Gegenilberstellung von Adharenzverhalten der Liposomen und zellassoziierter Fluoreszenz
nach 1h bei 4°C, Standardabweichungen im Anhang

Bei 37°C hingegen weichen die beiden Kurven voneinander ab (Abb. 15). Die starkere
Adharenz bei Man0 und Manl spiegelt sich ebenfalls in der Zunahme adhé&renter Vesikel
und deren (geringfligig) vermehrter Phagozytose (Adhédrenz als Voraussetzung der
Phagozytose) wider. Die Abnahme der Zellfluoreszenz ab Man2 ist demgegeniiber nicht
allein auf die veranderte Adharenz der Vesikel zurtckzufiihren (deutliche Diskrepanz der
Veranderung von Adhéarenz und Zellfluoreszenz). Man2, 3 und 4 missen also Uber die
Veranderung der Adharenz hinaus zur Reduzierung der Phagozytose beitragen. Dieser
Beitrag steigt mit zunehmender Spacerlange und kann im Sinne einer sterischen

Barrierewirkung interpretiert werden.
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Abb. 15: Gegenilberstellung von Adharenzverhalten der Liposomen und zellassoziierter Fluoreszenz
nach 1h bei 37°C, Standardabweichungen im Anhang
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4.4.1.4 Aufnahme glykosylierter Liposomen durch U937

Der Einsatz differenzierter U937 sollte die Aufnahme der Man-Liposomen unter méglicher
Beteiligung einer Rezeptorvermittlung untersuchen. Die Ergebnisse zeigen ein zunachst
unerwartetes Bild (Abb. 16).
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Abb. 16: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man) durch differenzierte U937-
Zellen nach 1h

Im Vergleich mit den bei Einsatz von HL60-Zellen erhaltenen Ergebnissen zeigt sich eine
ganz ahnliche Tendenz in der Aufnahme der Man-Liposomen. Auch gegeniuber den U937-
Zellen modifizieren die Liganden die Oberflacheneigenschaften der Liposomen in
Abhéangigkeit von der Spacerlange in der beschriebenen Weise. Die Beteiligung einer
Rezeptorvermittlung ist nicht erkennbar.

Abb. 17 zeigt den Zeitverlauf eines typischen Experiments. Die Unterschiede in der
Aufnahme der einzelnen Praparationen sind nach 20min Inkubationsdauer sichtbar und

zeigen keine wesentliche Veranderung Uber einen Zeitraum von 3h.
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Abb. 17 Zeitverlauf der Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen durch differenzierte U937-
Zellen

In Abb. 18 sind die prozentualen Anderungen der Aufnahme mehrerer Experimente
gegendber nichtmannosylierten Liposomen zusammengefaldt. Die prozentualen
Unterschiede bleiben Uber den gesamten Inkubationszeitraum konstant. Zu keinem

Zeitpunkt der Liposomen-Zell-Wechselwirkung ist eine Rezeptorbeteiligung erkennbar.
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Abb. 18: prozentuale Veranderung der Liposomenaufnahme durch differenzierte U937-Zellen in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit (n = 4)

Auch die Steigerung des Man-Gehalts ergab keine qualitativ anderen Ergebnisse. Wie am
Beispiel von ManO und Man3 gezeigt (Abb. 19), fuhrt die Zunahme des Man-Anteils auf

30mol% bzw. 50mol% ausschlie3lich zur Verstarkung der bereits bekannten Effekte: die

58



Adharenzneigung und damit die Phagozytose nehmen bei Einbau eines kurzen Derivats
(Manl) zu, die sterische Hinderung durch Einbau eines Derivats mit langerem Spacer
(Man3) resultiert in weiter verringerter Aufnahme der Vesikel. Auf die Beteiligung einer
Rezeptorvermittlung geben die Ergebnisse keinen Hinweis.
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Abb. 19: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (Manl, Man3) durch differenzierte U937-
Zellen in Abhangigkeit vom Man-Gehalt

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen unspezifische Wirkungen der Mannoside auf die
Liposomenaufnahme, die von der Zucker-Kopfgruppe unabhéngig sein sollten. Die
Untersuchungen wurden deshalb in gleicher Weise unter Verwendung strukturgleicher
Glucoside (Glc), Galaktoside (Gal) und Cellobioside (Cell) wiederholt. Der Einsatz der sehr
ahnlichen monosaccharidischen Glykolipide (Glc, Gal) zeigt eine ahnliche Beeinflussung
der Phagozytose mit zunehmender Spacerlange (Abb. 20), wenngleich alle Ergebnisse zu
groReren Werten hin verschoben sind. Insbesondere bei Glc ist die Liposomenaufnahme
bei Einbau der kiirzeren Derivate deutlich erhdht, eine ,Hinderung® durch die Derivate mit
langerem Spacer (Glc2, Glc3) nur noch beim Vergleich der Glucoside untereinander
sichtbar. Nach Erfahrungen aus der Arbeitsgruppe, die eine deutlich schlechtere
Mischbarkeit der Glucoside in Phospholipiden zeigen, ist dieses Verhalten auf die groRere
Adhéarenzneigung der Glc-Vesikel zurlickzufuhren. Die Galaktoside Gal2 und Gal3
bewirken wieder eine Reduzierung der Aufnahme, obwohl sie die Ergebnisse der
Mannoside nicht erreichen.
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Abb. 20: Aufnahme reiner HSPC/PG-, Glc- und Gal-Liposomen (10mol% Glc und Gal) durch
differenzierte U937-Zellen nach 1h

Bei Einsatz der disaccharidischen Cellobioside ist die Aufnahme durch die Zellen weiter
verringert (Abb. 21). Im Vergleich mit den monosaccharidischen Glykolipiden macht sich
bereits bei Celll eine beginnende sterische Hinderung der Aufnahme aufgrund der
groReren Kopfgruppe bemerkbar.
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Abb. 21: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Cell-Liposomen (10mol% Cell) durch differenzierte U937-
Zellen nach 1h

Da sich die Beeinflussung der Phagozytose aus einer Uberlagerung von Membranstorung
(verstarkte Adhéarenzneigung) und sterischer Abschirmung ergibt, ist das quantitativ
unterschiedliche Verhalten der Glykosidgruppen erklarbar. Trotzdem ist die gleichartige
Tendenz der Beeinflussung, d.h. das qualitativ gleichartige Verhalten sichtbar. Bei

Uberwiegen der Membranstérung durch den Einbau der Glykolipide ist die Phagozytose
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erhoht. Bei Uberwiegen der sterischen Hinderung, die jeweils mit Verlangerung des
Spacers oder VergroéfRerung der Kopfgruppe zunimmt, ist die Aufnahme verringert. Dieser
Effekt ist bei den hier eingesetzten Derivaten (Spacer max. 4 EtO-Einheiten) z.T. gering
ausgepragt.
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Abb. 22: Aufnahme reiner HSPC/PG- und PEG-Liposomen (10mol% 2OPEG-PE bzw. 5000PEG-PE)
durch differenzierte U937-Zellen nach 1h

Als Vergleich wurde die Phagozytose ,typischer* Stealth-Liposomen durch U937-Zellen
herangezogen (Abb. 22). Die Aufnahme dieser, durch PEG 2000 (ca. 40 EtO-Einheiten)
oder PEG 5000 (ca. 100 EtO) modifizierten Liposomen ist erwartungsgemal nahezu
vollstandig unterdriickt.

In Abb. 23 ist wiederum die zellassoziierte Fluoreszenz den Adharenzeigenschaften der
Stealth-Vesikel gegenibergestellt. Auch hier zeigt sich die, bereits bei den Mannosiden
erwahnte (vgl. Abb. 14 und Abb. 15), Diskrepanz zwischen Zellfluoreszenz und Adhéarenz
bei 37°C. Daraus ergibt sich auch fir Glykolipide mit langerem Spacer ein Stealth-Potential
gegeniber Phagozytoseprozessen, die ohne Beteiligung von Glykorezeptoren ablaufen.
Ob dieses Potential der vergleichsweise kurzen Spacer in vivo bei Anwesenheit von

Serumproteinen erhalten bleibt, ist fraglich und weiterer Testung vorbehalten.
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Abb. 23: Gegenlberstellung von Adharenzverhalten von Stealth-Liposomen und zellassoziierter
Fluoreszenz nach 1h bei 4°C und 37°C, Standardabweichungen im Anhang

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dal3 die Liposomenaufnahme durch HL60
(erwartungsgemalf) wie auch durch U937 ohne Beteiligung eines Rezeptormechanismus
erfolgt. Auch Versuche =zur Bindung bzw. Aufnahme von Man-BSA und dessen
Verdréangung durch Methylmannosid (MeMan) oder durch nichtmannosyliertes BSA lieRen
keine Rezeptorvermittlung erkennen (Daten nicht gezeigt). Deshalb missen beide
Zellmodelle als rezeptornegativ angesehen werden.

Insgesamt zeigt sich gegenulber diesen (rezeptornegativen) Zellen die Tendenz, dal? mit
zunehmender Spacerlange der Glykolipide und zunehmender Modifizierung der
Liposomenoberflache durch KH-Gruppen (Gehalt an Mannosid) eine Reduktion von
Phagozytoseprozessen eintritt. Im Vergleich mit ,klassischen* Stealth-Lipiden ist diese
Unterdrickung relativ schwach, dirfte sich aber mit zunehmender Lange der Spacer
verstarken.

Da die Unterdrickung der Liposomenaufnahme durch Phagozyten nicht eigentliche
Aufgabenstellung der Arbeit war, wurden die Untersuchungen in dieser Richtung nicht

fortgesetzt.
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4.4.2 Native Zellen

Zur Erlangung von Testergebnissen an einem rezeptorpositiven Zellmodell, wurden die
Untersuchungen an nativen Zellen weitergefiihrt. Dazu wurden Monozyten/Makrophagen
aus der Pericardflissigkeit von Herz-OP-Patienten (Herzpunktat-Monozyten/Makrophagen,
HPM) und Makrophagen aus der Dialyseflissigkeit von Patienten nach Peritonealdialyse
(Peritonealmakrophagen, PTM) eingesetzt.

Die Messung der nativen Zellen mittels Durchflulzytometrie (FACScan) erforderte die
Fluoreszenzmarkierung der Liposomenmembran, um eine Beeinflussung der Ergebnisse
durch freigesetzten wassrigen Fluoreszenzmarker zu vermeiden. Dazu wurden NBD-PE

bzw. Rh-PE verwendet.

4.4.2.1 Zelltypcharakterisierung

In Abb. 24 ist die Charakterisierung am FACScan an einem typischen Beispiel fur Zellen
aus Pericardflissigkeit dargestellt. Die in der FSC/SSC-Auftragung (A) zu
unterscheidenden Zellpopulationen sind mit einiger N&herung leicht zuzuordnen, da in
gewissem Mal3e die Vorwartsstreuung (FSC) mit der GroRRe, die Seitwartsstreuung (SSC)
mit der Granularitét der Zellen korreliert. In der Region R1 befinden sich die Leukozyten, in

R2 die Monozyten, ausdifferenzierte, grof3e Makrophagen vor allem in R3.

Abb. 24 a: Zelltypcharakterisierung am FACScan bei Pericard-Zellen
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Abb. 24 b : Zelltypcharakterisierung am FACScan bei Pericard-Zellen

Durch Bindung fluoreszenzmarkierter Antikorper (CD45-FITC und CD14-PhE) an
Zelloberflachenantigene erfolgt die spezifische Zelltypcharakterisierung in der FL1/FL2-
Auftragung (Abb. 24 b, B). Die CD45-positiven Leukozyten (griin) erscheinen durch starke
Fluoreszenzl in R4, die CD45- und CD14-positiven Monozyten/Makrophagen (blau) durch
starke FL1 und FL2 in R5. Die korrespondierende Darstellung im FSC/SSC (C) ist in
farblich adaquater Markierung gegeniibergestellt und bestatigt im wesentlichen die o.g.
Zuordnung im FSC/SSC (vgl. Abb. 24 a, A).

Makrophagen und Monozyten verschiedenen Differenzierungsgrades bilden keine
abgrenzbaren Zellpopulationen, weshalb die Auswertung an der Gesamtheit der Zellen in
R6 vorgenommen wurde (Abb. 24 a, D).

4.4.2.2 Detektion des Mannoserezeptors

Zur Analytik eines zellularen Membranproteins kommen prinzipiell die Detektion tber seine
Funktion oder die Bindung monoklonaler Antikdrper zum Einsatz. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden eine Vielzahl von Bindungs- und Verdrangungsstudien vorgenommen, von denen
hier nur einige vorgestellt und diskutiert werden sollen.

Da erst zu einem spaten Zeitpunkt der Untersuchungen ein monoklonaler Antikdrper zur
Verfigung stand, muflte sich der Nachweis eines MR zunéchst auf die Prifung des
Vorhandenseins der Funktion, d.h. der Bindung von Man-Liganden, beschranken. Dazu
wurde fluoreszenzmarkiertes Man-BSA (Man-BSAgrc) verwendet und dessen Verdrangung

durch verschiedene Substanzen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 25 dargestellt.
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Abb. 25: Inhibierung der Bindung von Man-BSAgirc (Endkonzentration 50 pg/ml) durch
Methylglykoside (5 mg/ml) und BSA (5 mg/ml) bei HPM (n=5) und PTM (n=6)

Wie in Kap. 2.4.2.2 erwahnt, ist die Verdrangung durch Liganden geringerer Komplexitat
haufig problematisch und gelingt nicht oder nur unvollstandig. Die vorliegenden Ergebnisse
spiegeln diese Problematik wider. Der EinfluR des MeMan ist gegenuber MeGal zwar
erkennbar, aber auf3erst gering ® Zieht man in Betracht, da es sich um einen 2000fachen
(") UberschuB der Mannosid-Liganden (molares Verhaltnis) handelt, ist die Hemmung durch
nichtmannosyliertes BSA (100facher UberschuB) vergleichsweise stark ausgepragt.
Dementsprechend deutlicher erniedrigt ist die Bindung durch Vorinkubation mit BSA und
MeMan, was die Beteiligung sowohl spezifischer als auch unspezifischer Prozesse zeigt.
Ob der spezifische Anteil iber Vermittlung der Man-Liganden tatséchlich so gering oder der
sehr unterschiedlichen ,Komplexitat* und damit Affinitdt der Liganden zuzuschreiben ist,
mul3 offen bleiben. Der Vergleich mit Literaturdaten zeigt &hnliche Resultate. JANSEN et al.
[139] konnten bei der Inhibierung der Bindung unterschiedlich mannosylierten HSA ex vivo
(perfundierte Rattenleber) eine Abhangigkeit bei der Rezeptorverdrdngung von der
Komplexitat der Mannoseliganden feststellen. Hoher mannosylierte Derivate (22 bzw. 40
Man-Reste) wurden selbst durch einen 500fachen Uberschuf? von Mannan nicht vollstandig
verdrangt (ca. 40% Verdrangung flr Mang,-HSA, 10% fur Mang-HSA). Die Autoren
belegen mindestens einen weiteren, an der Aufnahme beteiligten Mechanismus, der mit
der Anzahl negativer Ladungen der Man-HSA-Molekiile korreliert und durch negativ

geladene Substrate (z.B. Dextransulfat) hemmbar ist.

® Die geeignete Konzentration der Verdrangungsagenzien wurde in Vorversuchen ermittelt. Unterhalb dieser
Konzentrationen war keine reproduzierbare Verdrangung des Man-BSArirc detektierbar. Die weitere Steigerung
des Uberschusses von Man-Liganden (bis zum 20.000fachen) erbrachte eine weitere Senkung der Man-
BSArc-Bindung, die jedoch nicht mehr spezifisch war und ebenso durch gleiche Konzentrationen MeGlc und
z.T. auch MeGal erreicht wurde. Der im Text jeweils genannte UberschuR ist fiur KH-haltige
Verdrangungsagenzien auf den Gehalt an KH berechnet und reprasentiert das molare Verhaltnis der KH.
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Die hier beobachtete relativ geringe Potenz zur spezifischen Verdrangung der Man-
BSArrc-Bindung kann damit durch die fehlende Komplexitat des MeMan bedingt sein. Die
relativ groRe Verdrangungspotenz des (unmannosylierten) BSA bestatigt KH-unabhangige
Prozesse. Dessenungeachtet zeigen die vorliegenden Ergebnisse die Beteiligung einer
Rezeptorvermittlung und damit die Anwesenheit von MR bei den untersuchten Zellen,
lassen allerdings keine Aussagen Uber deren Ausmal} zu.

Die Ergebnisse von Studien zur Bindung und Verdrdngung an Lektinen zellularer
Membranen sind daher entsprechend vorsichtig zu interpretieren und reprasentieren haufig
eine Uberlagerung von spezifischen und unspezifischen Mechanismen. Letztere kdnnen

bei Einsatz komplexerer Liganden (wie Man-BSA) von erheblichem Ausmal sein.

Wie erwahnt, stand zu einem spateren Zeitpunkt der Arbeit ein monoklonaler Antikdrper
(mAb-MR), spezifisch fir den humanen 175-kD-MR [181], zur Verfigung. Die Detektion
erfolgte durch Verwendung eines fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorpers.
Unspezifische Bindung des sekundaren Antikorpers an HPM und PTM trat nur in
Ausnahmefallen auf und wurde jeweils geprift (Leerwert). Bindung des mAb-MR an
Blutmonozyten, Leukozyten oder Granulozyten war nicht festzustellen. Die
FluoreszenzmefRwerte sind somit MR-spezifisch. In Vorversuchen brachte die Anwendung
hoherer Antikdrperkonzentrationen als die angegebene (Kap. 3.4.1.2) keine Steigerung der
Fluoreszenzausbeute, was auf die quantitative Erfassung der exprimierten MR schliel3en
lant. Fur HPM wurden zwischen 30% und 57% (n=8), fur PTM zwischen 15% und 52%
(n=28) der Monozyten/Makrophagen-Population als rezeptorpositiv (MRO) bestimmt. Abb.

26 illustriert die MR-Detektion an einer typischen Peritoneal-Zellpopulation.
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Abb. 26 : Detektion des MR am FACScan bei Peritoneal-Zellen

Der Leerwert (nur sekundarer Antikorper) zeigt in der FSC/SSC-Auftragung (A) die
Lymphozyten in R1(schwarz), Monozyten/Makrophagen in R2 (blau), Granulozyten in R4
(grau). Die korrespondierende Darstellung im FSC/FL2 (B) a3t nur wenige Zellen in R3
erkennen, die durch unspezifische Bindung geringe FL2 aufweisen. Nach Inkubation mit
mMADb-MR und sekundarem Antikorper erscheinen die rezeptorpositiven Zellen (rot) in der
FSC/FL2-Auftragung durch starke FL2 in R3 (D). Die korrespondierende Darstellung im
FSC/SSC (C) zeigt die Verteilung der MR-Zellen innerhalb der Monozyten/Makrophagen-
Population (R2). Die blaue Markierung reprasentiert rezeptornegative Zellen. Die
Fluoreszenzintensitat in FL2 korreliert mit der Rezeptordichte der Zellen und wurde jeweils
bestimmt. Zwischen dem prozentualen Anteil von MR[-Zellen an der Population und der

(mittleren) Rezeptordichte bestand keine erkennbare Abh&ngigkeit (Daten nicht gezeigt).
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Von den eingangs genannten und hier angewandten Maoglichkeiten der Detektion ist
aufgrund der vorliegenden Ergebnisse einzig die Antikdrperbindung als geeignete Methode

eines sensitiven und quantifizierbaren Nachweises des MR zu bewerten.

Im Hinblick auf die Inkubation der Zellen mit Man-Liposomen wurde die gegenseitige
Beeinflussung der Bindung von mAb-MR und Man-Liganden durch Vorinkubation mit
verschiedenen Substanzen untersucht. Abb. 27 zeigt die an PTM erhaltenen Ergebnisse.
Es sind jeweils die Veranderung des nachweisbaren Anteils an MRO-Zellen und deren

Fluoreszenzintensitat (mittlere Rezeptordichte) gegenubergestellt.
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Abb. 27: Beeinflussung der Antikdrperbindung am MR durch Vorinkubation mit verschiedenen
Substanzen

Die Bindung des mAb-MR ist durch die Vorinkubation beeinflut, wenn auch nur in
geringem MalRe. Wiederum ist der Einflul der Man-Liganden zu erkennen, wobei die
Reduzierung mit der Grof3e des Liganden in der Reihenfolge MeMan < Man-BSA < Man-
Liposomen geringfiigig zunimmt, was auf eine sterische Hinderung der mAb-MR-Bindung
hinweist. Diese Hinderung fallt fir die vergleichsweise grol3en Liposomen-“Reste” geringer
als erwartet aus. Der Einflull des unmannosylierten BSA zeigt einen relevanten
unspezifischen Anteil an der Reduktion der Antikdrperbindung. Die MR-Dichte ist durch die
Man-Liganden etwas starker reduziert als der Anteil der MR-Zellen. Die Vorinkubation mit
Man-Liposomen hingegen (hier am Beispiel Man2 und Man6 gezeigt) resultierte in einer
Steigerung der Anzahl rezeptorpositiver Zellen, woraus man eine Aktivierung von
Rezeptoren nach Kontakt mit Man-Liposomen ableiten kann. Systematische
Untersuchungen hierzu wurden nicht vorgenommen, kdnnten aber fir weiterfihrende

Untersuchungen von Interesse sein, weshalb dieses Ergebnis hier erwahnt sein soll.
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Gleiche Untersuchungen an HPM fiuhrten zu &hnlichen Ergebnissen (Daten nicht gezeigt).
BARRETT-BERGSHOEFF et al. zufolge bindet der mAb-MR nahe der Bindungsstelle fur t-PA,
also nahe der CRD, was die Autoren aus der Inhibierung der t-PA-Bindung durch den mAb-
MR schlie3en [182]. Eine solche Inhibierung der Bindung eines Proteins dirfte auch fur
(ungleich groRere) Liposomen zutreffen. Auch aus den hier gezeigten Ergebnissen geht
eine gegenseitige Beeinflussung von Antikérper und Man-Liganden durch sterische
Hinderung hervor. Es war daher nicht mdglich, bei der Untersuchung zur Aufnahme von
Man-Liposomen rezeptorpositive Zellen mittels simultaner mAb-MR-Bindung zu selektieren
und gesondert auszuwerten. Trotzdem liefert die sichere Detektion des MR wichtige
Informationen uber die vorliegende Zellpopulation und beschrénkte Mdglichkeiten einer

selektiven Auswertung (s. Kap. 4.4.2.3.2).

4.4.2.3 Aufnahme mannosylierter Liposomen durch Pericard-

Monozyten/Makrophagen
Die Testung des Einflusses der Mannosylierung an einem rezeptorpositiven Zellmodell
wurde zunadchst an HPM vorgenommen. Dazu kamen wiederum ManO bis Man4 und die zu
diesem Zeitpunkt neu synthetisierten Verbindungen Man6 und Man8 zum Einsatz. Abb. 28

zeigt den Zeitverlauf eines typischen Experiments.
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Abb. 28: Zeitverlauf der Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen durch HPM

Die Unterschiede in der Aufnahme der einzelnen Praparationen werden nach einer
Inkubationsdauer >20min deutlich und bleiben in ihrer Qualitdt unveréndert. Bei

Inkubationszeiten = 90min lieR die Stabilitdét der Zellen h&ufig deutlich nach, was die
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reproduzierbare Erfassung der Zellpopulationen am FACScan nur noch bedingt zulie3. Da
sich nach Inkubationszeiten >60min keine qualitativen Anderungen der Wechselwirkung
mehr ergaben, wurden die MeRBwerte nach 60min zur Quantifizierung der

Liposomenaufnahme herangezogen.

Abb. 29 zeigt die Liposomenaufnahme durch die Gesamtpopulation der
Monozyten/Makrophagen (vgl. Abb. 24 a, D). Die Ergebnisse unterliegen einer erheblichen
Streuung und lassen erst bei Testung einer relativ groRen Anzahl von Patientenmaterial
(>20) Tendenzen in der Veranderung der Aufnahme erkennen. Gegenlber reinen
HSPC/PG-Vesikeln ist die Aufnahme aller mannosylierten Liposomen erhdht, wobei die
deutliche Steigerung durch kirzere Mannoside (ManO - Man2) auffallig ist. Unterschiede
zwischen den Mannosiden mit lAngerem Spacer (Man3 - Man8) sind kaum zu erkennen.
Fir eine vermutete Rezeptorvermittiung fallt die Steigerung der Aufnahme dieser
Praparationen mit Werten zwischen 30% und 60% relativ gering aus.
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Abb. 29: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man) durch HPM nach 60min

4.4.2.3.1 Verdrangung der Liposomenaufnahme

Die Vor- und Co-Inkubation der Zellen mit Methylglykosiden sollte Aufschluf? tber eine
mogliche Rezeptorbeteiligung bei der Liposomenaufnahme geben. Die Zellen wurden
jeweils 30min mit den Methylglykosiden vorinkubiert. Wahrend der anschliel3enden
Inkubation mit Liposomen lag dieselbe Methylglykosid-Konzentration vor. Die Ergebnisse
sind in Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 30: Inhibierung der Liposomenaufnahme durch Methylglykoside (5mg/ml) bei HPM nach 20min
und 60min Liposomen-Inkubationsdauer (n=8)

Auch hier unterliegen die Resultate einer erheblichen Streuung. Um Vergleichbarkeit der
einzelnen  Versuche herzustellen, wurde  die Liposomenaufnahme ohne
Verdrédngungsagenz fur jede Praparation =100% gesetzt und die Beeinflussung als
prozentuale Abweichung berechnet. Der Einflu@ der Methylglykoside 4Rt Kkeine
spezifischen Mechanismen erkennen. Im Mittel aller Versuche fihrt die Inkubation mit
MeMan bei allen Praparationen zu einer leichten Senkung der Liposomenaufnahme, die
auch durch MeGal erreicht wird. Diese Art der Beeinflussung erfolgt bereits gegentber
nichtmannosylierten HSPC/PG-Liposomen und in ganz &hnlicher Weise bei ManO bis
Man4. Lediglich bei Man6 und Man8 lieBe sich eine Verdrangung durch MeMan

diskutieren, die aber aufgrund der breiten Streuung der erhaltenen Ergebnisse statistisch
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nicht signifikant ist. Eine Anderung dieser Tendenz in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
ist nicht festzustellen. Nach 20min und 60min Inkubationsdauer werden nahezu identische
Ergebnisse erzielt. Auch die Auswertung der Zellfluoreszenz bei 4°C (Liposomenbindung
ohne Beteiligung von Phagozytose) ergab keine Unterschiede, die eine
Rezeptorvermittiung nachweisen (Daten nicht gezeigt). Ahnlich wie bei den Versuchen zur
Verdrangung der Man-BSAgrc-Bindung (Kap. 4.4.2.2) konnten durch weitere Steigerung
der Methylglykosid-Konzentration keine eindeutigeren Ergebnisse erzielt werden.

Da die untersuchten Liposomen ebenfalls multivalente Man-Konjugate darstellen, gelten
die dort diskutierten Gesichtspunkte zur geringen bzw. fehlenden Verdrdngung durch
MeMan adaquat. Wie in Kap 2.4.2.2 bereits an Beispielen diskutiert, ist die Literatur zur
Inhibierung der Aufnahme mannosylierter Liposomen widersprichlich, was in der
unterschiedlichen Komplexitdt der Liganden begriindet sein kann. Dessenungeachtet
berichten GARCON et al. [138] Uber erfolgreiche Verdrangung von Man-BSA-Liposomen
durch freie Mannose, MULLER und SCHUBER [148] hingegen Uber fehlende Beeinflussung
der Aufnahme von Man-Liposomen durch Mannan. Letzteres ist umso bemerkenswerter,
als es sich bei Mannan um einen komplexeren Man-Liganden hoher Bindungsaffinitat und
damit grof3er Verdrangungspotenz handelt.

Insbesondere die schlechte Reproduzierbarkeit der hier erzielten Ergebnisse erschwert das
Erkennen deutlicher Tendenzen. Die in Abb. 30 gezeigten Ergebnisse reprasentieren ca.
80% der Untersuchungen zur Inhibierung der Liposomenaufnahme. In keinem der
Experimente blieb die Liposomenaufnahme unbeeinflult von der Methylglykosid-
Inkubation; in einigen Experimenten war nach Vorinkubation mit MeMan auch eine
Steigerung der Aufnahme von Man-Liposomen, vor allem solcher mit langerem Spacer (=4
EtO-Einheiten), zu beobachten (nicht gezeigt). HoPPE und LEE zufolge [183] hemmen freie
D-Mannose und L-Fucose die Bindung von Man-BSA am MR, kdnnen aber in geringen
Konzentrationen auch stimulierend wirken. Dabei ist die Konzentration freien Zuckers fur
eine maximale Stimulierung der Bindung abhangig von der KH-Dichte des Man-BSA’. Eine
Steigerung der Anzahl der MR war nicht oder kaum festzustellen. Die Autoren vermuten
aufgrund  der  Parallelitat ~ zwischen  Inhibierungspotenz  und  Potenz  zur
Bindungsstimulierung des jeweils verwendeten Zuckers® als Mechanismus eine Lésung der
Bindung einzelner KH-Einheiten des Man-BSA vom Rezeptor und damit der Mdglichkeit zur
optimalen raumlichen Neuanordnung. Die abgelosten Man-Einheiten kdnnen so erneut

fester binden, woraus sich eine insgesamt starkere Wechselwirkung ergibt. Die in der

" maximale Stimulierung fir Manss-BSA 10,0 mM freie Mannose
Man4-BSA 2,1 mM
Mani3-BSA 1,9 mM
Mans-BSA 0,2 mM

® Die Autoren belegen auch fir Glucose und N-Acetyl-D-Glucosamin die Stimulierung der Bindung am MR,
allerdings erst bei zehnfach héherer Konzentration (ca. 100 mM).
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Literatur diskutierte Notwendigkeit der Wechselwirkung mit mehreren CRD des MR fir eine
hochaffine Ligandenbindung [63] unterstiitzt diese Annahme. Ubereinstimmend damit
finden OHsumI et al. die abnehmende Potenz zur Bindungsstimulierung mit zunehmender
Affinitdt des Verdrdngungsagens [151]. BIESSEN et al. [152] folgern aus der detaillierten
Analyse von Verdrangungsstudien fur Liganden mittlerer Affinitat die Bindungsstimulierung
durch freie Mannose niedriger Konzentration aufgrund Bindung (Verdrdngung +
Neuanordnung) am CRD4 und eine Inhibierung durch freie Mannose hoher Konzentration
aufgrund Bindung auch an den weniger affinen CRD6 bis 8 (vollstdndige Verdrangung).
Der stimulierende Effekt freier Mannose ist fir Liganden geringerer Affinitdt weniger
ausgepragt, fur Liganden mit sehr hoher Bindungsaffinitat nicht zu beobachten.

Bei den hier vorgestellten Verdrangungsversuchen betrug die MeMan-Konzentration 20mM
und ist damit deutlich hoher als die durch HopPE und LEE [183] ausgewiesenen
Konzentrationen zur Bindungsstimulierung. Faflt man die verwendeten Liposomen
gegenuber dem dort zitierten Man,s-BSA als ,h6her mannosylierte* Konjugate auf, kbnnten
die genannten Literaturdaten eine Erklarung fir die in einigen Experimenten beobachtete
Steigerung der Aufnahme von Man-Liposomen liefern. Eine Rezeptorbeteiligung waére
demnach bei den Mannosiden mit lAngerem Spacer zu vermuten, bleibt aber spekulativ.
Angesichts der sehr unterschiedlichen Ergebnisse und diskutierten Mechanismen in der
Literatur ist fir eine Rezeptorverdrangung offensichtlich eine ganze Reihe von Faktoren
malfigeblich, die sich in der gegenseitigen Beeinflussung der Bindungsaffinitaten des Man-
Konjugats (abhangig von dessen Komplexitdt und der Anordnung bzw. Flexibilitat der
einzelnen Liganden) und des inhibierenden Agenz (abhangig von dessen Komplexitat und
Konzentration) niederschlagen und deren Zusammenwirken den jeweils erzielten Effekt
bestimmt.

Ungeachtet der mdoglichen Erklarungen lassen die hier vorliegenden Daten zur
Verdréangung keinen eindeutigen Schluf? auf eine Rezeptorvermittlung bei der Aufnahme
der Man-Liposomen zu. Im weiteren wurde daher auf Versuche zur Inhibierung verzichtet
und nach anderen Mdoglichkeiten gesucht, eine mogliche Rezeptorbeteiligung

nachzuweisen.

4.4.2.3.2 Selektion rezeptorpositiver Zellen

Der Einsatz des mAb-MR zur Quantifizierung der Rezeptoren am jeweils verwendeten
Zellmaterial zeigte, daf3 nur ein Teil der Monozyten/Makrophagen MR exprimiert und damit
zur rezeptorvermittelten Phagozytose beféahigt ist. Sofern an den erzielten, moderaten

Steigerungraten bei der Aufnahme der Man-Liposomen eine MR-Vermittiung beteiligt ist,
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sind dafur entsprechend dieser Ergebnisse zwischen ca. 15 und 50% der Zellen
verantwortlich.
Abb. 31 zeigt die Verteilung der MRO-Zellen innerhalb der HPM-Gesamtpopulation und

deren Lokalisierung in der FSC/SSC-Auftragung an einem Beispiel.
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Abb. 31: Verteilung der MRO-Zellen innerhalb der HPM-Gesamtpopulation

Die MRO-Zellen (rot) erscheinen in der FSC/FL2-Auftragung in R2 (B). Die
korrespondierende Darstellung im FSC/SSC (A) zeigt eine inhomogene Verteilung der
MR-Zellen innerhalb der HPM-Gesamtpopulation (R1), die von den (kleineren) Monozyten
zu den (grofReren) Makrophagen hin verschoben ist. (Die blaue Markierung reprasentiert
rezeptornegative Zellen.) Das Setzen eines analytischen Fensters R3 (C) erfal3t einen
erhdhten Anteil MRO-Zellen und I&R3t deren relative Selektion bei der Auswertung zu: die
korrespondierende Darstellung im FSC/FL2 (D) zeigt, daf? diese Eingrenzung vor allem
MR-Zellen erfaf3t (griin). Die Quadranten dienen der Orientierung im Vergleich mit B.

Die Liposomenaufnahme der so selektierten Zellen (MA-gate) ist in Abb. 32 dargestellt. Die

Aufnahme durch die HPM-Gesamtpopulation (MO-gate) ist jeweils gegenuibergestellt.
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Abb. 32: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man) bei analytischer Selektion
von MRO-HPM nach 20min und 60min Inkubationszeit (n=10); Die selektive Auswertung
wurde an Zellpopulationen vorgenommen, bei denen sich die MRO-Zellen analytisch gut
erfassen liel3en (ausreichende Zellzahl im analytischen Fenster R3, vgl. Abb. 31,C)

Der erhohte Anteil von MRO-Zellen 143t eine andere Tendenz in der Aufnahme der Man-
Liposomen erkennen. Im Vergleich der selektierten Zellen mit der Gesamtpopulation fallt
die Steigerung durch die kurzen Mannoside (ManO bis Man2) geringer aus, was nach
60min Inkubationszeit besonders deutlich ist. Mannoside mit mittlerer Spacerlange (Man3
und Man4) zeigen nur geringe Unterschiede in der Beeinflussung der Aufnahme durch die
beiden Populationen, wahrend die Mannoside mit langerem Spacer (Man6 und Man8)

deutliche Abweichungen erkennen lassen, die bereits nach 20min Inkubationszeit
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auftreten. Nach diesen Ergebnissen sind fir die Steigerung der Aufnahme durch kurze
Mannoside vor allem rezeptornegative Zellen (Monozyten) verantwortlich, was mit den
Ergebnissen der Liposomenaufnahme durch U937 und HL60 (Kap. 4.4.1.3 und 4.4.1.4) in
gewisser Ubereinstimmung steht. Die geringfuigig verstarkte Aufnahme der Man-Liposomen
mit mittlerer Spacerlange durch MRO-Zellen ist erst nach 60min Inkubationsdauer
erkennbar und statistisch nicht signifikant. Die Beteiligung einer Rezeptorvermittlung kann
daher fir ManO bis Man4 weitgehend ausgeschlossen werden. Die im Vergleich zur HPM-
Gesamtpopulation durch MRO-Zellen hingegen deutlich verdnderte Aufnahme von Man-
Liposomen mit langerem Spacer laRt fir Man6 und Man8 eine Rezeptorbeteiligung
vermuten.

4.4.2.4 Aufnahme mannosylierter Liposomen durch Peritoneal-Makrophagen

Die Testung der Aufnahme von Man-Liposomen durch native Zellen wurde im weiteren an
PTM vorgenommen und parallel das gesamte verwendete Zellmaterial hinsichtlich der MR-
Expression charakterisiert.

Abb. 33 zeigt die Liposomenaufnahme der PTM-Gesamtpopulation. Auch hier unterliegen
die Ergebnisse einer erheblichen Streuung. Ahnlich wie bei HPM ist die Aufnahme aller
mannosylierten Liposomen gegenuber reinen HSPC/PG-Vesikeln erhoht. Innerhalb der
homologen Reihe der Mannoside sind nur geringe Unterschiede zu erkennen, wobei die
Steigerung der Aufnahme durch Man6 und Man8 etwas deutlicher ausfallt. Die statistische

Prufung der Ergebnisse zeigt innerhalb der Mannoside keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 33: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (10mol% Man) durch PTM nach 60min
(n=15); Die Skalierung der Ordinate wurde zum besseren Vergleich der Skalierung aus Abb.
36 angeglichen.
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Die Schwankungsbreite in der Reaktion der Zellen auf die Inkubation mit Liposomen
sowohl bei Einsatz der gleichen Liposomenspezies als auch gegeniber den einzelnen
Mannosiden lafl3t keinen eindeutigen Schluf3 auf eine Rezeptorbeteiligung zu. Deshalb
wurde auch hier versucht, die MRO-Zellen in der Auswertung zu selektieren.

In Abb. 34 ist die Verteilung der MR[-Zellen (rot) innerhalb der PTM-Gesamtpopulation an
einem typischen Beispiel (vgl. auch Abb. 26) gezeigt. lhre Lokalisierung in der FSC/SSC-
Auftragung (A) weist eine vergleichsweise homogene Verteilung auf, weshalb eine
analytische Selektion von MR[-Zellen, wie im Falle der HPM, nicht moglich war. Fir PTM
mufte daher eine andere Moglichkeit gesucht werden, um einen erhéhten Anteil von MR-

Zellen zu erfassen.
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Abb. 34: Verteilung der MRO-Zellen innerhalb der PTM-Gesamtpopulation

Wie erwahnt, wurden der Anteil an MRO-Zellen und die FL2-Intensitat der untersuchten
Monozyten/Makrophagen-Populationen bestimmt. Da auch hier nur ein Teil der Zellen MR
exprimiert, sollte sich eine gewisse Abhangigkeit der Aufnahme mannosetragender
Liposomen von diesem Anteil ergeben. Abb. 35 zeigt einige Beispiele fur Aufnahmeprofile

von Zellmaterial mit unterschiedlichem Anteil rezeptorpositiver Zellen.
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Abb. 35: Aufnahmeprofile von HPM (ausgewahlte Beispiele), HSPC/PG- und Man-Liposomen
(10mol%)

Beim Vergleich der Einzelexperimente ist die Beeinflussung der Liposomenaufnahme
durch den Anteil MR-exprimierender Zellen an der Gesamtpopulation erkennbar, die jedoch
ebenfalls keine strenge Tendenz aufweist. Deutlichere Effekte werden erst bei Betrachtung
des prozentualen Anteils von MRO-Zellen und der Rezeptordichte (Median der
Fluoreszenzintensitat der gebundenen Antikorper) sichtbar. Tab. 2 listet diese Zahlen fir
PTM verschiedener Patienten (Auswabhl).

A B C
% MRO-Zellen 52 43 |49 |35 20 |24 |19 |35 |17
rel. Fluoreszenzintensitat (Rezeptor-Dichte) 102 |60 |72 [100 |24 |31 |39 |26 |80

Tab. 2: Prozentualer Anteil an MRO-Zellen und deren mittlere Rezeptordichte fur PTM
verschiedener Patienten (Auswahl)

Die genannten Parameter lassen zwischen zwei Gruppen von Zellpopulationen grob
unterscheiden:

1. PTM mit relativ hohem Anteil MR-Zellen und relativ groRer Rezeptordichte (A),

2. solchen mit relativ niedrigen Zahlenwerten in beiden Parametern (B).

Dartiberhinaus sind Ubergange moglich (C).

Abb. 36 zeigt die Liposomenaufnahme der Zellpopulationen aus Gruppe A und wertet

damit einen erhéhten Anteil MRO-Zellen mit relativ hoher Rezeptordichte aus.
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Abb. 36: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen durch MRO-PTM nach 60min (n=8)

Gegenuber der Auswertung der PTM-Gesamtpopulation (Abb. 33) ergibt sich ein
veréndertes Bild in der Aufnahme der Man-Liposomen. Wahrend bei Man0 bis Man4 kaum
Unterschiede in der Aufnahme im Vergleich mit der Gesamtpopulation zu erkennen sind, ist
bei Man6 und Man8 eine erhebliche Steigerung durch die selektierten Zellen zu
verzeichnen. Fir diese Steigerung der Aufnahme sind demzufolge die MRO-Zellen
verantwortlich, was wiederum fiur die Mannoside mit langerem Spacer eine
Rezeptorbeteiligung nahelegt. Auffallig ist auch hier die offenbar fehlende Fahigkeit der
Mannoside mit mittlerer Spacerlange, die vom Modellrezeptor ConA erkannt wurden, zur

Wechselwirkung mit dem MR.

Auf die begrenzte Ubertragbarkeit von Lektin-Bindungsstudien auf Ligand-Zell-
Wechselwirkungen wurde bereits hingewiesen (Kap. 2.3). Trotzdem ist die Potenz fir eine
Rezeptorvermittlung ausschliel3lich der Mannoside mit langerem Spacer gegentiber beiden
nativen Zellmodellen, an denen die Expression von MR nachgewiesen wurde,
bemerkenswert. Nicht nur die eingangs vorgestellten Ergebnisse der ConA-Bindung,
sondern auch die Liposomenaufnahme durch U937 und HL60 lassen auf eine rdumliche
Exponiertheit der KH-Kopfgruppen bei Mannosiden ab etwa 2 EtO-Einheiten schlie3en. Die
Diskrepanz zur fehlenden Wechselwirkung mit MR der nativen Zellen legt nahe, dal3 neben
der Exponiertheit der Man-Kopfgruppen weitere Faktoren oder Liposomeneigenschaften
eine Rolle spielen. Um fir die Untersuchung dieser Frage von den vergleichsweise
komplexen Wechselwirkungen mit Zellen zu abstrahieren, wurde wiederum auf den
Modellrezeptor ConA zurlickgegriffen. Der Einsatz dieses einfachen Systems sollte es

zulassen, allein die Fahigkeit der Man-Liganden zur Wechselwirkung zu untersuchen.
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4.5 Rezeptorbindung und Liganden-Clusterung

4.5.1 Lektinbindung

Wie in Kap. 2.4.2.2 bereits anhand von Literaturdaten diskutiert, kann neben der Flexibilitat
der Spacer auch die Clusterung von KH-Gruppen fur die Wechselwirkung mit (Membran-)
Lektinen von Bedeutung sein. Bei den hier untersuchten Alkylmannosiden handelt es sich
um monovalente Liganden. Eine Anreicherung von Liganden im Sinne einer Clusterbildung
sollte daher vom Gehalt an Glykolipid und der Liposomenmatrix beeinflul3t sein. Die
Untersuchung der Lektin-Bindung wurde deshalb an Liposomen mit unterschiedlichem
Glykolipidgehalt und verschiedener Grundlipidmatrix durchgefihrt.

Die Ergebnisse zeigen eine notwendige Mindestkonzentration (Schwellenkonzentration) an
Glykolipid bzw. -ligand, bei der die Bindung des Lektins einsetzt (Grundlipidmatrix
SPC/Chol 7:3 M/M). Unterhalb dieser Schwellenkonzentration erfolgt keine bzw. deutlich
verminderte Bindung, was auf die Notwendigkeit einer lokalen Anreicherung der Mannoside
schlieBen laRkt. Abb. 37 zeigt am Beispiel von Man2- und Man6-Liposomen das Ausmal}

der Lektinbindung bei verschiedenem Gehalt an Glykolipid nach 1min und 5min.
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Abb. 37 Lektinbindung an Man2- und Man6-Liposomen in Abhangigkeit vom Mannosidgehalt

Das Einsetzen erster Bindungsvorgange bis zum Erreichen der vollen Bindungsaktivitat
findet in einem relativ kleinen Konzentrationsbereich statt. Die Bindungsaktivitat &ndert sich
danach bei weiterer Steigerung der Glykolipidkonzentration nur noch unwesentlich. Als
Mindestkonzentration wurde die fiur die (nahezu) volle Bindungsaktivitait des ConA
notwendige Konzentration gewertet (Man2: 28%, Man6: 3%). Die vergleichsweise grof3en
Standardabweichungen dieser Werte sind Ausdruck fir die Sensibilitat der Lektinbindung
im Bereich der Schwellenkonzentration. Die Steilheit der Kurven im Schwellenbereich

nimmt mit wachsender Spacerlange zu.
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Abb. 38 zeigt die Schwellenkonzentration fir alle untersuchten Mannoside. Die z.T.
erheblichen Unterschiede dieser Konzentration in Abhangigkeit von der Lange des Spacers
lassen fur eine lokale Anreicherung von Liganden die Bildung von Man-Clustern aufgrund

der unterschiedlichen Mischbarkeit der einzelnen Mannoside in der Grundlipidmatrix

vermuten.
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Abb. 38: Mindestkonzentration der Mannoside fir die Bindung von Man-Liposomen durch ConA

Dementsprechend sollte eine solche Clusterung von einer Veranderung der Art der
Lipidmatrix abhéngig sein und sich in veradnderter Lektinbindung bemerkbar machen. In
Abb. 39 sind fir ausgewéhlte Mannoside die Ergebnisse bei Einsatz verschiedener
Grundlipide bzw. Lipidmischungen gegentbergestellt.
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Abb. 39: Mindestkonzentration der Mannoside fir die Bindung von ConA in Abhangigkeit von der
Grundlipidmatrix
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Im Vergleich zu SPC/Chol verschiebt sich die notwendige Schwellenkonzentration der
Mannoside bei Verwendung rigiderer Lipidmatrices (DPPC/PG 5mol%, DPPC/PG 10mol%)
zu kleineren Werten; bei Einsatz einer fluideren Matrix aus reinem SPC zu hoheren
Werten.

In den rigiden DPPC/PG-Matrices kommt es aufgrund der relativ schlechten Mischbarkeit
bereits bei geringeren Konzentrationen der Mannoside zur Ausbildung von Doméanen und
damit zur Bindung des Lektins. Dartiberhinaus ist eine Anreicherung der Mannoside an den
Grenzflachen zwischen DPPC- und PG-Domé&nen wahrscheinlich. Darauf weist
insbesondere die weitere Verringerung der Schwellenkonzentration bei Einsatz von
10mol% PG gegenuber 5mol% PG hin.

Bei Verwendung des fluideren reinen SPC erfolgt aufgrund besserer Mischbarkeit eine
Doménenbildung / Clusterung und damit Bindung des Proteins erst bei hdherem Gehalt an
Glykolipid.

Ausgewahlte Praparationen wurden im Hinblick auf die genannten Clusterungseffekte
mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM) untersucht, die der lllustration dienen sollen. Abb. 40
zeigt die Aufnahme jeweils eines Liposoms mit einem kurzen Derivat (Manl) unterhalb und
einem Derivat mit langerem Spacer (Man6) oberhalb der Schwellenkonzentration (je
10mol% Man).
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Abb. 40: AFM-Aufnahme und Oberflachen-Scan von Manl- (oben) und Man6-Liposomen (unten),
jeweils 10mol% Man
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In der gedruckten Abbildung der Liposomen selbst schlecht sichtbar, zeigt die Darstellung
der Oberflachen-Scans Unterschiede in der Struktur der Liposomenoberflache. (Die Lage
der Scans ist durch die Linie im Bild, die Lokalisierung definierter Bereiche durch die roten
Pfeile gekennzeichnet.) Wahrend Manl-Liposomen eine relativ glatte Oberflache
aufweisen (Fehlen zusammenhangender Bereiche), zeigt sich bei Man6 eine deutlichere
Strukturierung und damit rauhere Oberflache. Die relativ breiten Peaks (und Téaler) kbnnen
als entmischte Areale interpretiert werden, die auf eine Clusterung des Man6 zurlickgefuhrt
werden konnen. Diese Interpretation steht in Ubereinstimmung mit den fur die ConA-
Bindungsergebnisse diskutierte Clusterbildung in Abhangigkeit von Spacerlange und Man-

Konzentration®.

Die Existenz eines Schwellenwertes der Ligandenkonzentration fiur das Auslésen der
Lektin-Agglutination ist bereits seit lAngerem bekannt. RANDO und BANGERTER nennen als
mdogliche physiologische Funktion das Ein- bzw. Ausschalten von Zell-Zell-
Erkennungsvorgangen [184]. Glykolipid-Schwelleneffekte bei der Agglutination von
Liposomen durch Lektine und die mdgliche Rolle der Ligandenclusterung durch
Phasenseparation sind in einer Reihe friherer Arbeiten fir unterschiedliche Systeme
belegt [rev. in 185]. Die Abhangigkeit der Schwellenkonzentration von der Spacerldnge
finden ORR et al. an Man-Cholesterol-Derivaten, wobei Ubereinstimmend mit den hier
gezeigten Ergebnissen kirzere Spacer eine hohere Glykolipidkonzentration fur die ConA-
Bindung erfordern [186]. CHAKRABARTI und PODDER zeigen, dal3 darliberhinaus die
Diffusion von Glykoliganden in der Membran fur die notwendige Oberflachendichte zur
Lektinbindung von Bedeutung sein kann [187]. Diese Interpretation wird aus Ergebnissen
abgeleitet, die verminderte Bindungsraten bei AusschluR der Madglichkeit zur
Lateraldiffusion zeigen [188]. Demgegeniiber zeigen Untersuchungen an planaren
Schichten, dalR eine verlangsamte Lateraldiffusion in rigiden Matrices die Ligand-Protein-
Wechselwirkung erleichtert [189]. Ob einer veranderten Lateraldiffusion oder der
Clusterung die entscheidende Rolle zukommt, sei dahingestellt. Eine lokale Anreicherung
von Liganden gilt in allen genannten Arbeiten als Voraussetzung fur die Proteinbindung.

Die hier dargestellten Ergebnisse bestatigen die Notwendigkeit der lokalen Anreicherung
der Mannoside fir eine Erkennung durch das Lektin, die fur die einzelnen Mannoside bei
unterschiedlicher Konzentration eintritt und von der Rigiditat der Grundlipidmatrix beeinfluf3t

ist. Letzteres weist auf eine Clusterbildung hin. Ubereinstimmend mit dieser Interpretation

° Bei weiteren AFM-Untersuchungen erwies sich die Fusionsneigung der Vesikel auf der Substratoberflache
(Siliziumoxid) als &uRerst problematisch. Es ist deshalb nicht méglich, an dieser Stelle Aufnahmen intakter
Liposomen mit dem gleichem Mannosid unterhalb und oberhalb der Schwellenkonzentration zu zeigen. Auf den
damit ausschlieBlich illustrativen Charakter der Aufnahmen wurde bereits hingewiesen, die jedoch die
prinzipielle Eignung der Methode als direkten analytischen Zugang fur die Untersuchung von
Clusterungseffekten in Mischsystemen belegen.
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konnte an Monoschichten solcher Mischsysteme (Man0O, Man3, Man8 in DMPC, DPPC,
DSPC) gezeigt werden, dal3 die Tendenz zur Phasenseparation der Mannoside mit
wachsender Lange des Spacers sowie bei Kondensierung der Matrix zunimmt [190]. Dieses
Verhalten wurde auch fiir weitere Mischsysteme mit Sialyl-Lewis™ im Hinblick auf dessen
Funktionalisierung gegeniiber dem Rezeptor beschrieben [191]. Ergebnisse, die eine
veranderte Lektinbindung durch Variierung der Lipidmatrix zeigen [192, 193], durften z.T.
ebenfalls durch damit verbundene Clusterung interpretierbar sein.

Die bereits in Kap. 4.3 genannten unterschiedlichen Literaturergebnisse zur minimalen
Spacerlange fir die Lektinbindung sind daher sehr wahrscheinlich auf Unterschiede im
Glykolipidgehalt und der Grundlipidmatrix der eingesetzten Liposomen zuriickzufiihren. Bei
RCA0-Bindungsstudien an Gal-Liposomen finden bspw. SAsAkl et al. [170] 2 EtO-
Einheiten bei 10mol% Gal in DPPC/DCP/Chol, BENDAS [167] nennt 3 EtO-Einheiten bei
20mol% und 2 EtO-Einheiten bei 33mol% Gal in SPC als Mindestlange des Spacers. Die
eingangs gezeigte Untersuchung der ConA-Bindung bei Einsatz von 30mol% Man
(Tribungsmessung), aus denen eine Mindestlange von 2 EtO-Einheiten hervorgeht, macht
im Vergleich mit den zuletzt gezeigten Ergebnissen (Abb. 38) den Zusammenhang
zwischen Spacerldnge und Konzentration des Glykolipids deutlich. Die dort eingesetzten
30mol% Man schlief3en fur Man2 bis Man4 die Schwellenkonzentration ein, fir Manl nicht.
Offensichtlich gilt fir die untersuchten Mannoside ab einer absoluten Mindestspacerlange
(1 EtO-Einheit) eine relative Mindestspacerlange in Abhangigkeit vom Man-Gehalt.

Die Schwellenkonzentration nimmt mit zunehmender Spacerlange erheblich ab.
Abweichend davon erfordert Man8 im Vergleich mit Man6 wieder geringfligig hohere
Konzentrationen in allen untersuchten Matrices (vgl. Abb. 39), was eine Verdnderung der
gezeigten Tendenz innerhalb der homologen Reihe andeutet. Abb. 41 stellt den zeitlichen
Verlauf der ConA-Bindung von Man6 und Man8 unterschiedlicher Konzentration am

Beispiel von SPC/Chol-Liposomen gegentiber.

1,2 ¢+

0,8 +

0,6 +

Extinktion

—a&— 4mol% Man6
—a&—4mol% Man8
—B—5mol% Man6
—m—5mol% Man8

0 1 2 Zeit ::{m in] 4:1 5 (Ii
Abb. 41: Zeitlicher Verlauf der ConA-Bindung an Man6- und Man8-Liposomen unterschiedlicher
Man-Konzentration (Grundlipid SPC/Chol 7:3 M/M)
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Man8 weist bei beiden gezeigten Konzentrationen im Vergleich mit Man6 eine geringere
Agglutinationsgeschwindigkeit auf (Steilheit der Tribungszunahme), was eine verzbgerte
Bindung der Man-Liganden am ConA belegt. In allen anderen Matrices wurden &hnliche

Ergebnisse erhalten (Daten nicht gezeigt).

Eine weitere Verlangerung des Spacers (>8 EtO) wird den zitierten Untersuchungen an
planaren Schichten zufolge [190, 189] sehr wahrscheinlich die Tendenz zur Entmischung
und Domanenbildung verstarken, mul3 aber nicht mit einer Steigerung der Fahigkeit zur
Lektinbindung verbunden sein. Auf die Bedeutung sowohl der Multivalenz als auch einer
geeigneten rdumlichen Anordnung von Liganden wurde in Kap. 2.3 bereits eingegangen.
Fur das Erreichen dieser Eigenschaften gegeniiber einem bestimmten Rezeptor scheinen
neben ausreichender Spacerlange und der Ausbildung von KH-Clustern weitere Faktoren
eine Rolle zu spielen. Bindungsstudien von SHIMADA et al. [163] zeigen, dal3 bei terminaler
Bindung von Gal-Resten (20 mol%) an Liposomen Uber PEG-Spacer verschiedener Lange
(PEGap, 20, 40)10 die Bindung durch RCA;5, nur im Falle von PEG, erfolgt, d.h. die Gal-Reste
bei Einsatz der langeren Spacer (PEGy 40) vom Lektin nicht erkannt werden. Die Autoren
vermuten, dal die groRe Flexibilitat der langeren PEG-Ketten eine geeignete Clusterung
der Gal-Reste verhindert. Interessanterweise ist das Ausmald der Lektinbindung fur
unterschiedliche Konzentrationen von Gal-PEG;, im Bereich zwischen 5 und 20mol% kaum
verandert, d.h. dall die Dichte auch der langeren Gal-Liganden im Sinne eines
Schwellenwertes mit 20mol% ausreichend sein durfte. Trotzdem erfolgt keine Bindung
durch das Lektin. Leider liegen fur die langeren PEG-Derivate keine Daten zum mdoglichen
EinfluR einer verdnderten Konzentration auf die Bindung vor. Dennoch machen die
Ergebnisse im Vergleich mit Untersuchungen zur Aufnahme von antennéren und Cluster-
Galaktosiden [194-198] die Bedeutung einer geeigneten Clusterung gegeniiber RCA;5, wie
auch zellularen Gal-Rezeptoren deutlich. In vivo (Ratte) werden die 0.9. Gal-PEGio-
Liposomen nahezu vollstdndig von Kupffer-Zellen, nicht von Hepatozyten aufgenommen.
BIESSEN et al. [199] finden die rezeptorvermittelte Aufnahme von laktosyliertem Poly-L-
Lysin (=5 Laktose-Reste) hingegen fast ausschlielich durch Hepatozyten. Die sehr
intensiv untersuchten Wechselwirkungen gegeniiber dem Asialoglykoprotein-Rezeptor von
Hepatozyten und dem Gal-Rezeptor auf Kupffer-Zellen zeigen (obwohl beide Gal-
erkennende Proteine), daf? die strukturellen Anforderungen an Gal-Determinanten fur die
Bindung sehr spezifisch sind. Ahnlich hohe Spezifitat trivalenter Man-Cluster verschiedener
Struktur belegen KOTTER et al. [200] gegenliber Man-bindenden Typ-1-Fimbriae von E.coli.
Ob mit einem vorliegenden Targeting-System die konkreten Anforderungen (Ausbildung

spezifischer Cluster) erfillt werden, bleibt jeweils der experimentellen Untersuchung

19 PEG,0 = 40 EtO, MW [2000; PEG2o = 20 EtO, MW [11000; PEG1o = 10 EtO, MW 500
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vorbehalten.

Zusammenfassend zeigen die hier erhaltenen Ergebnisse zur ConA-Bindung, dal? neben
einer Mindestlange des Spacers zwischen Lipid-Anker und KH-Kopfgruppe der raumlichen
Organisation (Anreicherung bzw. Clusterung) der Liganden in der Membran entscheidende
Bedeutung bei der Protein-Erkennung zukommt. Darliberhinaus spielt die Léange bzw.
Flexibilitat der Spacer eine wichtige Rolle. Unter Annahme einer wieder zunehmenden
Schwellenkonzentration bei weiterer Verlangerung des Spacers (gro3er 8 EtO) wird das
Optimum geeigneter Man-Cluster fiir ConA bei etwa 4 bis 8 EtO-Einheiten durchlaufen.

Fir die Wechselwirkung mit einem bestimmten Rezeptor sind demnach mehrere Faktoren,
wie die Exponiertheit der Liganden, ihre Clusterung und die Flexibilitat des Spacers,

malfigeblich, deren Zusammenwirken im jeweils erreichten Bindungsergebnis resultiert.

4.5.2 Liposomen-Zell-Wechselwirk ungen

Ungeachtet der beschrankten Ubertragbarkeit solcher Ergebnisse auf andere KH-
Rezeptoren wurden im letzten Teil der Arbeit Liposomen, deren Mannosidgehalt etwa der
fur die ConA-Bindung notwendigen (Schwellen-)Konzentration entspricht, an PTM getestet.
Abb. 42 zeigt die erhaltenen Ergebnisse.
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Abb. 42: Aufnahme reiner HSPC/PG- und Man-Liposomen (Man-Gehalt im Bereich der
Schwellenkonzentration ConA-Bindung) durch PTM nach 60min (n=5); Die Skalierung der
Ordinate wurde zum besseren Vergleich wiederum der Skalierung aus Abb. 36 angeglichen.

Im Vergleich mit den Ergebnissen bei einem einheitlichen Mannosidgehalt von 10mol%
(vgl. Abb. 36) zeigt sich, besonders bei Betrachtung der Mannoside mit lAngerem Spacer,

ein verandertes Aufnahmeprofil. Durch die Angleichung der Mannosidkonzentrationen an
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die in den Lektin-Bindungsstudien erhaltenen Ergebnisse erfolgt eine gewisse Nivellierung
in der Aufnahme durch die Zellen, was auf eine Angleichung in der Liposomen-Zell-
Wechselwirkung schlieBen 1a3t. Ob es sich dabei um eine Angleichung unterhalb oder
oberhalb der fur den konkreten Rezeptor (MR) notwendigen Konzentration handelt, kann
nicht schlissig beantwortet werden. HAENSLER und ScCHUBER [201] finden die
Schwellenkonzentration von Gal-Liposomen fur die Bindung durch RCA und Gal-
Rezeptoren von Peritonealmakrophagen (Maus) in vitro in etwa dem gleichen
Konzentrationsbereich (10-15mol%) und erzielen eine Steigerung der Aufnahme von 50 bis
200% (in Abh&ngigkeit von der applizierten Liposomenmenge). Unter Annahme des
Erreichens der notwendigen Schwellenkonzentration fur den MR wéren demnach alle
Mannoside in ahnlicher Weise zur Rezeptorvermittlung beféahigt. Gegen diese
Interpretation spricht die Steigerung der Aufnahme auch durch Man0 (40mol%), fur das in
keinem der Experimente (Testung bis zu 60mol%) Bindungsfahigkeit gegeniiber ConA
gezeigt werden konnte.

Unter Einbeziehung der Gesamtheit der Ergebnisse ist bei der Interpretation des Einflusses
der homologen Reihe der Mannoside vielmehr von einer Uberlagerung unspezifischer
Adsorption und Rezeptorbeteiligung auszugehen. Da aus allen bisher gezeigten Daten
hervorgeht, dalR Mannoside mit kurzem Spacer zu verstéarkter Adharenz der Liposomen
und damit erhdhter Phagozytose fuhren, ist dieser Effekt auch bei erhéhtem Anteil dieser
Mannoside (bis 40mol%) anzunehmen. Bei Derivaten mit lAngerem Spacer, die in relativ
geringer Konzentration in der Liposomenmembran vorliegen (insbes. Man4 bis Man8 -
6mol% bis 3mol%), ist dieser Einflu® vernachlassigbar. Hier kdnnte es sich um eine
Angleichung der Liposomen-Zell-Wechselwirkung tber die Glykoliganden handeln, d.h. alle
Liganden sind in entsprechender Konzentration unabhangig von ihrer Spacerlange zur
Ausbildung bindungsféahiger Cluster und damit zur Wechselwirkung mit dem Rezeptor
beféhigt. Einer solchen Interpretation zufolge ware die Steigerung der Aufnahme durch
kurze Mannoside und durch solche mit langerem Spacer unterschiedlichen Mechanismen
zuzuschreiben. Wo die Grenze zwischen (in diesem Sinne) kurzen und l&angeren Spacern
genau verlauft, ist von untergeordneter Bedeutung. Allein die relativ hohen
Konzentrationen, die bei einer Spacerlange bis 2 EtO-Einheiten fir eine Proteinerkennung
notwendig sind, schliel3en diese Derivate aufgrund der damit verbundenen Destabilisierung
der Liposomen aus. Somit sind vor allem Man4, Man6, Man8 und evtl. langere Derivate fur
eine Rezeptorvermittlung interessant. Dessenungeachtet zeigen die erhaltenen Daten die
Beeinflussung der Liposomen-Zell-Wechselwirkungen durch die Konzentration der

Liganden und bestatigen die Relevanz der an ConA erhaltenen Ergebnisse grundséatzlich.
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Fir eine gesonderte Auswertung MRO-Zellen war das Datenmaterial dieser (letzten)
Untersuchungen nicht ausreichend. Die Testung der Liposomenaufnahme unter weiterer
Variierung der Man-Konzentration muf3 weiterfihrenden Untersuchungen uberlassen
werden. Die zuletzt dargestellten Ergebnisse sind deshalb als hypothetischer Ansatz und
nicht im Sinne eines abgeschlossenen Ergebnisses aufzufassen. Sie sollen vor allem im
Sinne eines Ausblicks die Moéglichkeit der untersuchten Strukturen fiir das Erreichen einer
effizienten Rezeptorvermittlung und damit Targetings aufzeigen, deren Potential mit den
vorgelegten Ergebnissen nicht erschopft scheint. Die Inkorporierung sog. Clusterlipide in
oder Bindung multivalenter KH-Konjugate (wie Man-BSA) an Liposomen kann dazu ein
Weg sein. Ob solche vorgeformten und je nach Struktur relativ fixen Cluster den
Erfordernissen gegeniiber einem anvisierten Rezeptor entsprechen, ist vor der
experimentellen Untersuchung schwer abzuschéatzen. Wie bereits erwahnt (Kap 2.4.2.2),
belegt die Literatur eine Vielzahl von mehr oder minder erfolgreichen Anséatzen zur
Schaffung von Multivalenz bzw. Clusterung, die sich unterschiedlichster Strukturen
bedienen [202-204].

Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dal3 nicht, wie urspringlich angenommen, die
Exponiertheit der Liganden die entscheidende Rolle bei der Erkennung spielt, sondern vor
allem der lokalen Anreicherung von Liganden durch Clusterung der Glykolipide eine
Uberragende Bedeutung zukommt. Obgleich eine Mindestlange des Spacers zwischen KH-
Kopfgruppe und Lipidanker erforderlich ist, beeinflult die Spacerlange vor allem die
Eigenschaften des Glykolipids hinsichtlich der Tendenz zur Entmischung bzw.
Clusterbildung. Dartiberhinaus bestimmt die Spacerlange die Flexibilitdt der einzelnen KH-
Liganden. Diese Faktoren bestimmen insgesamt die (mdgliche) Anordnung der Liganden,
die sich gegenuber einem bestimmten Rezeptor als geeignet erweisen kann. Insofern sind
die Anforderungen fir eine effiziente Rezeptor-Wechselwirkung als geeignete Clusterung
zu bezeichnen, die vom Zusammenwirken der genannten Faktoren abhéngt. Das Erreichen
geeigneter Anordnung kann fir die untersuchten Liposomen als variable Clusterung
aufgefal3t werden, die von den Eigenschaften der Glykolipide und der Grundlipidmatrix
bestimmt wird. Die Untersuchung des Einflusses einer Mischung von Derivaten
verschiedener Spacerlange wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, kénnte
aber aus derzeitigem Stand der Ergebnisse wichtige Erkenntnisse zum perspektivischen
Design sog. antennérer bzw. Cluster-Lipide liefern. Die Anwendung physiko-chemischer
Methoden, die eine direkte Untersuchung von Liposomen-Oberflachenstrukturen zulassen,
scheint dabei unverzichtbar.

Die Inkorporierung vergleichsweise einfacher Strukturen, wie die hier untersuchten

Alkylglykoside, stellt unter Variierung von Spacerlange und Lipidmatrix ein flexibles System
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zur Untersuchung der beteiligten Mechanismen dar. Angesichts des erheblichen
Syntheseaufwands zur Darstellung von Cluster-Strukturen ist der Einsatz monovalenter
Derivate ein ebenso potenter Ansatz zur Optimierung der Liganden-Rezeptor-
Wechselwirkung. Trotz der unterschiedlichen Bewertung zur Eignung lieferte die
Untersuchung der homologen Reihe der Mannoside eine Reihe von Erkenntnissen, die das
Verstandnis der beteiligten Mechanismen erst erméglichten. Die Testung einiger weniger
Mannoside mit weiter verlangertem Spacer sollte weiteren Aufschlul® tber die Rolle und
wechselseitige Beeinflussung von Spacerlange, Exponiertheit und Clusterung zur
Ausbildung geeigneter Anordnung der Liganden und damit zum Erreichen eines

rezeptorvermittelten Liposomen-Targetings geben.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Wechselwirkung oberflaichenmaodifizierter Liposomen
mit Makrophagen. Durch den Einbau von Mannosiden (Man) in die Vesikelmembran
wurden ligandentragende Liposomen hergestellt und auf die Beeinflussung der
Phagozytose Uber Mannoserezeptoren (MR) an Makrophagen in vitro getestet. Dazu
fanden Alkylmannoside Verwendung, die im lipophilen Bereich konstant (Hexadecyl-Anker)
und im hydrophilen Kopfgruppenbereich durch PEG-Spacer zunehmender L&nge zwischen
Lipidanker und KH-Ligand variieren. Die schrittweise Verldngerung des Spacers im Sinne
einer homologen Reihe sollte die Verdnderung bzw. Optimierung der Erkennbarkeit der
Liganden durch Rezeptoren systematisch untersuchen. Um die Komplexitat der beteiligten
Mechanismen aufzuzeigen, wurde die theoretische Betrachtung wie auch die Diskussion

der Ergebnisse nicht auf Liposomen-Zell-Wechselwirkungen beschrankt.

Die eingesetzten Liposomen wurden hinsichtlich Einschluf3- bzw. Retentionsverhalten und
Grol3e charakterisiert. Die Wahl des Grundlipidgemisches HSPC/PG 9:1 (M/M) garantierte
ausreichende Vesikelstabilitdt unter Inkubationsbedingungen (Zellkulturmedium, 37°C).

Die Untersuchung der Zugénglichkeit der Man-Liganden fir Rezeptorproteine mittels
ConA-Bindung ergab eine Mindestlange des Spacers, die fur die Erkennung durch das
Lektin notwendig ist. In Abh&ngigkeit von der Methode wurden 1 oder 2 EtO-Einheiten als
Mindestspacerlange erhalten. Ubereinstimmend zeigten die Bindungsstudien die raumliche
Exponiertheit der Man-Kopfgruppen bei Mannosiden ab einer Spacerlange von 2 EtO-
Einheiten. Daraus wurde fur Derivate mit langerem Spacer auf die prinzipielle Mdglichkeit

zur Wechselwirkung mit zellul&aren Rezeptoren geschlossen.

Zur Differenzierung spezifischer (rezeptorvermittelter) und unspezifischer
Wechselwirkungen kamen rezeptornegative (MRO) und rezeptorpositive (MRO) Zellen zum
Einsatz. HL60- und U937-Zellen, die unter PMA-Inkubation in Makrophagenahnliche
differenzieren, wurden als MR, native humane Pericard-Monozyten/Makrophagen und
Peritonealmakrophagen (PTM) als MRO Zellmodelle verwendet. Die Aufnahme von Man-
Liposomen (10mol% Man) wurde jeweils gegen unmodifizierte Liposomen getestet.

Gegenuber MRIO Zellen bewirken kurze Mannoside (ManO, Manl) eine Steigerung der
Liposomenaufnahme, die auf die Stérung der Integritat der Vesikelmembran
zurlickzufuhren ist. Die damit verbundene Zunahme von Membranstorstellen fihrt zu einer
erhohten Adhéarenzneigung der Vesikel, die als initialer Schritt der Phagozytose die
verstarkte Aufnahme der Liposomen durch die Zellen bedingt. Langere Mannoside (ab
Man2), fur die die ConA-Bindung rdumliche Exponiertheit auswies, bewirken eine

verminderte Liposomenaufnahme. Der Vergleich des Adh&sionsverhaltens mit der
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Aufnahme der Liposomen zeigt, da? diese Mannoside uber die ebenfalls verminderte
Adhasionsneigung hinaus zur Unterdrickung der Aufnahme beitragen. Dabei wachst das
Ausmall der Unterdrickung mit zunehmender Spacerlange, was auf eine sterische
Hinderung der Phagozytose durch die Mannoside schlieRen Iaft.

Der Einflul der KH-Kopfgruppe auf diese unspezifischen Wirkungen wurde durch
Untersuchungen unter Verwendung strukturgleicher Glucoside (Glc), Galaktoside (Gal)
und Cellobioside getestet. Der Einsatz der monosaccharidischen Glykolipide (Glc, Gal)
zeigt eine ahnliche Beeinflussung der Phagozytose mit zunehmender Spacerlange. Bei
Einsatz der disaccharidischen Cellobioside ist die Aufnahme durch die Zellen aufgrund der
groRBeren Kopfgruppe weiter verringert. Obwohl der Einflud von Glykolipiden gleicher
Spacerlange quantitative Unterschiede zeigt, ist die Tendenz innerhalb der jeweils
homologen Reihe Ubereinstimmend. Danach fuhren kirzere Derivate vor allem durch
Membranstorungen zur Verstarkung der Adharenz, Glykolipide mit langerem Spacer (oder
groRBerer Kopfgruppe) wirken vor allem als sterische Barriere. Die Beeinflussung der
Liposomenaufnahme wird durch das Uberwiegen einer dieser Eigenschaften bestimmt.
Gegenuber ,klassischen* Stealth-Liposomen (PEG 2000, PEG 5000) ist die Unterdriickung
der Liposomenaufnahme durch die untersuchten Derivate (Spacer max. 4 EtO-Einheiten)

weniger ausgepragt, dirfte sich aber mit weiterer Verlangerung der Spacer verstarken.

Der Einsatz MRO Zellen untersucht die rezeptorvermittelte Aufnahme als zentrale
Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit. Dem Nachweis des MR am verwendeten
Zellmaterial galt daher besondere Aufmerksamkeit. Dazu wurden sowohl die Detektion der
Rezeptorfunktion durch Bindung bzw. Verdrangung von Man-Liganden (Man-BSAgrrc) als
auch die Bindung eines monoklonalen Antikdrpers (mAb-MR) herangezogen.

Die Ergebnisse zeigen fir beide Zellmodelle Bindung von Man-BSAgrrc, dessen spezifische
Verdréangung durch Methylglykoside (MeMan, MeGal) nur in geringem Mal3e und erst bei
erheblichem Uberschuf? der Verdrangungsagenzien moglich ist. Die demgegentiber relativ
groRe Verdrdngungspotenz von unmannosyliertem BSA belegt die Beteiligung sowohl
spezifischer als auch unspezifischer Prozesse. Literaturdaten zeigen, dafl3 die Verdrangung
durch Liganden geringerer Komplexitdt haufig problematisch ist und nicht oder nur
unvollstandig gelingt. Die hier beobachtete relativ geringe Potenz zur spezifischen
Verdrangung kann somit durch die fehlende Komplexitat des MeMan bedingt sein.
Dessenungeachtet zeigen die erhaltenen Ergebnisse die Beteiligung einer
Rezeptorvermittlung und damit die Anwesenheit von MR bei den untersuchten Zellen,
lassen allerdings keine Aussagen Uber deren Ausmal} zu.

Gleiches gilt fur die Inhibierung der Aufnahme von Man-Liposomen. Auch hier zeigte sich
eine fehlende oder geringe Potenz von Methylglykosiden zur spezifischen Verdrangung.

Fal3t man die untersuchten Liposomen als multivalente Man-Konjugate auf, gelten die
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Aussagen zur unterschiedlichen Komplexitdt der Liganden adéquat. Im Gegensatz dazu
war in einigen Experimenten nach Vor/Coinkubation mit MeMan eine Steigerung der
Aufnahme von Man-Liposomen (Spacer 24 EtO-Einheiten) zu beobachten. Die Literatur
liefert fur beide Ergebnisse Interpretationsansatze. Eine Rezeptorbeteiligung ware
demnach bei Mannosiden mit langerem Spacer zu vermuten, bleibt aber spekulativ. Die
sehr unterschiedlichen Literaturergebnisse und diskutierten Mechanismen, die teils in
Ubereinstimmung, teils im Gegensatz zu den hier erhaltenen Ergebnissen stehen, machen
die Vielzahl beteiligter Faktoren fir eine Rezeptorverdrangung deutlich, die im
Zusammenwirken von Komplexitat, Flexibilitdit und Konzentration der Liganden den jeweils
erzielten Effekt bestimmen. Ungeachtet der moglichen Erklarungen mufd die fehlende
Potenz der Verdrdngung mittels Methylglykosiden zur Klarung einer Rezeptorvermittiung
bei der Liposomenaufnahme festgestellt werden, weshalb im weiteren auf Versuche zur
Inhibierung verzichtet wurde.

Die Detektion des MR mittels mAb-MR zeigt, dal’ jeweils nur ein Teil der untersuchten
Monozyten/Makrophagen MR exprimiert: es wurden zwischen 15% und 57% der Zellen als
MRO bestimmt. In Ubereinstimmung mit Literaturangaben zeigte die Beeinflussung der
Antikérperbindung durch Man-Liganden, dafl der mAb-MR in der N&he der Man-
Erkennungsdoméanen bindet. Eine simultane Inkubation der Zellen mit Man-Liposomen und
MADb-MR zur direkten Selektion und Auswertung von MRO Zellen war daher nicht méglich.
Trotzdem ist die sichere Detektion des MR ein essentielles Instrument zur
Charakterisierung der Zellpopulationen und muf3 aufgrund der vorliegenden Ergebnisse als
einzig geeignete Methode eines sensitiven und quantifizierbaren Nachweises bewertet
werden.

Die Liposomenaufnahme durch native (MRO) Zellen wies eine erhebliche Streuung der
Ergebnisse auf, die eindeutige Effekte und Tendenzen zuné&chst nur schwer erkennen lief3.
Die Auswertung der Monozyten/Makrophagen-Gesamtpopulationen ergab fir kurze
Mannoside wiederum eine erhohte Liposomenaufnahme. Bei Einsatz der langeren
Mannoside wurden sehr moderate Steigerungsraten erzielt, die hinter den Erwartungen fir
eine rezeptorvermittelte Aufnahme zuriickblieben. Erst die selektive Auswertung von MR
Zellen und deren Vergleich mit der Gesamtpopulation l4R3t deutliche Unterschiede im
EinfluR der Mannoside erkennen. Danach sind fir die gesteigerte Liposomenaufnahme
durch kurzere Mannoside (Man0O, Manl, Man2) vor allem (MRO) Monozyten verantwortlich,
was in Ubereinstimmung mit den an HL60 und U937 erhaltenen Ergebnissen steht.
Demgegenuber fuhren Derivate mit langem Spacer (Man6, Man8) zu einer deutlichen
Steigerung der Liposomenaufnahme durch MR Zellen. Eine Rezeptorvermittlung kann auf
Grundlage dieser Ergebnisse fur ManO bis Man4 weitgehend ausgeschlossen werden. Die

erhbhte Aufnahme laf3t hingegen fir Man6 und Man8 auf eine Rezeptorbeteiligung
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schlieBen. Bemerkenswert bleibt die mangelnde Fahigkeit der Mannoside mittlerer
Spacerlange (Man3, Man4) zur Rezeptorvermittiung, die den Ausgangsuntersuchungen
zufolge vom Modellrezeptor ConA erkannt werden. Neben der Exponiertheit der Man-
Kopfgruppen sind offensichtlich weitere Faktoren fir die  Rezeptorerkennung von

Bedeutung.

Deshalb wurde durch Variierung von Mannosidgehalt und Grundlipidmatrix die Rolle der
Liganden-Clusterung bei der Rezeptorbindung n&her untersucht. Um dabei von den
vergleichsweise komplexen Mechanismen bei Liposomen-Zell-Wechselwirkungen zu
abstrahieren, wurde wiederum ConA als Modellrezeptor eingesetzt.

Die Bindung des Lektins erfordert eine Mindestkonzentration der Mannoside, die mit
wachsender Spacerlanger abnimmt. Diese Schwellenkonzentration, die fir Manl bis Man8
in einer SPC/Chol-Matrix Werte zwischen 40mol% und 3mol% aufweist, verschiebt sich in
einer rigideren Lipidmatrix (DPPC/PG) zu jeweils kleineren, in einem fluideren Grundlipid
(SPC) zu gréReren Werten. Gegentiber Man0 erfolgt keine Bindung. Die Existenz einer
Schwellenkonzentration und deren Abhangigkeit von der Lipidmatrix laf3t auf Clusterbildung
schlieen, die auf unterschiedliche Mischbarkeit der einzelnen Mannoside in der jeweils
vorliegenden Grundlipidmatrix zuriickzufiihren ist. Eine Anreicherung von Mannosiden an
Domanengrenzen der Matrix spielt dabei ebenfalls eine Rolle. Dementsprechend ist die
Fahigkeit zur Bindung des Lektins relativ unabhéngig von der Lange des Spacers und
belegt eine vorrangige Rolle der Liganden-Clusterung. Die gegeniber Man6 wieder
erhohte Schwellenkonzentration bei Man8 und Literaturergebnisse zeigen dariberhinaus
eine Beeinflussung der Lektinbindung durch die Flexibilitat der Spacer. Fir die
Wechselwirkung mit einem Rezeptor sind demnach die Exponiertheit der Liganden, ihre
Clusterung und Flexibilitat maf3geblich, deren Zusammenwirken die Fahigkeit zur Bindung

bestimmt.

Trotz der beschrankten Ubertragbarkeit solcher Ergebnisse auf andere KH-Rezeptoren
wurden im letzten Teil der Arbeit Liposomen, deren Mannosidgehalt etwa der fur die ConA-
Bindung notwendigen (Schwellen-)Konzentration entsprach, an PTM getestet. Die
Ergebnisse zeigen eine Nivellierung der Liposomenaufnahme, was auf eine Angleichung
der Liposomen-Zell-Wechselwirkung schlieBen 1&3t. Ob es sich dabei um eine Angleichung
unterhalb oder oberhalb der fur den konkreten Rezeptor (MR) notwendigen Konzentration
handelt, kann nicht schlissig beantwortet werden. Die vorstehenden Untersuchungen
lassen verschiedene Interpretationen zu und sind im Sinne eines Ansatzes flr weitere
Arbeiten zu verstehen. Dessenungeachtet zeigen diese Daten die Beeinflussung der
Liposomen-Zell-Wechselwirkungen durch die Konzentration der Liganden und bestétigen

die Relevanz der an ConA erhaltenen Ergebnisse grundsatzlich.
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Ausgehend von der Aufgabenstellung zeigen die Ergebnisse insgesamt, dall Mannoside
ohne oder mit kurzem Spacer (gegeniber allen untersuchten Zellmodellen) vorrangig durch
die Verstarkung der Vesikeladharenz die Liposomenaufnahme steigern. Sofern vorhanden,
erfordert die Fahigkeit zur Bindung durch Rezeptorproteine hohe Konzentrationen dieser
Mannoside in der Membran. Allein durch die damit verbundene Destabilisierung der
Liposomen scheidet ihr Einsatz fir ein rezeptorvermitteltes Targeting aus. Derivate mit
langerem Spacer sind demgegentber in geringeren Konzentrationen zur Bindung an
Rezeptorproteinen befahigt. Fir eine Wechselwirkung mit MR nativer Zellen erwiesen sich
besonders Man6 und Man8 als geeignet. Zur Bindung durch ConA wird die optimale
Spacerlange offenbar durch Man6 bedient. Gegentiber dem MR nativer Zellen scheint mit
Man8 das Optimum der Spacerlange noch nicht erreicht. Neben Man6 und Man8 sind
damit langere Derivate fur das Erreichen einer rezeptorvermittelten Liposomenaufnahme
als potent zu bewerten.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dal3 nicht der Exponiertheit, sondern der raumlichen
Organisation der Liganden entscheidende Bedeutung bei Protein-Erkennungsprozessen
zukommt. Obgleich eine Mindestlange des Spacers zwischen KH-Kopfgruppe und
Lipidanker erforderlich ist, beeinflul3t die Spacerlange vor allem die Eigenschaften des
Glykolipids hinsichtlich seiner Tendenz zur Entmischung bzw. Clusterbildung.
DarUberhinaus bestimmt die Spacerlange die Flexibilitdt der einzelnen KH-Liganden. Fir
den Erfolg beim Erreichen effizienter Rezeptorbindung ist daher eine geeignete Clusterung
bzw. Anordnung notwendig, die vom Zusammenwirken der genannten Faktoren abh&ngt.
Ob mit einem vorliegenden Targeting-System diese Anforderungen erfullt werden, bleibt
der experimentellen Untersuchung vorbehalten.

Der Einsatz vergleichsweise einfacher Strukturen, wie der hier verwendeten Alkylglykoside,
stellt unter Variierung von Spacerlange, Glykosidkonzentration und Lipidmatrix ein flexibles
System zur Untersuchung der beteiligten Mechanismen dar. Angesichts des erheblichen
Syntheseaufwands zur Darstellung vorgeformter Cluster-Strukturen ist der Einsatz
monovalenter Derivate ein ebenso potenter Ansatz zur Optimierung der Liganden-
Rezeptor-Wechselwirkung, dessen Potential mit den vorliegenden Ergebnissen nicht
erschopft ist. Die Testung einiger weniger Mannoside mit weiter verlangertem Spacer sollte
die Beantwortung offener Fragen zur Ausbildung geeigneter Anordnung der Liganden

zulassen und damit das Erreichen rezeptorvermittelten Liposomen-Targetings ermdglichen.
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7 Anhang

Standardabweichungen (soweit nicht in den Abbildungen angegeben)

zu Abb. 7: 6-CF-Retention von HSPC/PG 9:1 (M/M) mit einem Mannosidanteil von 10mol%

in RPMI 1640 bei 37°C

Zeit [h] HSPC/PG | Man0 | Manl | Man2 | Man3 | Man4 | Man6 | Man8
0 Mittelwert 100 100 100 100 100 100 100 100
Stabw. 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 Mittelwert 96 98 96 92 95 94 93 92
Stabw. 2,81 2,42 1,98 4,76 4,22 3,26 2,01 2,63
1 Mittelwert 94 95 94 90 93 91 90 90
Stabw. 3,22 2,86 3,64 511 3,95 3,85 2,25 3,67
2 Mittelwert 89 92 91 86 90 88 85 84
Stabw. 4,14 3,62 3,55 3,78 5,32 4,21 3,72 5,18
4 Mittelwert 85 89 87 83 87 82 77 79
Stabw. 5,62 5,16 6,11 6,21 7,33 5,96 6,52 6,84

zu Abb. 14: Gegeniberstellung von Adharenzverhalten der Liposomen und zellassoziierter

Fluoreszenz nach 1 h bei 4°C
HSPC/PG |H/Man 0|H/Man 1|H/Man 2| H/Man 3| H/Man 4
H)

zellassoziierte Mittelwert 1,2 1,85 1,93 1,4 1,1 0,45
Fluoreszenz 4°C

Stabw. 0,32 0,5 0,6 0,4 0,35 0,15
Oberflachen- Mittelwert 3,7 4,6 4,65 4 3,7 3,1
adharenz 4°C

Stabw. 0,28 0,32 0,38 0,28 0,2 0,15

zu Abb. 15: Gegentberstellung von Adharenzverhalten der Liposomen und zellassoziierter
Fluoreszenz nach 1 h bei 37°C

HSPC/PG |H/Man 0|H/Man 1|H/Man 2| H/Man 3| H/Man 4
H

zellassoziierte Mittelwert 53 6,75 6,85 3,4 2,2 1,2
Fluoreszenz 37°C

Stabw. 1,2 1,5 1,3 1,2 0,9 0,8
Oberflachen- Mittelwert 3,5 4,25 4,25 3,4 2,9 2,4
adharenz 37°C

Stabw. 0,4 0,47 0,33 0,32 0,27 0,2

Abb. 18: prozentuale Veranderung der Liposomenaufnahme durch differenzierte U937-
Zellen in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit (n = 4)

Zeit [min] HSPC/PG (H) [H/ManO |[H/Manl |H/Man?2 |H/Man3 [H/Man 4
20 min Mittelwert 100 124 104 63 38 11
Stabw. 0 18,15 19,47 15,84 8,42 6,12
60 min Mittelwert 100 120 102 65 40 12
Stabw. 0 19,95 23,27 21,54 12,62 10,48
90 min Mittelwert 100 115 100 62 43 9
Stabw. 0 22,38 21,19 24,21 15,24 7,96
180 min Mittelwert 100 112 99 66 38 12
Stabw. 0 18,35 25,18 15,83 14,42 8,56
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zu Abb. 23: Gegentberstellung von Adharenzverhalten von Stealth-Liposomen und
zellassoziierter Fluoreszenz nach 1h bei 4°C und 37°C

HSPC/PG (H) H/PEG 2000 H/PEG 5000
zellassoziierte Fluoreszenz 4°C  [Mittelwert 1,90 0,47 0,57
Stabw. 0,45 0,16 0,38
Oberflachenadhéarenz 4°C Mittelwert 3,27 1,45 1,57
Stabw. 0,49 0,43 0,31

HSPC/PG (H) H/PEG 2000 H/PEG 5000
zellassoziierte Fluoreszenz 37°C |Mittelwert 5,30 0,52 0,48
Stabw. 0,44 0,15 0,28
Oberflachenadhérenz 37°C Mittelwert 2,7 0,95 1,3
Stabw. 0,21 0,30 0,80

zu Abb. 27: Beeinflussung der Antikbrperbindung am MR durch Vorinkubation mit

verschiedenen Substanzen

Vorinkubation mit ohne | MeMan | MeGal | ManAlb | Alb |LipMan2 28% |LipMan6 10%

Zellen REZO [%] |Mittelwert | 100 96 102 91 93 130 148
Stabw. 0,00 | 5,90 3,26 10,97 | 5,97 17,39 12,87

FL 2 [%] Mittelwert | 100 90 98 86 95 90 82
Stabw. 0,00 | 3,09 2,98 6,16 | 6,16 11,11 8,05
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