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Einleitung

1 Einleitung

Das Gehirn hdherer Tiere ist durch die Blut-Hirn-Schranke vor dem
Eindringen toxischer und schadlicher Substanzen geschitzt. Allerdings
bildet diese Barriere auch ein Hindernis fur die gezielte medikamentose
Therapie von Erkrankungen des zentralen Nervensystems wie zum Beispiel
Alzheimer, Gehirntumore oder Parkinson. Leider sind nur wenige
potentielle Arzneistoffe flr die Therapie dieser Krankheiten in der Lage,
die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden. Somit stellt die Blut-Hirn-Schranke

einen limitierenden Faktor flr die Arzneimitteltherapie dar.

Besonders zur Behandlung von Gehirntumoren stehen bis heute nur
wenige Arzneistoffe zur Verfliigung. Viele der klassischen, wirkungsvollen
Chemotherapeutika kdnnen nicht eingesetzt werden, da sie eine zu
geringe bis gar keine Blut-Hirn-Passage besitzen. Um diese
Schwierigkeiten bei der Arzneimitteltherapie zu umgehen, werden

verschiedene Losungsansatze verfolgt.

Zum einen ist es mdglich, neue Arzneistoffe zu synthetisieren, die eine
gute Blut-Hirn-Passage aufweisen. Dies ist jedoch ein sehr aufwendiger
und kostspieliger Prozess. Die neuen Arzneistoffe missen zuerst
ausreichend auf ihr Wirkungsprofil hin getestet und pharmakologisch und
pharmakokinetisch charakterisiert werden. Weitaus einfacher ware es
hingegen auf Dbereits bekannte und altbewahrte Zytostatika
zuruckzugreifen und diese durch geeignete Techniken gehirngangig zu

machen.

Ein weiteres Problem wahrend der Behandlung mit Zytostatika sind die
sehr starken Nebenwirkungen, da der Arzneistoff sich im ganzen Koérper
meist ungerichtet verteilt und die zytostatische Wirkung auch gesunde
Zellen beeinflusst. Zudem ware eine gezielte Anreicherung im Zielgewebe
sinnvoll, da somit die chemotherapeutische Dosis reduziert werden

kdnnte.

Eine LOésung fur beide Probleme stellt das aktive Drug-Targeting dar.

Hierbei kann entweder der Arzneistoff selbst modifiziert oder ein
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geeignetes Tragersystem benutzt werden, um die Anreicherung des

Arzneistoffs im Zielgewebe zu erhéhen.

Besonders kolloidale Tragersysteme wie Liposomen und Nanopartikel
bergen ein groBes Drug-Targeting-Potential. Sie sind von ihrer GréBe her
sehr gut intravenés applizierbar, haben eine groBe Tragerkapazitat und
sind bei der Verwendung geeigneter Materialen im Organismus
bioabbaubar und nicht antigen. Die Wirkstoffe kdnnen entweder adsorptiv
an das Tragersystem oder innerhalb der Partikelmatrix gebunden werden.
Durch Veranderung der Oberflache und EinfiUhrung von geeigneten
Liganden kann eine zielgerichtete Anreicherung im kranken Gewebe oder
sogar das Uberwinden von Barrieren wie der Blut-Hirn-Schranke erreicht

werden.

Diese Doktorarbeit beschaftigt sich mit der Herstellung, Charakterisierung,
In-vitro- und In-vivo-Testung Liganden-modifizierter Nanopartikel auf
Proteinbasis zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke. Als Ligand wurde
das Apolipoprotein E, ein Bestandteil von physiologisch vorkommenden
HDL, VLDL und LDL-Partikel, verwendet, welches sich in vorangegangenen
Untersuchungen als potentieller Ligand zum Transport von Nanopartikeln
ins Gehirn erwiesen hat. Diese so mit Apolipoprotein modifizierten
Nanopartikel wurden mit dem Modellarzneistoff Loperamid, einem nicht
gehirngangigen Opioid, beladen. Diese Zubereitung wurde Mausen injiziert
und der analgetische Effekt mittels des Tail-Flick-Tests bestimmt. Um auch
eine therapeutische Anwendung y4U erzielen, wurden
Apolipoprotein-modifizierte Partikel beladen mit dem Zytostatikum
Doxorubicin entwickelt und die chemotherapeutische Effizienz an

Gehirntumor tragenden Ratten getestet.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Die Blut-Hirn-Schranke

Die Existenz der Blut-Hirn-Schranke (BHS) wurde zum ersten Mal im 19.
Jahrhundert durch den Bakteriologen Paul Ehrlich entdeckt. Er
experimentierte mit Anilin-Farbstoffen, die er Ratten injizierte. Hierbei
stellte er fest, dass die Farbstoffe alle Organe der Versuchstiere anfarbten,
mit Ausnahme des Gehirns (Ehrlich, 1885). 1909 machte Edwin
Goldmann, ein Schiler Ehrlichs, eine Gegenkontrolle, indem er dieselben
Farbstoffe in das Rickenmark von Ratten injizierte. Das Resultat war, dass
das zentrale Nervensystem (ZNS) eingefarbt wurde, der Rest des Kbérpers
aber frei blieb von Farbstoff (Goldman, 1909). Somit war die Existenz
einer Barriere zwischen ZNS und dem restlichen Kérper bzw. Blutkreislauf
erwiesen. Es wurde spekuliert, dass der Grund flir dieses Phanomen in der
Struktur der Blutgefasse zu finden sei. Allerdings konnten diese
Strukturen, die ,Tight Junctions™, erst in den 60er Jahren mittels

Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden.

2.1.1 Aufbau, Struktur und Funktion der BHS

Alle hoheren Lebewesen mit einem komplexen Nervensystem besitzen
eine BHS. Diese BHS trennt das ZNS vom ubrigen Koérper ab und
ermdglicht so die Bildung eines abgetrennten Raumes im Organismus. Sie
dient der Aufrechterhaltung der Homobostase des Gehirns, indem sie das
Eindringen toxischer Substanzen aus dem Blutstrom in das ZNS
verhindert, vor Schwankungen der Blutbestandteile schitzt und
Konzentrationsunterschiede zwischen Blut und ZNS aufrechterhalt.
Gebildet wird sie durch zerebrale endotheliale Zellen, die die Kapillaren
des Gehirnes ausbilden. Diese Endothelzellen sind dadurch charakterisiert,
dass sie an ihren seitlichen Berihrungspunkten sehr stark verdichtete
Strukturen aus transmembrandsen Proteinen aufweisen (Brightman and
Reese, 1969). Diese ,Tight Junctions" verhindern eine freie passive

Diffusion von Blutbestandteilen (ber den parazelluldaren Weg. Des
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Weiteren sind auch andere Zellen wie Perizyten, Astrozyten, Mikroglia und
Axonenden an dem Aufbau der BHS beteiligt (Abbildung 1). Besonders die
auf der abluminalen Seite die Kapillaren vollstandig umgebenden
Astrozyten sollen eine wichtige Rolle in der Ausbildung der Eigenschaften
der BHS und der Differenzierung der Endothelzellen spielen (Abbott,
2002). Die Barrierefunktion der BHS wird unterstlitzt durch eine geringe
Pinozytoserate, eine hohe metabolische Aktivitat und das Vorhandensein
von Efflux-Transportern auf der luminalen Seite des Endothels. Im
Vergleich zu anderen im Organismus vorkommenden Endothelien zeichnet
sich die BHS durch einen hohen transendothelialen Widerstand (TEER) von
1500-2000 Q-cm? aus (Butt et al.,, 1990). Wegen dieser zahlreichen
Schutzmechanismen sind Transportwege flr die Versorgung des ZNS mit

essentiellen Substanzen vorhanden (Punkt 2.1.2.3).

Axonende

Tight Junction

Perizyt

Endothel
Astrozyt

Abbildung 1 Schematische Zeichnung der neurovaskuldaren Zellen, die die BHS

ausbilden, Abbildung modifiziert nach (Begley, 2004a)

2.1.2 Arzneistofftransport ins ZNS

Bei der Behandlung von Erkrankungen des ZNS wie z.B. Alzheimer,
Parkinson, Meningitis, Enzephalitis und Gehirntumoren ist die BHS der
limitierende Faktor fur die Arzneimitteltherapie. Viele Arzneistoffe sind

nicht in der Lage, die BHS in einer flr einen therapeutischen Erfolg
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ausreichenden Konzentration zu Uberwinden. Grund hierflir ist, dass ein
passiver Transport auf dem parazelluldren oder transzelluldaren Weg von
mehreren physikochemischen Eigenschaften abhangig ist. So hat eine
Vielzahl von Arzneistoffen, die zur Behandlungen von Erkrankungen des
ZNS eingesetzt werden, ein Molekulargewicht von 150 bis 500 Da, einen
log P Wert zwischen -0,5 und 6,0 sowie eine geringe Polaritat (Bodor and
Buchwald, 2003; Pardridge, 2005). Besonders der log P Wert bzw. die
Lipophilie eines Molekiils scheint ein ausschlaggebender Faktor fir die
Gehirngangigkeit zu sein. So wurde in der Vergangenheit versucht
Arzneistoffe mit einer hohen Lipophilie zu entwickeln, die sich im Gehirn
anreichern kdnnen. Allerdings ergaben sich daraus wiederum andere
Probleme, wie z.B. eine verringerte Ldslichkeit und Bioverfugbarkeit, eine
erhdhte PlasmaeiweiBbindung und eine erhdhte Aufnahme der Substanzen
durch die Leber oder das retikuloendotheliale System (RES). In den
folgenden  Abschnitten werden weitere  Strategien fir  den
Arzneistofftransport in das Gehirn dargelegt. Diese sind in Abbildung 2

schematisch dargestellt.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung mdglicher Transportwege fiir Arzneistoffe zur
Uberwindung der BHS; Abbildung modifiziert nach (Begley, 2004a)

2.1.2.1 Intrazerebrale Injektion oder Infusion

Eine sehr nahe liegende Methode die BHS zu Uberwinden, ist die direkte
Injektion des Arzneistoffs oder eines Arzneistoff-tragenden Implantats in
das Hirngewebe. Gerade durch die Einpflanzung eines Implantats kann
eine verzbogerte und lang anhaltende Freisetzung erzielt werden. Solch
eine intrazerebrale Implantation birgt allerdings immer ein hohes Risiko.
Im Falle eines Implantats kdénnte umliegendes Hirngewebe verletzt
werden, wahrend durch eine fllissige Injektion der Flissigkeitsdruck das
Hirngewebe schadigen kdnnte. Generell besteht jedoch die Gefahr einer
Infektion. Des Weiteren besteht der Nachteil, dass die Diffusionsstrecke
von Arzneistoffen im Gehirn sehr begrenzt ist und nur ca. 1 mm von der
Injektionsstelle betragt (Krewson et al.,, 1995) und der injizierte
Arzneistoff sehr schnell von neu gebildeter Gehirnflissigkeit

abtransportiert wird (Begley, 2004Db).
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2.1.2.2 Modulation der BHS

Die Modulation der ,Tight Junctions™ zwischen den Gehirnendothelzellen,
um den parazelluldaren Transport freizugeben, ist eine weitere Methode
Arzneistoffe aus dem Blutkreislauf in das Gehirn zu transportieren.
Angewandt wurde diese Methode allerdings bisher nur bei Patienten mit
Gehirntumoren (Haluska and Anthony, 2004). Hierzu wird eine hypertone
Lésung von Arabinose oder Mannitol flir 30 Sekunden dber die
Halsschlagader (Arteria Carotis) infundiert. Dies fluhrt zu einem
Schrumpfen der Gehirnendothelzellen aufgrund von osmotischem
Wasserverlust und endet in einem Ablésen der extrazellularen Proteine der
,Tight Junctions®. Die Offnung der BHS auf diese Weise hélt fir bis zu 30
Minuten an. Wahrend dieses Zeitraumes kann ein ebenfalls Uber die
Halsschlagader infundierter Arzneistoff Gber die BHS ins Gehirn gelangen
(Rapoport, 2001). Nachteil dieser Desintegration der BHS ist, dass durch
die osmotische Offnung der parazelluldre Weg (iber die BHS vollsténdig
gedffnet wird und auch andere gréBere Bestandteile wie z.B. Toxine und

Viren ins Gehirn gelangen kdnnen.

Eine weitere Mdoglichkeit die Durchlassigkeit der BHS zu modulieren
besteht durch das Peptid Bradikinin bzw. durch den Bradikinin-Agonisten
Cereport (Kemper et al.,, 2004). Durch beide Substanzen wird der
intrazellulare Calcium-Spiegel der Endothelzellen angehoben, was
wiederum Proteine der ,Tight Junctions® beeinflusst und somit deren

Durchlassigkeit verandert.

Durch welchen Mechanismus Alkylglycerole die Durchlassigkeit der BHS
beeinflussen ist bisher noch unklar. Die Infusion dieser Substanzen lber
die Arteria Carotis fiihrt zu einer reversiblen Offnung der BHS fiir ca. 120
Minuten (Erdlenbruch et al., 2003).

Ebenfalls genutzte Techniken sind die Offnung der BHS mittels Ultraschall
und elektromagnetischer Strahlung. Hierbei wird vermutet, dass ein
Erwarmen des Hirngewebes die Integritat der ,Tight Junctions™ modulieren

kdnnte. Letztgenannte Strahlung wird besonders in der
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Telekommunikationsbranche bei der Benutzung von Mobiltelefonen hei3
diskutiert.

Allen Methoden gemeinsam ist, dass die Offnung der BHS nicht selektiv
erfolgt und sich somit potentiell toxische Substanzen im ZNS anreichern

kdnnten.

2.1.2.3 Ausnutzung aktiver Transportmechanismen der BHS

Die bereits beschriebenen Methoden hatten lUberwiegend zum Ziel den
passiven Transport von Arzneistoffen in das Gehirn ({ber den
parazellularen Weg zu verbessern. Es existieren aber auch zahlreiche
aktive Transportmechanismen an der BHS. Diese kdnnen in den adsorptiv
vermittelten Transport (AMT), den Carrier vermittelten Transport (CMT)
und den Rezeptor vermittelten Transport (RMT) unterteilt werden (de Boer
et al., 2003).

Bei dem AMT lagern sich kationisierte Proteine oder Peptide aufgrund ihrer
Ladung an die negativ geladenen Gehirnendothelmembranen an und
induzieren dadurch direkt die Bildung von Vesikeln und deren
Internalisierung. Somit ist es mdglich durch Kopplung von Arzneistoffen an
positiv geladene Proteine die Aufnahme der Arzneistoffe in das ZNS zu

verbessern (Mazel et al., 2001).

Durch den CMT werden spezielle endogene kleine Moleklle (< 500 Da)
durch einen aktiven, ATP-abhangigen Transporter auf der luminalen Seite
der Endothelmembran in die Zellen eingeschleust und auf der abluminalen
Seite in das ZNS sezerniert. Auf diese Weise werden z.B. Aminosauren,
Glukose, Nukleoside und kleine Peptide transportiert, die ansonsten nicht
das Gehirn erreichen wirden. All diese Transporter sind speziell fur eine
kleine Anzahl an Substraten maBgeschneidert und lassen keine Bindung
von Substanzen zu, die nicht den stereochemischen Anforderungen des
Carriers entsprechen. Um diese Carrier flr den Arzneistofftransport Uber
die BHS auszunutzen, mussen demnach gezielt Arzneistoffe synthetisiert

werden. Ein Beispiel hierfir ist der ,groBe neutrale Aminosdauren
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Transporter®, der eine relativ weite Variation von Substraten akzeptiert.
Die Uber ihn zu transportierenden Stoffe mussen lediglich eine Carboxyl-
und Amino-Gruppe am gleichen C-Atom (oder andere bioisostere
funktionelle Gruppen) sowie einen sperrigen hydrophoben Teil aufweisen
(Smith and Stoll, 1999). Einige Arzneistoffe wie z.B. Baclofen, L-Dopa und
a-Methyl-Dopa haben eine Affinitdt zu diesem Carrier und werden auf
diesem Weg in das Gehirn transportiert. Auch andere ZNS aktive
Arzneistoffe wie Diphenhydramin, Lidocain und Valproinsdure verdanken
ihre Wirksamkeit dem CMT (Begley, 2004a).

GrdBere Proteine und Peptide kdnnen nicht nur durch den AMT Uber die
BHS transportiert werden, sondern auch Uber den RMT. Beim RMT muss
das Protein oder Peptid zunachst an einen Rezeptor auf der luminalen
Seite der BHS binden. Diese Rezeptor-Liganden-Bindung I|6st einen
endozytotischen Prozess in der luminalen Membran aus und fordert die
Bildung eines endozytotischen Vesikels, das den Rezeptor-Liganden-
Komplex enthalt. Dieses Vesikel kann anschlieBend durch die Zelle
transportiert werden, wobei sich der Rezeptor-Liganden-Komplex wieder
l6st und das Protein oder Peptid auf der abluminalen Seite der BHS
sezerniert wird. Nicht alle Vesikel werden auf der ZNS-Seite exozytiert.
Einige verschmelzen auch mit Lysosomen, was zur Folge hat, dass das
Protein oder Peptid durch die lysosomalen Enzyme und den sauren pH-
Wert hydrolisiert wird. Die Uberwindung der BHS mittels RMT ist eine viel
versprechende Methode Arzneistoffe in das ZNS einzuschleusen und liegt
daher auch im Fokus dieser Arbeit. Weitere Ausfihrungen hierzu werden

unter Punkt 2.2.2 gemacht.

2.1.2.4 Hemmung von Efflux-Transportern

Die Endothelzellen der BHS weisen verschiedene Efflux-Transporter der
,ATP-binding-cassette™ (ABC)-Familie auf. Zu den wichtigsten Vertretern
dieser Familie zahlt das Para-Glykoprotein (Pgp) mit einem
Molekulargewicht von 170 kDa. Zuerst entdeckt wurde es 1976 von

Juliano und Ling bei multiresistenten Tumorzellen (Juliano and Ling,

9
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1976). Bis heute wurden zwei Isoformen des Pgp im Menschen
nachgewiesen das MDR1 und das MDR2. Pgp hat eine sehr hohe
Substratbreite zu der auch zahlreiche Arzneistoffe aus der Gruppe der
Zytostatika, Antibiotika, Opioide, Calcium-Kanal-Blocker und viele mehr
zahlen (Terasaki and Hosoya, 1999). Pgp kommt in vielen Geweben des
Kdrpers in mehr oder weniger groBer Dichte vor, wie z.B. in der Niere, im
Darm, im Hoden, in der Leber und der Gebarmutterschleimhaut von
Schwangeren. Hohe Konzentrationen sind besonders auf der luminalen
Seite der Endothelzellen der BHS zu finden. Hier hat das Pgp die Aufgabe
Fremdstoffe und potentiell schadliche Substanzen aus den Endothelzellen
zurlick in den Blutstrom zu pumpen. Das Pgp ist damit maBgeblich an der
Barrierefunktion der BHS und der geringen ZNS-Gangigkeit vieler
Arzneistoffe beteiligt. Durch den gezielten Einsatz von Inhibitoren dieses
Efflux-Systems sollte es mdglich sein die Verfligbarkeit vieler

therapeutischer Substanzen im Gehirn zu verbessern.

Inhibitoren der 1. Generation sind Verapamil, Cyclosporin A, Chinin und
Chinidin. Chinin spielt aktuell eine groBe Rolle beim
Arzneimittelmissbrauch durch Drogenabhangige. So wird Chinin, das als
leichtes  Muskelrelaxans frei  verk&uflich ist (Limptar®), von
Opioidabhangigen eingenommen um die Gehirngangigkeit des als
Antidiarrhoikum eingesetzten Opioids Loperamid (Imodium®) zu erhéhen
und damit einen Rauschzustand zu erreichen. Diese Mdglichkeit wurde
bereits von Sadeque et al. im Jahre 2000 in einer klinischen Studie gezeigt
und kritisch bewertet (Sadeque et al., 2000). Dennoch wird diese Gefahr
vom Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) in einer

Mitteilung vom 20. Marz 2007 nur als sehr gering eingeschatzt.

Zur 2. Generation der Pgp-Inhibitoren zahlen neuere Substanzen wie
Valspodar (PSC-833), Elecridar (GF120918) und Biricodar (VX-710)
(Fricker and Miller, 2004). In einer In-vivo-Studie mit dem Zytostatikum
Paclitaxel, das normalerweise sehr selten bei der Behandlung von
Patienten mit Gehirntumor mit intakter BHS eingesetzt wird, wurde

Nacktmausen ein Gehirntumor kinstlich intrazerebral eingepflanzt. Vor der

10
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Gabe von Paclitaxel wurden die Mause mit dem Pgp-Inhibitor Valspodar
vorbehandelt. Dies fuhrte zu einer erhéhten Konzentration von Paclitaxel
im Gehirn und somit zu einer Remission des Tumorvolumens um 90%
(Fellner et al., 2002).

Die direkte Hemmung des Pgp stellt einen deutlichen therapeutischen
Fortschritt dar, wenn eine akute Arzneimittelgabe notwendig ist. Eine
dauerhafte Therapie mit Pgp-Inhibitoren ist allerdings kritisch zu sehen,
da noch nicht absehbar ist welche Auswirkungen dies auf die protektive

Funktion der BHS oder auch auf andere Barrieren im Kdrper hat.

2.2 Drug-Targeting

Hauptprobleme einer medikamentésen Therapie von Krankheiten ist, dass
der Arzneistoff sich im gesamten Koérper verteilt, mit der Folge, dass die
Arzneistoffkonzentration im pathologischen Gewebe zu niedrig ausfallt.
Eine Erhdhung der Dosis erhdht zwar die Konzentration im Zielgewebe,
gleichzeitig aber werden dadurch auch medikamentése Nebenwirkungen
und toxische Effekte verstarkt. Wiinschenswert ware somit eine gezielte
Anreicherung der therapeutisch wirksamen Substanz im kranken Gewebe.
Dieses Prinzip einer selektiven und madglichst quantitativen Anreicherung
beschreibt der Begriff des Drug-Targeting, welcher bereits vor Uber 100
Jahren hypothetisch von Paul Ehrlich beschrieben wurde. Hierbei macht
man sich physiologische Unterschiede zwischen normalem und Zielgewebe
zu Nutze. Diese Unterschiede koénnen dabei entweder aufgrund der
naturlichen Differenzierung des Organismus zustande kommen oder

pathologischen Ursprungs sein.

2.2.1 Passives Drug-Targeting

Bei der Verabreichung von Liposomen, Nanopartikeln und anderen
kolloidalen Arzneistofftragern wurde festgestellt, dass sich diese Systeme

in erheblichem MaBe in den Organen des RES anreichern. Dies bedeutet,
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dass diese Arzneistofftrager unspezifisch von Makrophagen phagozytiert
und in Leber, Milz, Lunge, Niere und Knochenmark abgelagert werden (Iga
et al.,, 1993). Bei dieser nicht selektiven Anreicherung von Arzneistoffen
handelt es sich um ein passives Drug-Targeting, da die verabreichte
Arzneiform nicht selbst aktiv zu diesem Effekt beitragt. Oft ist dieser
Effekt aber eher unerwlnscht, da er zu einer erhdhten Clearance der
kolloidalen Tragersysteme beitragt und vollkommen andere Organe als
Zielstruktur angestrebt werden. Eine gangige Methode die Anreicherung
von makromolekularen Arzneistofftragern im RES zu minimieren, ist die
Hydrophilisierung mittels Polyethylenglykol (PEG)-Ketten. So zeigen
Liposomen, die PEG-Ketten an der Oberflache tragen, eine verlangerte
Zirkulationszeit im Organismus, da sie nicht vom RES erkannt werden.
Diese Nicht-Erkennung durch Makrophagen des RES wird in der Literatur
als ,Stealth-Effekt" bezeichnet (Allen and Hansen, 1991; Newman et al.,
1999; Wang et al., 2000).

Ein weiteres Beispiel flr passives Drug-Targeting macht man sich in der
Onkologie zu Nutze. Die meisten soliden Tumore haben eigene
pathophysiologische Charakteristika, wie zum Beispiel eine defekte
vaskulare Struktur. Das heiBt, das Endothel des Tumorgewebes weist
groBere Licken (100 - 600 nm) als normales gesundes Gewebe auf.
GroBere Blutbestandteile wie Proteine oder Peptide kénnen ungehindert
das pathogene Endothel passieren und sich als Nahrungsbestandteile fir
den Tumor ablagern. Dieses Phanomen ist in der Literatur als der so
genannte ,Enhanced Permeability and Retention Effekt" (EPR-Effekt)
beschrieben, der bereits in der Tumortherapie ausgenutzt wird (Maeda et
al., 2000; Tanaka et al., 2004) (Abbildung 3).

12
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Abbildung 3 Enhanced Permeability and Retention Effekt (EPR-Effekt): Im Gegenteil
zu gesundem Gewebe weist das Tumorgewebe ein permeables Endothel
auf mit Zellabstdanden von 100 - 600 nm durch die hdéher molekulare

Substanzen eindringen und sich anreichern kénnen.

2.2.2 Aktives Drug-Targeting

Um eine spezifische Anreicherung eines Arzneistoffs im Organismus zu
gewahrleisten, muss der Arzneistoff mit einem Molekil verbunden werden,
das eine spezifische Erkennung und Bindung durch die Zielstruktur
gewahrleistet. Als solche Drug-Targeting-Liganden kommen z.B.
Antikérper, Lipoproteine, Hormone und andere Proteine in Frage.
Besonders monoklonale Antikérper wie zum Beispiel der HER2-Antikdrper
Trastuzumab (Herceptin®) werden zum aktiven Targeting eingesetzt. Mit
diesem gegen den auf Brustkrebszellen vorkommenden HER2-Rezeptor
gerichteten Antikérper war es moglich, eine spezifische Anreicherung von
Nanopartikeln in Adieson Brustkrebszellen zu erreichen (Wartlick et al.,
2004a). Ein aktives Targeting kann auch eingesetzt werden, um Barrieren

wie zum Beispiel die BHS im Organismus zu Uberwinden. So konnten von
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Huwyler et al. 1996 ein Gehirn-Targeting mit Daunomycin beladenen
Liposomen erreicht werden. Hierzu wurde der monoklonale Antikoérper
OX26 eingesetzt, der gegen den auf der Iuminalen Seite der
Gehirnendothelzellen vorkommenden Transferrin-Rezeptor gerichtet ist.
Liposomen, welche den 0OX26-Antikérper auf der Oberflache trugen,
zeigten eine Akkumulation im Hirngewebe nach 24 h (Huwyler et al.,,
1996). Bei diesem aktiven Drug-Targeting zur Uberwindung der BHS
handelt es sich um einen RMT (Punkt 2.1.2.3). Neben dem Einsatz von
Antikdérpern koénnen auch Proteine eingesetzt werden, die an ihren
entsprechenden Rezeptor binden. Im folgenden Abschnitt wird
Apolipoprotein E3 (ApoE3) als potentieller Drug-Targeting-Ligand zur
Uberwindung der BHS vorgestellt.

2.2.2.1 ApoE3 als Drug-Targeting-Ligand zur Uberwindung der BHS

Die Entdeckung von ApoE3 als Gehirn-Targeting-Ligand, wie es in dieser
Arbeit eingesetzt wurde, ergab sich aus Vorversuchen die BHS mit
kolloidalen Tragersystemen zu Uberwinden. In In-vivo-Experimenten mit
Poly(butylcyanoacrylat)-Nanopartikel (PBCA-NP), die das Tensid Tween 80
als Uberzug trugen, war es moglich die Arzneistoffe Kytorphin, Dalargin,
Doxorubicin, Loperamid und Tubocurarin in das Gehirn der Versuchstiere
einzuschleusen und einen zentralen Effekt zu erzielen (Alyautdin et al.,
1995; Alyautdin et al., 1997; Schroeder et al., 1998; Gulyaev et al., 1999;
Steiniger et al., 2004). Vergleichbare Zubereitungen ohne Tensid-Uberzug
blieben ohne Effekt. Erst in weiteren Versuchen stellt sich heraus inwiefern
das Tensid die Nanopartikel modifiziert und ein Gehirn-Targeting
ermdglicht. Aufschluss hieriiber ergab die Untersuchung der Adsorption
von Plasmaproteinen an Tween 80 Uberzogene Partikel mittels 2D-Gel-
Elektrophorese (Lick et al.,, 1997). Das erhaltene Adsorptionsmuster
zeigte eine deutliche Anlagerung von Lipoproteinen, besonders von
Apolipoprotein E (ApoE), Apolipoprotein B (ApoB) und Apolipoprotein A
(ApoA). Die Hypothese, dass Apolipoproteine der Schllsselfaktor flr das

Gehirn-Targeting sind, wurde von Kreuter et al. 2002 bestatigt, indem
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PBCA-NP direkt mit Apolipoproteinen inkubiert und anschlieBend Mausen
injiziert wurden (Kreuter et al., 2002). Der dabei erzielte zentrale Effekt
war bei ApoE besonders stark ausgepragt. Da eine adsorptive Bindung
stets das Risiko einer Desorption wahrend der Zirkulation im Blutstrom mit
sich bringt, wurde nach Madglichkeiten gesucht das ApoE dauerhaft zu
binden. Erfolg brachte hier die Arbeit von Michaelis et al. 2006, in der
ApoE kovalent an Nanopartikel aus humanem Serumalbumin (HSA)
gekoppelt wurde. Mit Hilfe dieses Partikelsystems war es mdglich das
Opioid Loperamid in das Gehirn von Versuchsmausen einzubringen und

einen analgetischen Effekt zu erzeugen (Michaelis et al., 2006).

2.2.2.2 Struktur von ApoE

ApoE ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 34 kDa. Es ist
Bestandteil von verschiedenen Klassen von Lipoproteinen im Plasma wie
Chylomikronen, High-Density-Lipoproteinen (HDL), Low-Density-
Lipoproteinen (LDL) und Very-Low-Density-Lipoproteinsen (VLDL). Hier
hat es seine Hauptfunktion darin die Aufnahme dieser Triglycerid- und
Cholesterol-haltigen Vesikel in verschiedene Organe im Koérper zu
vermitteIn. Im menschlichen Koérper kommen hauptsachlich drei
Isoformen von ApoE vor. ApoE3 ist die am haufigsten vorkommende
Isoform, gefolgt wvon ApoE4 das einen Austausch in der
Aminosauresequenz an Position 112 von Cystein durch Arginin hat. ApoE4
spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung von Arteriosklerose und
Alzheimer (Davignon et al., 1988). Die am dritthaufigsten vorkommende
Isoform ist das ApoE2 (Position 158 Arginin anstelle von Cystein). Obwohl
die Variationen der drei Isoformen auBerhalb der
Rezeptorbindungsdomane (Position 136 bis 150) liegen, bestehen
Unterschiede in der Affinitat zu Lipoprotein-Rezeptoren (Hoffmann et al,,
2001). Neben dem Vorkommen im Blutstrom wird ApoE auch in
verschiedenen anderen Organen gebildet, wie zum Beispiel dem ZNS. Hier
wird ApoE von Astrozyten synthetisiert und ist maBgeblich an der

Regeneration und dem Wachstum von Nerven beteiligt. Des Weiteren ist

15



Theoretischer Teil

es ein wichtiger Faktor in der Aufrechterhaltung der Cholesterol-

Homoostase im Gehirn (Weisgraber et al., 1994).

2.2.2.3 ApoE-Rezeptoren

Wie bereits erwahnt, ist ApoE Bestandteil von Chylomikronen, HDL, LDL
und VLDL. Dabei stellt es die entscheidende Komponente dar, die an die
entsprechenden Rezeptoren bindet und eine Endozytose der Vesikel
vermittelt. Der bekannteste dieser Rezeptoren ist der LDL-Rezeptor
(LDLR). Weitere Mitglieder der LDL-Rezeptor-Gen-Familie sind der
VLDL-Rezeptor (VLDLR), das LDL-Rezeptor-related-Protein (LRP1), der
Megalin-Rezeptor (LRP2) und der ApoE-Rezeptor2 (ApoER2). Insgesamt
sind Uber ein Dutzend Mitglieder dieser Familie bekannt, es werden jedoch
nicht alle im Saugetier expremiert (Nimpf and Schneider, 2000; Herz and
Marschang, 2003; Dergunov, 2004). All diese Rezeptoren sind mit einem
einzigen Segment in der Plasmamembran verankert und besitzen
zytoplasmatische Domanen, die meistens Signalgeber flir eine Endozytose
enthalten. Eine Cystein-haltige Ligandenbindungsstelle und eine dem
epidermalen Wachstumsfaktor ahnliche Domane befinden sich bei allen
Mitgliedern auf der extrazellularen Seite (Herz and Bock, 2002). In Tabelle

1 sind einige Liganden der LDL-Rezeptor-Gen-Familie aufgefihrt.
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Tabelle 1 Extrazellulare Liganden der LDL-Rezeptor-Gen-Familie, aus (Herz and
Bock, 2002)

Rezeptor extrazellulare Liganden

LDLR ApoB, ApoE

VLDLR ApoE, Lipoprotein Lipase, Reelin

ApoE, Lipoprotein Lipase, Plasminogen-Aktivator, Faktor XIa,
LRP1 Faktor VIIIa, Faktor VIIa, Komplement C3, Antithrombin III,
Amyloid Precursor Protein (APP)
. ApoE, ApoB, Apol, ApoH, Albumin, Plasminogen-Aktivator,
Megalin - pilin

ApoER2 ApoE, Reelin

Der LDLR ist der Namensgeber der Familie und wurde zuerst entdeckt. Er
kommt nahezu in allen Geweben inklusive der BHS vor. Seine
Hauptfunktion ist die Bindung und Endozytose von Cholesterin-tragendem
LDL. Die Bindung des LDL erfolgt tiber ApoE und/oder ApoB. Hierbei spielt
allerdings die Isoform des Liganden eine wichtige Rolle. So bindet ApoE3
zu 100% an den LDLR, wohingegen ApoE2 nur eine 5%ige Affinitat
aufweist (Hoffmann et al.,, 2001). Bei der Untersuchung dieser beiden
Isoformen als Gehirn-Targeting-Liganden stellte Michaelis et al. fest, dass
nur ApoE3-modifizierte Nanopartikel in der Lage waren den Arzneistoff
Loperamid in das ZNS von Versuchtieren zu transportieren (Michaelis et
al., 2006).

Das LRP1 hat eine groBe Ligandenbreite und wird Uberwiegend von
Hepatozyten und Neuronen im ZNS expremiert. Seine Hauptfunktion ist
die Aufnahme von Chylomikronen und groBen Triglycerid-haltigen
Lipoproteinen. Aber auch andere Funktionen wie die Regulation von
Proteasen und Koagulationsfaktoren werden dem LRP1 zugesprochen
(Herz and Bock, 2002).
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Ein direkter Verwandter des LRP1 ist der Megalin-Rezeptor, auch LRP2
genannt. Er steht in Zusammenhang mit der Aufnahme von Vitamin Ds
aus der Niere, ist aber modglicherweise auch an der Aufnahme von
Cholesterin in das ZNS beteiligt oder hat dort eine direkte Funktion als

signalgebender Rezeptor (Farese and Herz, 1998).

Die Primarstruktur des VLDLR ist, bis auf eine cysteinreiche Stelle in der
Ligandenbindungsstelle, identisch mit der des LDLR. Mit Ausnahme der
Leber kommt er Uberall im Koérper vor und vermittelt Uber ApoE3 die

Endozytose von VLDL in Zellen.

ApoER2 kann wie alle anderen Rezeptoren der LDL-Rezeptor-Gen-Familie
ApoE-haltige Lipoproteine binden. Er wird ausschlieBlich im Gehirn und
den Hoden expremiert (Novak et al.,, 1996). Da das Gehirn bzw. die
Astrozyten ein Hauptproduzent von ApoE im Ko&rper sind, kénnte der
ApoER2 maBgeblich am Lipidtransport zwischen Astrozyten und Neuronen
beteiligt sein (Herz and Bock, 2002).

All diese Rezeptoren kommen an der BHS vor und sind somit ein
potentielles Traget fiur ApoE-modifizierte Nanopartikel um die BHS zu

Uberwinden.

2.3 Nanopartikel

Nanopartikel zahlen neben Liposomen zu den in der Literatur am
ausflihrlichsten beschriebenen Tragersystemen. Sie sind feste kolloidale
Tragersysteme in einem GréBenbereich von 1 bis 1000 nm und kdnnen
Arzneistoffe in ihrer Matrix gel6st oder dispergiert, verkapselt oder an die
Oberflache adsorptiv oder kovalent gebunden tragen (Kreuter, 1983).
Nanopartikel kdénnen aus natlrlichen oder synthetischen Materialien
hergestellt werden, wie z.B. Poly(acrylamid) (PAA) (Birrenbach and
Speiser, 1976), Poly(methylmethacrylat) (PMMA) (Kreuter and Speiser,
1976), Poly(butylcyanoacrylat) (PBCA) (Couvreur et al.,, 1982b),
Poly(lactic-co-glycolsaure) (PLGA) (Krause et al., 1985), Gelatine
(Oppenheim and Stewart, 1979), Alginat (Rajaonarivony et al., 1993) und
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Albumin (Marty et al.,, 1978). Je nach Ausgangsmaterial werden
unterschiedliche Herstellungsverfahren angewandt. So werden zum
Beispiel Acrylat-Partikel durch Emulsions-Polymerisation, PLGA-Partikel
durch eine ,Double Emulsion“-Methode oder ,Solvent Evaporation™ und

Partikel auf Proteinbasis durch Desolvatation hergestelit.

Der Fokus dieser Arbeit richtet sich auf Nanopartikel aus HSA. Die
Verwendung eines nativen Proteins als Matrixmaterial fir Nanopartikel hat
eindeutige Vorteile. Die Partikel besitzen eine geringe Antigenitat, sind
bioabbaubar, haben eine hohe Tragerkapazitat, sind gut intravends (i.v.)
applizierbar, haben an ihrer Oberflache funktionelle Gruppe fur
proteinchemische Reaktionen und koénnen reproduzierbar durch
Desolvatation hergestellt werden (Weber et al., 2000; Langer et al., 2003)
(Abbildung 4). Es befinden sich bereits einige Handelspraparate, die
Albumin Nanopartikel beinhalten, auf dem Markt. Eingesetzt werden die
Préparate Albunex® (Molecular Biosystems, San Diego, USA) und Optison®
(GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB) als Ultraschallkontrastmittel fur
den linken Ventrikel des Herzens (Feinstein et al., 1990; Geny et al,,
1993). Eine therapeutische Anwendung ist erst seit dem Jahr 2005 mit
dem Arzneimittel Abraxane® (Abraxis Oncology, Schaumburg, USA) in den
USA zugelassen. Es besteht aus Paclitaxel beladenen Albumin
Nanopartikeln (130 nm), die zur Behandlung des metastasierenden
Mammakarzinoms eingesetzt werden und gegenUber herkdmmlichen
Paclitaxel-Zubereitungen eine verbesserte Applikation und ein besseres
pharmakologisches und toxikologisches Profil aufweisen (Damascelli et al.,
2001; Ibrahim et al., 2002).
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Abbildung 4 Elektronenmikroskopische Aufnahme (TEM) von Nanopartikeln aus HSA

2.4 Zytostatika-beladene Tragersysteme

In den folgenden Abschnitten wird speziell auf das in dieser Arbeit
verwendete Zytostatikum Doxorubicin und seine Anwendung in

Kombination mit Tragersystemen eingegangen.

2.4.1 Doxorubicin

Doxorubicin ist ein Zytostatikum aus der Klasse der Anthracyclin-
Antibiotika und besitzt ein planares Anthrachinon-Ringsystem als
Grundgertst (Abbildung 5). Weitere Anthracyclin-Antibiotika sind
Epirubicin, Daunorubicin, Idarubicin und Carubicin. Doxorubicin wird durch
aerobe Fermentation von Kulturen des Pilzes Streptomyces peuceticus var.

caesius und anschlieBender Extraktion oder partialsynthetisch aus
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Daunorubicin gewonnen. Eingesetzt wird Doxorubicin in Kombination mit
anderen Zytostatika bei der Chemotherapie folgender solider Tumore oder
Lymphome (Beck et al., 1982):

e Mammakarzinom e Bronchialkarzinom

e Ovarialkarzinom e Schilddrisenkarzinom

e Malignes Melanom e Morbus Hodgkin

e Magenkarzinom e Non-Hodgkin-Lymphom

e Multiples Myelom e Akute lymphatische
Leukamie

Da die orale Bioverfligbarkeit nur sehr gering ist, wird Doxorubicin als
kurze Infusion i.v. Uber 10 bis 15 min verabreicht. Dabei richtet sich die
Dosierung nach Art der Erkrankung, sollte aber eine Gesamtdosis von
550 mg/m? Kdrperoberflache beim Erwachsenen nicht iberschreiten. Nach
i.v. Gabe verteilt sich das Zytostatikum sehr rasch im gesamten Kérper
(Verteilungsvolumen 25 1/kg) mit Ausnahme des ZNS. Es besitzt eine
PlasmaeiweiBbindung von 80 bis 85% und wird Uberwiegend in der Leber
zu dem aktiven Metaboliten Doxorubicinol und inaktiven Aglykonen,

Glucuroniden und Sulfaten biotransformiert.
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Abbildung 5 Chemische Struktur von Doxorubicin

2.4.1.1 Physikochemische Eigenschaften

Doxorubicin ist ein rotes Pulver mit einem Molekulargewicht (MW) von
543,5 Da und einem Schmelzpunkt bei 205°C. Eingesetzt wird es haufig
als Hydrochlorid (MW = 580,0), welches bei der partialsynthetischen
Herstellung als Endprodukt anfallt. Doxorubicin ist leicht I&slich in Wasser
und Ethanol. Beide Ldsungen sind bei neutralem pH-Wert rot gefarbt,
andern aber die Farbe nach blauviolett bei pH-Werten Uber 9,0. Wassrige
Lésungen sind bei Temperaturen unter 5°C unter Lichtausschluss bis zu
einem Monat ohne Aktivitatsverlust lagerbar. Die Stabilitat von
Doxorubicin in wassrigen Lésungen ist stark vom pH-Wert abhangig. Die
beste Stabilitat haben Ldésungen im Bereich von pH 3,0 bis 6,5,
wohingegen im basischen Bereich zunehmend Zersetzung zu komplexen,
zum Teil farbigen Verbindungen stattfindet (Henke, 2006). Eine
ausgepragte Photoinstabilitat  von Doxorubicin und ahnlichen
Verbindungen wurde bereits 1990 von Wood et al. beschrieben (Wood et
al., 1990).
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2.4.1.2 Wirkmechanismus und Nebenwirkungen

Die antineoplastische Wirkung von Doxorubicin kommt durch einen
vielfaltigen  Wirkmechanismus zustande. Aufgrund des planaren
Ringsystems kann das Zytostatikum in die DNA-Doppelhelix interkallieren
und hemmt so die Topoisomerase II, ein Enzym das bei der Reproduktion
und Transkription der DNA an der Uberspiralisierung und Entfaltung
beteiligt ist. Als Folge davon findet keine Transkription statt und somit
auch keine Translation und Proteinsynthese. Die behandelten Zellen
sterben ab. Neben der Interkalation in die DNA hat Doxorubicin noch
weitere Wirkungsmechanismen. Eine Chelatisierung von Metallionen
innerhalb der Zelle hemmt wichtige Stoffwechselvorgange und Doxorubicin
bildet bei der intrazelluldren Metabolisierung reaktive Radikale vom Typ
der Semichinon-, Peroxid- und Hydroxid-Radikale, die zu DNA-Schaden
fihren und die Funktion der Zellmembran verandern. Letzterer
Mechanismus ist auch fur die am haufigsten auftretende Nebenwirkung
von Doxorubicin verantwortlich, denn durch die freien Radikale kommt es
zu einer Schadigung des Herzgewebes. Diese ausgepragte Kardiotoxizitat
kann in den Sofort-Typ und den Spat-Typ unterschieden werden. Der
Sofort-Typ tritt bereits 24 h nach Therapiebeginn auf und kann leicht
durch Veranderungen im EKG erkannt werden. Beim Spat-Typ kommt es
zu irreversiblen Schaden des Herzmyokards aufgrund kumulativer
Anreicherung des Arzneistoffs im Organ. Diese Kardiotoxizitat duBert sich
in einer Linksherzinsuffizienz, die lange nach Beendigung der Behandlung
auftreten kann. Neben den fur Zytostatika Ublichen Nebenwirkungen wie
z.B. Ubelkeit, Erbrechen und Alopezie sind Stdérungen des blutbildenden
Systems, die sich als Thrombozytopenie und Leukozytopenie zeigen, am
haufigsten. Eine Resistenzentwicklung durch Bildung aktiver Efflux-
Transporter der Pgp-Familie in den Tumorzellen tritt haufig wahrend der

Chemotherapie bei Behandlung maligner Tumore auf.
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2.4.2 Drug-Delivery-Systeme mit Doxorubicin

In der Vergangenheit wurden verschiedene Méglichkeiten untersucht, um
den therapeutischen Nutzen und das Nebenwirkungsprofil von Doxorubicin
Zu verbessern sowie ein passives oder aktives Targeting in Tumorgewebe
zu erreichen. Hierzu wurden zunachst Versuche zu unterschiedlichen
Verabreichungsarten von Doxorubicin gemacht (Robert, 1987).
Aussichtsreichere Methoden sind allerdings die Benutzung von Drug-

Delivery-Systemen, wie I8sliche Konjugate, Liposomen und Nanopartikel.

2.4.2.1 Loésliche Konjugate von Doxorubicin

Die Herstellung von léslichen Konjugaten von Doxorubicin durch kovalente
Bindung von Proteinen oder Peptiden und synthetischen Polymeren ist
eine Méglichkeit  die pharmakokinetischen Eigenschaften  des
Zytostatikums zu verandern. So gelang es durch EinfUhrung einer
reaktiven Maleinimid-Gruppe Uber einen pH-sensitiven Hydrazon-Linker in
das Doxorubicinmolekll verschiedene thiolierte Proteine oder Peptide
kovalent mit dem Arzneistoff zu konjugieren (Kratz et al., 1997). Unter
anderem wurden mit dieser Technik Transferrin und Albumin erfolgreich
mit Doxorubicin kombiniert und in vitro getestet (Kratz et al., 1998a;
Kratz et al., 1998b). Im Falle von Transferrin konnte ein antiproliferativer
Effekt in LXFL-529-Lungenkarzinomzellen gezeigt werden. Gleiches war bei
Albumin-Konjugaten in einer Brustkrebszelllinie (MDA-MB-468) zu
erkennen. Zugleich zeigten diese Konjugate in neuesten Untersuchungen
ein vorteilhaftes toxikologisches Profil mit einer deutlich reduzierten
Kardiotoxizitat (Kratz et al., 2007) und werden demnachst in die klinische
Erprobung (Phase 2) gehen (Kratz, 2007).

In der klinischen Erprobung (Phase 2) befinden sich bereits Idsliche
Konjugate von Doxorubicin mit N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamid
(HPMA) zur Behandlung von endokrinen Krebserkrankungen (Duncan,
2003). Diese Konjugate zeichnen sich durch eine verlangerte

Zirkulationszeit und einen geringeren initialen Doxorubicin-Spiegel im
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Herzgewebe aus (Seymour et al.,, 1990; Duncan et al., 2005). Durch die
verlangerte Plasmahalbwertszeit kann ein passives Tumor-Targeting durch
Ausnutzung des EPR-Effektes erreicht werden (Punkt 2.2.1).

2.4.2.2 Liposomen mit Doxorubicin

Liposomen sind kugelformige hohle Vesikel, deren Membran aus einem
Bilayer von amphiphilen Molekllen besteht. Als Ausgangsmaterial werden
meist Phospholipide eingesetzt deren hydrophile Teile zum Inneren und
AuBeren des Liposoms zeigen. Arzneistoffe kénnen entweder in der
inneren, hydrophilen Phase oder in der hydrophoben Membran

eingebunden werden.

Mit Doxorubicin beladene Liposomen sind bereits auf dem Markt erhaltlich
und werden zur Behandlung von Eierstockkrebs und Brustkrebs
eingesetzt. Die Handelspraparate sind Doxil® der Firma Ortho Biotech aus
Bridgewater, USA und Caelyx® der Firma Essex Pharma aus Miinchen,
Deutschland. Bei beiden Praparaten handelt es sich um Stealth-Liposomen
(Punkt 2.2.1), die eine verlangerte Plasmahalbwertszeit, ein glnstigeres
Nebenwirkungsprofil und eine Akkumulation im Tumorgewebe aufgrund
des EPR-Effektes aufweisen (Rahman et al., 1986; Gabizon et al., 1994a;
Gabizon et al., 1994b; Gabizon, 1994). Eine Uberwindung der Resistenz
von Tumorzellen gegenluber Doxorubicin mittels pegylierter Liposomen
scheint ein weiterer Vorteil dieses Systems zu sein (Rahman et al., 1992).
Die Verwendung Doxorubicin-beladener Liposomen zur Behandlung von
Gehirntumoren erscheint ebenfalls viel versprechend, befindet sich jedoch
noch nicht in der klinischen Erprobung (Koukourakis et al., 2000; Hau et
al., 2004).

2.4.2.3 Nanopartikel mit Doxorubicin

Unter Punkt 2.3 wurde bereits naher auf Nanopartikel, deren Herstellung

aus verschiedenen Ausgangsmaterialen und auf dem Markt befindliche
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Handelspraparate eingegangen. Solche nanopartikuldaren Tragersysteme
sind auch ein potentielles Drug-Delivery-System flir Zytostatika wie

Doxorubicin.

Doxorubicin  wurde bereits an Nanopartikel aus unterschiedlichen
Materialen, wie z.B. PBCA, PLGA, Poly(isohexylcyanoacrylat) (PIHCA),
Poly(isobutylcyanoacylat) (PIBCA) und Gelatine gebunden. Im Vergleich zu
einer LOsung des Arzneistoffs zeigten die mit Doxorubicin-beladenen
Nanopartikel verschiedene Vorteile. So war es moglich, mit PLGA-NP, bei
denen das Polymer vor der Partikelbildung mit Doxorubicin konjugiert
wurde, bioabbaubare Nanopartikel mit einer lang anhaltenden
Wirkstofffreisetzung zu erhalten, die eine mit einer Ldsung des
Zytostatikums vergleichbare Zytotoxizitat hatten (Yoo et al.,, 1999).
Nanopartikel aus PIHCA oder PIBCA waren in der Lage die Resistenzen von
Leberkarzinomzellen und P388-Tumorzellen zu Uberwinden. Hierbei konnte
eine bis zu 4,5fache Reduktion der inhibitorischen Konzentration 50%
(ICsp) des Arzneistoffs in Kombination mit den Nanopartikeln erreicht
werden (Soma et al.,, 1999; Barraud et al.,, 2005). Ebenfalls erfolgreich
war die Einbindung von Doxorubicin in Gelatine-Nanopartikel (Leo et al.,
1997). Hierbei wurde festgestellt, dass ein erheblicher Anteil des
Arzneistoffs kovalent an das Tragersystem gebunden wurde und hierdurch
die Nanopartikel selbst in Anwesenheit proteolytischer Enzyme eine
ungenugende  Freisetzung zeigten (Leo et al.,, 1999). Die
aussichtsreichsten Ergebnisse liefert die Beladung von PBCA-NP mit
Doxorubicin (Gulyaev et al., 1999). Durch die Wahl eines Uberzuges aus
Tween 80 war es moglich mit diesen Partikeln die BHS zu Uberwinden und
eine Anreicherung im Gehirn von Versuchstieren zu erzielen (Punkt
2.2.2.1) (Steiniger et al., 2004; Ambruosi et al., 2006). Dabei war die
erreichte Doxorubicin-Konzentration im Gehirn ausreichend hoch, um eine
verlangerte Uberlebenszeit und eine Remission von mehr als 20% im

Tiermodell mit Glioblastom-tragenden Ratten zu erhalten.

Die Palette der Doxorubicin-tragenden Nanopartikel wurde in dieser Arbeit

um Doxorubicin-beladene Nanopartikel aus HSA erweitert. Diese Partikel
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wurden auf ihre antiproliferative Wirkung in der Zellkultur, durch
Kombination mit dem Gehirn-Targeting-Liganden ApoE auf ihr Potential zur

Behandlung von Gehirntumoren sowie auf ihre Toxizitat im lebenden Tier
getestet.
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3 Material und Methoden

3.1 Herstellung von Albumin Nanopartikeln

Die Herstellung von Nanopartikeln aus HSA erfolgte nach einer
Desolvatationsmethode, die durch Weber et al. und Langer et al. bereits
beschrieben wurde (Weber et al., 2000; Langer et al., 2003). Hierzu
wurden 200 mg HSA in 2 ml ultrareinem Wasser gelést und der pH-Wert
mit 0,01 M NaOH auf 8,2 eingestellt. Zu der so eingestellten 10%igen
Protein-L6ésung wurde unter Rihren auf einer Ruhrplatte (550 rpm) 8 ml
Ethanol 96% (v/v) mit einer Schlauchpumpe (Ismatec IPN, Glattbrugg,
Schweiz) gleichmaBig (1 ml/min) hinzugegeben. Die durch Zugabe des
Desolvatationsmittels Ethanol entstandenen Nanopartikel wurden mit einer
wassrigen 8%igen Glutaraldehyd-Lésung stabilisiert. Die Menge an
zugesetztem Glutaraldehyd betrug 1,175 pl pro Milligramm HSA. Dies
entspricht einer Quervernetzung von 200% bezogen auf die vorhandenen
freien €-Amino-Gruppen des Lysins im HSA-Molekil. Nach 24 h
Quervernetzung bei Raumtemperatur wurden die Partikel zu je 2,0 ml
aliquotiert und mehrmals durch wiederholtes Abzentrifugieren (16200 g,
12 min, Zentrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und
Redispergieren des Pellets in 2,0 ml ultrareinem Wasser im Ultraschallbad
(Sonorex, Bandelin, Berkin, Deutschland) aufgereinigt. Die erhaltenen
gereinigten Nanopartikel wurden anschlieBend wieder vereinigt und deren
GroBe, Polydispersitat, Zetapotential und Gehalt bestimmt (siehe Punkt
3.4.1).

3.2 Oberflachenmodifikation von Albumin Nanopartikeln

Auf der Oberflache von Nanopartikeln aus HSA sind zahlreiche funktionelle
Gruppen, wie Amino- und Carboxyl-Gruppen, vorhanden. Diese
funktionellen Gruppen sind leicht fur proteinchemische Reaktionen
zuganglich. So ist es moglich durch einfache Methoden die Oberflache der
Nanopartikel zu modifizieren und geeignete Drug-Targeting-Liganden zu

binden.
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3.2.1 Thiolierung von Proteinen

Die Thiolierung von Proteinen ist ein gangiges Verfahren, um funktionelle
Sulfhydryl-Gruppen (SH-Gruppen) in ein Protein einzufihren. Mit diesen
neu eingefihrten Gruppen ist es anschlieBend madglich, Proteine durch
geeignete Reaktionen zu markieren, zu verknipfen oder zu
immobilisieren. Besonders die Reaktion von SH-Gruppen mit Maleinimid-
Strukturen ist eine gangiges Verfahren um Proteine kovalent zu binden.
Ein hierfir standardmaBig eingesetztes Reagenz ist das 2-Iminiothiolan,
auch Traut’s-Reagenz genannt. Es reagiert bevorzugt mit primdren Aminen
in einem pH-Bereich von 7,0 bis 9,0 (Traut et al., 1973).

3.2.1.1 Thiolierung von Apolipoproteinen

Zur Thiolierung wurden 1000 pg ApoE3 (rekombinant Vogel, Weizmann
Institut der Wissenschaften, Rehovoth, Israel) in 500 uyl Phosphatpuffer
pH 8,0 auf dem Vortex-Schuttler gelést. Nach Zugabe einer einem 50-
molaren  Uberschuss entsprechenden Menge Stammldésung von
2-Iminothiolan (1 mg/ml) in Phosphatpuffer pH 8,0 und Auffullen auf
1,0 ml mit Phosphatpuffer wurde die Lésung Uber Nacht im Thermomixer
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 21°C und 650 rpm inkubiert. Um
das thiolierte Protein von dem niedermolekularen Thiolierungs-Reagenz zu
trennen, wurde die Probe mit einer 10,0 ml D-Salt® Dextran-
GréBenausschlusssaule (Pierce, Rockford, USA) aufgereinigt. Zunachst
wurde die Saule mit Phosphatpuffer pH 8,0 gewaschen und mit einer
2%igen HSA-L6sung abgesattigt, um eine unspezifische Bindung des
thiolierten Proteins an das Saulenmaterial zu verhindern. AnschlieBend
wurden Aliquote der Probe von 1,0 ml auf die Saule gegeben und mit
jeweils 1,0 ml Phosphatpuffer eluiert. Die erste Fraktion wurde verworfen,
die weiteren Fraktionen 2 bis 8 jeweils in einem Eppendorfcap
aufgefangen und der Proteingehalt photometrisch bei 280 nm bestimmt.
StandardmaBig beinhalteten die Fraktionen 5 und 6 das thiolierte ApoE3.

Diese Fraktionen wurden vereinigt und der ApoE3-Gehalt mittels
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Gravimetrie bestimmt. Die Menge der eingefihrten SH-Gruppen pro Mol

ApoE3 wurde wie in 3.2.1.3 beschrieben, quantifiziert.

3.2.1.2 Thiolierung von NeutrAvidin

Die Thiolierung des NeutrAvidins (NAV) erfolgte analog der Thiolierung von
ApoE3. Hierfir wurden 10 mg NAV in Phosphatpuffer pH 8,0 geldst und
mit einem 50-molaren Uberschuss an 2-Iminothiolan-Stammlésung
versetzt. Nach Inkubation Gber Nacht im Thermomixer wurde die Probe
wie bereits unter Punkt 3.2.1.1 beschrieben mittels
GrdéBenausschlusschromatographie aufgereinigt und der Gehalt des
thiolierten NAV in den vereinigten Faktionen bestimmt. Die Bestimmung

der SH-Gruppen pro Mol NAV erfolgte analog Punkt 3.2.1.3.

3.2.1.3 Bestimmung der eingefiihrten SH-Gruppen

Um die bei der Reaktion des geldsten Proteins mit 2-Iminothiolan in das
Molekll eingeflihrten SH-Gruppen quantitativ zu bestimmen, wurden
150,0 pl des thiolierten Proteins mit 1315,0 pyl Phosphatpuffer pH 7,5 und
35,0 ul einer Stammldsung von 5,0 mg/ml Ellman’s-Reagenz umgesetzt.
Ellman’s-Reagenz (5,5’-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesaure)) reagiert
spezifisch mit SH-Gruppen zu einem gemischten Disulfid und der bei
412 nm photometrisch detektierbaren 2-Nitro-5-Thiobenzoesaure (Ellman,
1959). Zur Konzentrationsbestimmung der SH-Gruppen wurde eine
Kalibrierkurve mit L-Cystein-Standards von 1,139E-6 bis 1,139E-7 mol/ml
L-Cystein erstellt. Die Standards wurden entsprechend der zu
untersuchenden Probe verdinnt. Nach Inkubation der Lésungen flr
15 min bei 25°C im Thermomixer erfolgte die photometrische Messung bei
412 nm und die Konzentration der SH-Gruppen in der Probe wurde
berechnet. Die Menge an eingeflihrten SH-Gruppen pro Mol Protein konnte

mithilfe der Gravimetrie (Punkt 3.5.2) rechnerisch ermittelt werden.
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3.2.2 Aktivierung der Albumin Nanopartikel mit bifunktionalen

Crosslinkern

Um Proteine kovalent an die Oberflache von Protein-Partikeln zu binden,
wurden die HSA-NP mit bifunktionalen Crosslinkern aktiviert. Diese
Crosslinker besitzen eine N-Hydroxy-Succinimid-Struktur, die reaktiv fir
Amino-Gruppen auf der Partikeloberflache ist und eine Maleinimid-
Struktur, die im neutralen pH-Bereich 1000 mal langsamer mit

Amino-Gruppen reagiert als mit SH-Gruppen.

3.2.2.1 NHS-PEG-MAL Crosslinker

Folgende Crosslinker wurden zur Aktivierung der HSA-NP verwendet.
e NHS-PEG-MAL MW 3400 Da Nektar, Huntsville, USA
e NHS-PEG-MAL MW 5000 Da Nektar, Huntsville, USA

Bei beiden Crosslinkern sind die reaktiven Gruppen durch einen Spacer
aus PEG voneinander getrennt. Dieser Spacer soll gewahrleisten, dass das
zu bindende Protein einen ausreichenden Abstand zur Partikeloberflache
hat und somit sterisch ungehindert an entsprechende Zielstrukturen
binden kann. Zudem fordert die PEG-Kette die Hydrophilie des
Tragersystems und verhindert dadurch eine unspezifische Anlagerung von

Blutbestandteilen.

3.2.2.2 Aktivierte HSA-NP

Es wurden 20 mg der HSA-NP-Suspension abzentrifugiert und in 1,0 ml
Phosphatpuffer pH 8,0 redispergiert. Die Aktivierung der Nanopartikel
erfolgte mit einem 10molaren Uberschuss an Crosslinker. Hierfir wurden
10,74 mg NHS-PEG-MAL 3400, beziehungsweise 15,38 mg
NHS-PEG-MAL 5000, in 1,0 ml Phosphatpuffer pH 8,0 geldst, zu der
Nanopartikeldispersion gegeben und mit dem Vortex-Schittler gemischt.
Die Aktivierung der HSA-NP erfolgte unter Schitteln bei 650 rpm, 20°C flr
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60 min im Thermomixer. AnschlieBend wurden die aktivierten HSA-NP
durch zweimaliges Abzentrifugieren und Redispergieren in ultrareinem

Wasser (1,0 ml) gewaschen und GréBe und Gehalt bestimmt.

3.2.3 Konjugation des thiolierten Proteins mit den aktivierten HSA-NP

Die Konjugation der thiolierten Proteine mit den aktivierten Nanopartikeln
erfolgte Uber Reaktion der noch freien Maleinimid-Struktur mit den in das
Protein eingeflihrten SH-Gruppen. Unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen von pH 8,0 ist die Reaktion der Maleinimid-Struktur
mit SH-Gruppen um den Faktor 1000 schneller als die Reaktion mit
anderen nukleophilen Gruppen wie z.B. Amino- und Hydroxy-Gruppen.
Somit ist gesichert, dass nur das eingesetzte thiolierte Protein selektiv an

die aktivierten Nanopartikel kovalent gebunden wird.

3.2.3.1 Konjugation von thioliertem ApoE3 an aktivierte HSA-NP

Das thiolierte ApoE3 (500 pg) wurde mit den aktivierten Nanopartikeln
(20 mg/ml) zu gleichen Volumenteilen gemischt und die Konjugation tber
Nacht bei Raumtemperatur und 650 rpm im Thermomixer durchgeflihrt.
Um die Konjugation des thiolierten ApoE3 zu quantifizieren, wurden die in
Tabelle 2 aufgeflihrten Kontrollen angesetzt und ebenfalls inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Proben abzentrifugiert und die Uberstinde
gesammelt. Die Quantifizierung des nicht gebunden ApoE3 erfolgte durch
Analyse der Uberstédnde mittels Micro-BCA-Assay und Western-Blot (WB).
Die fertigen ApoE3-PEG-NP wurden entweder in ultrareinem Wasser oder
zur Loperamidbeladung in Ethanol 40,6% (v/v) auf eine Konzentration von

10 mg/ml eingestellt und bezlglich ihrer GroBe und Gehalt charakterisiert.
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Tabelle 2 Proben der Konjugation von thioliertem ApoE3 mit aktivierten HSA-NP
Vollprobe Adsorptions 100%  Hintergrund Hintergrund
Vergleich Wert akt. HSA-NP leere NP
akt. HSA-
1,0 mi 1,0 mi
NP
thioliertes
1,0 mi 1,0 mi 1,0 mi
ApoE3
Wasser 1,0 mi 1,0 mi 1,0 mi
leere NP 1,0 mi 1,0 mi

3.2.3.2 Konjugation von thioliertem NAV an aktivierte HSA-NP

Die Konjugation von thioliertem NAV mit aktivierten Nanopartikeln erfolgte
analog der Konjugation von thioliertem ApoE3 (3.2.3.1). Hierflir wurden
die in Tabelle 3 aufgefihrten Proben angesetzt und Uber Nacht im
Thermomixer inkubiert. Nach Aufreinigung der Proben wurden die
anfallenden Ubersténde auf ihren Proteingehalt bei 280 nm photometrisch

vermessen und die Bindungsrate des NAV bestimmt.

Tabelle 3 Proben der Konjugation von thioliertem NAV mit aktivierten HSA-NP
Vollprobe Adsorptions 100%  Hintergrund Hintergrund
Vergleich Wert  akt. HSA-NP leere NP
akt. HSA-
1,0 ml 1,0 mi
NP
thioliertes
1,0 ml 1,0 mi 1,0 ml
NAV
Wasser 1,0 ml 1,0 mi 1,0 ml
leere NP 1,0 mi 1,0 ml
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3.2.3.3 Indirekte Bestimmung des konjugierten Proteins
3.2.3.3.1 Bestimmung mittels UV-VIS-Spektroskopie

Die Ubersténde der Proteinkonjugation werden bei 280 nm im Photometer
vermessen und durch Subtraktion der Vergleichsproben und Verrechnung
des 100%-Wertes die prozentuale Bindung des Proteins an die

Partikeloberflache berechnet.

3.2.3.3.2 Bestimmung von ApoE3 mittels Micro-BCA-Assay

Der BCA-Assay ist eine colorimetrische Methode zur Detektion des
Gesamtproteingehalts einer Lésung. Der Assay beruht auf der Reduktion
von Cu?* zu Cul* durch Proteine in alkalischer Lésung und anschlieBender
Chelatisierung der Cul'*-Ionen mit Bicinchoniminsdure zu einem
lilafarbenen Komplex, der bei 562 nm photometrisch detektiert werden
kann (Smith et al.,, 1985). Eine Verbesserung des BCA-Assay ist der
Micro-BCA-Assay mit einer niedrigeren Nachweisgrenze von 0,5 ug/ml
Protein und daher geeigneter um die geringen Mengen an ungebundenem
ApoE3 in den Uberstdnden nachzuweisen. Hierfiir wurden 500 pl der nach
der Konjugation von ApoE3 mit den aktivierten Nanopartikeln anfallenden
Uberstande mit 500 pl Micro-BCA-Reagenz versetzt und fiir 2 h bei 37°C
unter Schutteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben in einem
KlUhlblock auf Raumtemperatur abgeklihlt um die Reaktion zu stoppen und
letztendlich bei 562 nm im Photometer vermessen. Zur Bestimmung des
Proteingehalts in den Uberstinden wurde eine Kalibrierkurve im
Konzentrationsbereich von 5,0 bis 100 ug/ml mit ApoE3 und HSA
angelegt. Die Berechnung des ungebundenen ApoE3 erfolgte durch

Einbeziehen der Vergleichslésungen sowie des 100%-Wertes.

3.2.3.3.3 Bestimmung von ApoE3 mittels SDS-Page und Western-Blot

Eine weitere Methode zum Nachweis des ungebundenen Anteils an ApoE3

ist die elektrophoretische Auftrennung der im Uberstand enthaltenen
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Proteine nach ihrer Molekilmasse mittels SDS-Page (Laemmli, 1970) und
Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Western-Blot)
(Towbin et al., 1979). Unspezifische Bindungsstellen der Membran werden
durch Waschen mit bovinem Serumalbumin (BSA) oder Milchpulver
abgesattigt. Die transferierten Proteine kdénnen anschlieBend durch
Inkubation mit einem Erst- und Zweit-Antikdrper detektiert werden.
Hierbei erfolgt die Detektion Uber den Zweit-Antikdrper. Dieser Antikorper
ist gekoppelt an die ,Horseradish Peroxidase™ (HRP), einer Peroxidase aus
dem Meerrettich. Die Peroxidase setzt das zugegebene Substrat Luminol
unter Abspaltung von Stickstoff und Emission von Licht in seine oxidierte
Form um (Abbildung 6) (Whitehead et al., 1979). Bei dieser Art von
Reaktion spricht man auch von Chemilumineszenz. Die Lumineszenz kann
durch Zusatz von Phenol noch um den Faktor 1000 gesteigert werden
(Enhanced Chemilumineszenz = ECL). Die maximale Lichtemission liegt
bei einer Wellenlange von 428 nm und kann durch kurzes Belichten eines
Films detektiert werden. Es entstehen die flr einen Western-Blot
charakteristischen Banden. Dieses Verfahren wurde flir die ApoE3-haltigen
Uberstdnde am Institut fiir Medizinische Virologie von der Arbeitsgruppe
PD Dr. Michaelis durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Uberstdnde auf eine
theoretische maximale Konzentration von 20 pg/ml eingestellt. Als
Vergleich dienten Losungen des  ApoE3 (20 pg/ml). Nach
elektrophoretischer Trennung, Blotten und Detektion mit Antikérper
konnte die Bandenintensitdt der ApoE3-Uberstande mit der Kontrolle
verglichen und unter Berlcksichtigung der Ergebnisse des Micro-BCA-

Assay das an die Nanopartikel gebundene ApoE3 quantifiziert werden.

0] O
NH hv o
—-428 nm
0] @]
Abbildung 6 Western-Blot Detektion durch ,Enhanced Chemilumineszenz" Reaktion

35



Material und Methoden

3.2.3.4 Bindung von Proteinen Uber das NeutrAvidin-Biotin-System

Die Bindung von Dbiotinylierten Liganden an NAV-modifizierte
Tragersysteme und Oberflachen ist eine oft in der Molekularbiologie
verwendete Technik. Ein NAV-Molekul ist dabei in der Lage bis zu 4
Moleklle eines mit Biotin modifizierten Liganden in einem sehr stabilen
Biotin-NAV-Komplex zu binden. Diese Technik wurde hier eingesetzt um
den Liganden ApoE3 an die Oberflache der HSA-NP zu binden.

3.2.3.5 Biotinylierung von ApoE3

Zur Biotinylierung von ApoE3 wurden 1000,0 ug des Proteins in
Phosphatpuffer pH 7,0 gelést und mit einem 20-fach molaren Uberschuss
von PFP-Biotin (5,0 mg/ml in DMSO) versetzt. Nach Aufflllen des
Reaktiongemisches auf 1,0 ml wurde flir 2 h bei 10°C mit dem
Thermomixer geschittelt (650 rpm). Um das biotinylierte Protein von dem
Uberschlissigen Reagenz abzutrennen, wurde wie in 3.2.1.1 beschrieben
eine 10,0 ml D-Salt® Dextran-GréBenausschlusssdule (Pierce, Rockford,
USA) und ultrareines Wasser als Eluent verwendet. Die Vermessung der
erhaltenen Fraktionen bei 280 nm ergab, dass das gesamte biotinylierte
ApoE3 in den Fraktionen 5 und 6 vorhanden war. Diese Fraktionen wurden

vereinigt und flr die Konjugation an die NAV-PEG-NP aufbewahrt.

3.2.3.6 Konjugation von biotinyliertem ApoE3 an NAV-PEG-NP

Zur Kopplung des biotinylierten ApoE3 an die NAV-PEG-NP wurden 500 ug
biotinyliertes ApoE3 und 20 mg NAV-PEG-NP in 2,0 ml ultrareinem Wasser
suspendiert und Uber Nacht im Thermomixer bei Raumtemperatur
inkubiert. Um die Bindung des ApoE3 an das Tragersystem zu
quantifizieren, wurde am nachsten Tag abzentrifugiert (16200 g, 20 min)
und der ApoE3-Gehalt im Uberstand durch Western-Blot und
Micro-BCA-Assay bestimmt. Bei Herstellung der ApoE3-NAV-NP filr

Tierversuche wurden die NAV-PEG-NP zunachst mit Loperamid beladen
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(Punkt 3.3.1) und erst anschlieBend die Konjugation mit dem
biotinylierten ApoE3 durchgefiihrt. Auf eine Aufreinigung nach erfolgter
Konjugation wurde im Fall der Verwendung der ApoE3-NAV-NP im
Tierversuch verzichtet, da keine stérenden Puffersalze in der Lbésung

vorhanden waren und um Verlusten an ApoE3 vorzubeugen.

3.2.4 Pegylierung der Oberflache von HSA-NP

Zur Pegylierung der Oberflache der HSA-NP wurde das Reagenz
mMPEG-SPA-5000 der Firma Nektar, Huntsville, USA eingesetzt. Das
Reagenz weist eine flr Amino-Gruppen reaktive
N-Hydroxy-Succinimid-Ester-(NHS-Ester)-Struktur auf und hat ein
mittleres Molekulargewicht von 5000 Da. Die Umsetzung der HSA-NP mit
dem Reagenz erfolgte in Phosphatpuffer pH 8,0 mit einem 50molaren
Uberschuss an Pegylierungs-Reagenz. Fiir 20 mg HSA-NP wurden 76,9 mg
mMPEG-SPA in 1,0 ml Puffer gelést und zu der Nanopartikeldispersion
gegeben. Die Umsetzung erfolgte fir 60 min unter den gleichen
Bedingungen wie in Punkt 3.2.2.2 beschrieben. Nach der Reaktionszeit
wurden die pegylierten Partikel durch wiederholtes Zentrifugieren und

Redispergieren in ultrareinem Wasser (1,0 ml) aufgereinigt.

3.2.5 Uberzug der Nanopartikel mit Tween 80

Um Nanopartikel mit einem Uberzug von Tween 80 zu erhalten, wurde
eine Stammlésung von 10% (m/v) Tween 80 hergestellt. Hierbei wurden
20 mg Nanopartikel in 200 pl Tween 80 Stammldésung und 1800 pl
ultrareinem Wasser resuspendiert und fur 2 h unter Schutteln inkubiert
(650 rpm, 21°C). Das gleiche Verfahren wurde auch zum Uberziehen von
arzneistoffbeladenen Nanopartikeln verwendet. Bei Verwendung von
Tween 80 Uberzogenen Zubereitungen flr Tierversuche wurde die
Inkubation der Partikel mit Tween 80 erst kurz vor Versuchsbeginn

durchgefuhrt.
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3.3 Loperamid-beladene Albumin Nanopartikel
3.3.1 Loperamid

Der Arzneistoff Loperamid gehdért zur Klasse der Opioide, besitzt aber
wegen seiner geringen Gehirngangigkeit keinen zentral-analgetischen
Effekt und wird daher als Antidiarrhoikum in der Arzneimitteltherapie
eingesetzt. Das hier verwendete Loperamidhydrochlorid hat eine
Molekllmasse von 513,5 Da und ist schlecht léslich in Wasser, dagegen

aber sehr gut Iéslich in Ethanol.

3.3.2 HPLC-Analytik von Loperamid

Zur Gehaltsbestimmung von Loperamid wurde ein D7000 HPLC-System
der Firma Hitachi Ltd. (Tokio, Japan) verwendet. Die Trennung erfolgte
Uber eine Luna-C18(2)-Saule mit einer Porenweite von 5 pm. Eingesetzt
wurde eine isokratische mobile Phase bestehend aus 20 mM
Natriumdihydrogenphosphat und Acetonitril im Verhaltnis 60% : 40% und
einem pH-Wert von 4,0bis50 (Chen et al., 2000). Die
FlieBgeschwindigkeit betrug 1,0 ml/min und Loperamid wurde bei einer
Wellenldnge von 195 nm spektrometrisch detektiert. Loperamid hat unter
den gewahlten Bedingungen eine Retensionszeit von 18 Minuten. Die
Konzentrationsbestimmung wurde durch Integration der Peakflachen und

Vergleich mit externen Standards durchgefihrt.

3.3.3 Beladung der HSA-NP mit Loperamid

Zunachst wurde eine Stammldsung von 10,0 mg/ml
Loperamidhydrochlorid in einer Mischung aus Ethanol : Wasser 0,7 zu 1
(40,6% v/v) hergestellt. AnschlieBend wurden 20 mg HSA-NP mit 7,0; 6,6
und 3,3 mg Loperamid (entspricht 700 pl, 660 pl und 330 pl der
Stammldsung) versetzt und auf 2,0 ml mit Ethanol 40,6% (v/v) aufgefllit.
Zur Adsorption des Arzneistoffs wurde die gesamte Mischung fiir 2 h bei

Raumtemperatur und 650 rpm inkubiert, abzentrifugiert und die
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Uberstdnde zur Beladungsbestimmung gesammelt. Bei der Herstellung
von ApoE3-PEG-NP mit kovalent gebundenem ApoE3 wurde das fertige
ApoE3-modifizierte Tragersystem mit Loperamid beladen, der ungebunden
Anteil Loperamid mittels HPLC bestimmt und die beladenen Nanopartikel
in 2,0 ml ultrareinem Wasser resuspendiert. Zur Beladung von
ApoE3-NAV-NP erfolgte die Inkubation mit Arzneistoff nach der
Konjugation mit NAV. Nach Aufreinigung und Vereinigung wurden die
NAV-PEG-NP mit biotinyliertem ApoE3 zum fertigen Tragersystem

umgesetzt.

3.3.4 Beladungsbestimmung

Zur Beladungsbestimmung der Nanopartikel wurden die nach der
Inkubation erhaltenen Uberstidnde 1 : 100 verdinnt und in die HPLC
eingespritzt. Mithilfe von externen Standards von 1,25 bis 50,0 pg/ml
Loperamid wurde die Konzentration des nicht gebunden Loperamids
bestimmt und somit der an die Nanopartikel adsorptiv gebundene Anteil

berechnet.

3.3.5 Desorption von Loperamid

Um die Stabilitadt der adsorptiven Beladung von Loperamid an die HSA-NP
in unterschiedlichen Medien zu untersuchen wurden Nanopartikel mit 7,0;
6,6 und 3,3 mg Loperamid pro 20 mg HSA-NP hergestellt und die
Beladung durch HPLC-Analyse bestimmt. Jeweils 1,0 mg der hergestellten
Loperamid-NP (10 mg/ml) wurden mit unterschiedlichen Medien auf
1,0 ml aufgefillt (Tabelle 4) und fir jeweils 15 min und 120 min bei
Raumtemperatur im Thermomixer (650 rpm) geschuttelt. AnschlieBend
wurden die Nanopartikel bei 16200 g flir 15 min abzentrifugiert und im
Uberstand die Menge des desorbierten Loperamidanteils mittels HPLC
analysiert. Berechnet wurde der desorbierte Anteil des Arzneistoffs in

Bezug auf die absolute Beladung der Nanopartikel.
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Tabelle 4 Desorptionsmedien der Loperamid-beladenen Nanopartikel

NP Wasser ICR/CD1 Tween 80
Serum 10% (mMm/V)

NP in Wasser 100 pl 900 pl

NP in 10% Serum 100 pl 800 ul 100 pl

NP in 90% Serum 100 pl 900 pl

NP in Tween 80 1% 100 pl 800 pl 100 pl

3.4 Doxorubicin-beladene Nanopartikel
3.4.1 Doxorubicin

Doxorubicin ist ein Zytostatikum aus der Reihe der
Anthracyclin-Antibiotika. Es wird aus Kulturen des Pilzes Streptomyces
peuceticus var. caesius gewonnen. Das Molekulargewicht des hier
eingesetzten Doxorubicinhydrochlorids (Sicor, Milan, Italien) betragt
580,0 Da. Es ist ein feines, rotes Pulver mit einer sehr guten Ldslichkeit in
Wasser und Ethanol und ist praktisch unldslich in Aceton, Benzol und Ether
(Beck et al., 1982). Doxorubicinhydrochlorid ist als kristalline Substanz
sehr stabil. Wassrige Loésungen sind wunter Lichtausschluss bei
Temperaturen unter 5°C bis zu einem Monat ohne Aktivitatsverlust
lagerbar. Bei einem pH-Wert oberhalb von 9,0 andert sich die Farbe von
orangerot nach blauviolett und es tritt zunehmende Zersetzung ein
(Henke, 2006).

Weitere Eigenschaften von Doxorubicin sowie der Wirkungsmechanismus,
Nebenwirkungen und therapeutische Verwendung wurden bereits unter

Punkt 2.4.1 naher erlautert.
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3.4.2 HPLC-Analytik von Doxorubicin

Flir die quantitative Analytik des Doxorubicinhydrochlorids wurde ein
D7000 HPLC-System der Firma Hitachi Ltd. (Tokio, Japan) ausgeristet mit
einem UV-VIS-Detektor und einem Fluoreszenz-Detektor verwendet. Die
Trennung der Substanz von den Ubrigen Probenbestandteilen erfolgte Uber
eine C18-Reverse-Phase-Sdule vom Typ LiChroCart® 250-4 LiChrospher®
100 RP-18 der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland). Hierbei wurde eine
isokratische mobile Phase aus Wasser und Acetonitril (70% : 30%) mit
einem Anteil von 0,1% Trifluoressigsaure verwendet (Configliacchi et al.,
1996). Die Flussrate betrug 0,8 ml/min. Die Absorption bei 250 nm sowie
die Fluoreszenz (Anregungswellenlange 560 nm, Emissionswellenldnge
650 nm) wurden Uber einen Zeitraum von 20 min aufgenommen. Unter
diesen Bedingungen betrug die Retentionszeit flir Doxorubicinhydrochlorid
12 min und die Flache der erhaltenen Peaks wurde mittels der
HPLC-Software (HPLC System Manager, Hitachi Ltd., Tokio, Japan)
errechnet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe externer Standards (6,75 bis
100,0 pg/ml). Hierbei lieferten die Daten des UV-VIS-Detektors und des
Fluoreszenz-Detektors die gleichen Ergebnisse. Die Nachweisgrenze von
Doxorubicin unter den gewahlten Bedingungen lag bei 0,5 pg/ml flr den
UV-VIS-Detektor und 0,05 pg/ml fir den Fluoreszenz-Detektor.

3.4.3 Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an HSA

Die Anlagerung von niedermolekularen Stoffen aus einer Losung an einen
héhermolekularen  Stoff bezeichnet man als Adsorption. Das
Adsorptionsgleichgewicht ist ein dynamisches Gleichgewicht, dessen Lage
durch Faktoren wie Temperatur und Konzentration bestimmt wird.
Adsorptionsisothermen beschreiben den Verlauf dieses Gleichgewichts in
Abhéangigkeit von der eingesetzten Stoffkonzentration. Um eine mdglichst
hohe Beladung der Nanopartikel zu erreichen, wurde die

Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an geléstes HSA bestimmt.
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3.4.3.1 Vorversuche

In Vorversuchen musste eine geeighete Methode gefunden werden, um
geldstes Doxorubicin von geléstem HSA abzutrennen. Hierfir wurde ein
Amicon-Ultrafree-MC Zentrifugenfilter mit einer Biomax®30-Membran
(Bredford, USA) und einer PorengrdéBe von 30000 Da verwendet. Zunachst
musste sichergestellt werden, dass keine unspezifische Adsorption des
Arzneistoffs an die Filtermembran stattfindet. Um dies zu gewabhrleisten,
wurden Doxorubicin-Léosungen mit Konzentrationen von 0,5 - 4,0 mg/ml
filtriert und die Arzneistoffkonzentration im Ultrafiltrat bestimmt. Des
Weiteren wurde sichergestellt, dass das geléste HSA vollstandig von dem
Filter zurlickgehalten wird, indem eine L6sung von 20 mg/ml HSA filtriert
wurde. Die Bestimmung des Proteins im Ultrafiltrat erfolgte mittels
BCA-Assay (Pierce, Rockford; USA) (Smith, 1995).

3.4.3.2 Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an HSA

Zur Bestimmung der Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an HSA
wurden unterschiedliche Mengen von Doxorubicin (0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
2,0; 4,0 mg/ml) eingesetzt und in einer Lésung von 20 mg/ml HSA flr
zwei Stunden im Thermomixer (650 rpm) bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Proben durch einen Amicon-Ultrafree-MC
Filter zentrifugiert und die Konzentration des Doxorubicin im Ultrafiltrat
durch HPLC-Analytik bestimmt. AnschlieBend wurden die
Gleichgewichtskonzentration und die adsorbierte Arzneistoffmenge pro
HSA (ug/mg) berechnet und die resultierenden Werte an unterschiedliche

Adsorptionsmodelle angepasst.

3.4.4 Doxorubicin-Beladung von HSA-NP

Es bestehen unterschiedliche Mdéglichkeiten Nanopartikel mit einem

Arzneistoff zu beladen. Um den Arzneistoff méglichst unverandert an das
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Tragersystem zu binden, wurden zwei Strategien der Arzneistoffbeladung

verfolgt:
1. Adsorption an die Oberflache der Nanopartikel

2. Einbindung des Arzneistoffs in die Partikelmatrix

3.4.4.1 Adsorption von Doxorubicin an leere HSA-NP

Fir die Beladung wurde eine Stammlésung von 5,0 mg/ml
Doxorubicinhydrochlorid hergestellt. Hiervon wurden unterschiedliche
Mengen von 50 bis 800 ul (entspricht 250 bis 4000 ug
Doxorubicinhydrochlorid) abgenommen und zu 20 mg leerer HSA-NP
hinzugegeben. Das Volumen wurde mit ultrareinem Wasser auf 4,0 ml
aufgeflllt und das Gemisch fir zwei Stunden bei Raumtemperatur unter
Schitteln (650 rpm) inkubiert, um ein Adsorptionsgleichgewicht des
Doxorubicins an der Partikeloberflache zu erreichen. AnschlieBend wurden
die Nanopartikel abzentrifugiert, redispergiert (analog Punkt 3.1), die

Uberstdnde gesammelt und das freie Doxorubicin mittels HPLC bestimmt.

3.4.4.2 Einbindung von Doxorubicin in HSA-NP

In Bezug auf die Adsorptionsversuche von Doxorubicin an HSA und die
daraus resultierende Adsorptionsisotherme wurden Mengen von
0,5 bis 4,0 mg Doxorubicin und 20 mg HSA in einem Milliliter ultrareinem
Wasser gelést. Um zu gewdhrleisten, dass sich ein Gleichgewicht der
Adsorption des Arzneistoffs an das Protein eingestellt hat, wurde
wiederum fir zwei Stunden unter Rihren inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml
Ethanol 96% (v/v) Uber eine Peristaltikpumpe (LKB, Bromma, Schweden)
mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min bei einer Ruhrgeschwindigkeit von
550 rpm bildeten sich Nanopartikel aus. Dieser Desolvatationsschritt
wurde bei zwei unterschiedlichen pH-Werten, namlich 6,5 und 8,2
durchgefuhrt. Zur Stabilisierung der Nanopartikel wurde eine 8%ige

wassrige Glutaraldehyd-Lésung zu den Partikeln hinzugegeben und fir

43



Material und Methoden

24 h unter RUhren quervernetzt. Um Partikel mit unterschiedlichem
Vernetzungsgrad zu erhalten und den Einfluss des Vernetzungsgrades auf
die Einbindung von Doxorubicin in die Partikelmatrix zu untersuchen
wurden Mengen von 0,294 bis 1,175 ul Glutaraldehyd 8% pro Milligramm
HSA verwendet. Dies entspricht einem Quervernetzungsgrad von
50 bis 200% bezogen auf die vorhandenen freien e-Amino-Gruppen des
Lysins im HSA-Molekil. AnschlieBend wurden die mit Doxorubicin
beladenen HSA-NP wie in Punkt 3.1 beschrieben durch wiederholtes
Abzentrifugieren und Redispergieren aufgereinigt. Die dabei erhaltenen
Uberstdnde wurden vereinigt, anschlieBend der ungebundene Anteil
Doxorubicin mittels HPLC bestimmt und die Beladung der Nanopartikel mit
Zytostatikum berechnet. Die Partikel wurden in Bezug auf GrdfBe,

Polydispersitat und Zetapotential charakterisiert.

3.4.5 Freisetzung von Doxorubicin aus Nanopartikeln

Um zu untersuchen in welchem MaBe das eingebundene Doxorubicin aus
den Partikeln wieder freigesetzt wird, wurden Nanopartikel mit 1,0 mg
Doxorubicin  pro 20,0 mg HSA  hergestellt und mit 0,588 pl
Glutaraldehyd 8% pro mg HSA stabilisiert (Quervernetzung 100%). Die
erhaltenen Dxr-NP wurden aufgereinigt, die anfallenden Uberstdnde in der
HPLC vermessen und der Partikelgehalt mittels Gravimetrie bestimmt.
AnschlieBend wurden Aliquote von 2,0 mg Dxr-NP entnommen und in
1,0 ml NaCl 0,9% Loésung redispergiert. Die Suspensionen wurden im
Thermomixer (650 rpm, 37°C) geschiittelt, je 3 Vials nach 5, 10, 15, 30,
45, 60, 120, 240 min und 24 h abzentrifugiert und in den Ubersténden

das freigesetzte Doxorubicin quantitativ bestimmt.

3.4.6 Langzeitstabilitat von Doxorubicin-inkorporierten HSA-NP

Wassrige Dispersionen von Nanopartikeln mit inkorporiertemm Doxorubicin
wurden flr bis zu 1,5 Jahren im Kihlschrank bei 4°C gelagert. Zu

definierten Lagerzeiten von 1 Tag, 1 Woche, 3 Wochen, 6 Monaten, 1 Jahr
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und 1,5 Jahren wurden die Proben auf Raumtemperatur gebracht und die
Nanopartikel fur eine Minute mit dem Vortex-Schiittler redispergiert. Als
Stabilitatsparameter wurden die PartikelgroBe und die Polydispersitat

bestimmt.

3.4.7 Oberflachenmodifikation von Doxorubicin-beladenen HSA-NP

Im Rahmen der Doktorarbeit wurden verschiedene oberflachenmodifizierte

Dxr-NP hergestellt und getestet.

Zum Erhalt von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln mit inkorporativ
gebundenem Doxorubicin wurden zuerst die entsprechenden Partikel
hergestellt (Punkt 3.4.4.2) und anschlieBend die Oberflachenmodifikation
analog Punkt 3.2 durchgeflhrt.

Zum Erhalt von oberflachenmodifizierten Nanopartikeln mit adsorptiv
gebundenem Doxorubicin wurden zunachst leere HSA-NP gemaB Punkt 3.1
hergestellt und diese nach Punkt 3.2 oberflachenmodifiziert. AnschlieBend
erfolgte die adsorptive Bindung des Doxorubicin wie in Punkt 3.4.4.1

beschrieben.

3.5 Charakterisierung der Nanopartikel
3.5.1 PartikelgréBe und Zetapotential

Zur PartikelgréBenbestimmung von Nanopartikeln wird routinemaBig die
dynamische Lichtstreuung (DLS), auch Photonenkorrelationsspektroskopie
(PCS) genannt, eingesetzt. Hierbei wird der hydrodynamische
Durchmesser der Teilchen in einer Lésung anhand der Brownschen
Molekularbewegung bestimmt. Um eine freie Bewegung der Nanopartikel
zu gewadhrleisten, wurden die zu untersuchenden Proben 1 : 400 mit durch
einen 0,22 yum Membranfilter filtriertem, demineralisiertem Wasser
verdinnt. Die Messung erfolgte mit einem Malvern Zetasizer 3000HSA
(Malvern Instruments Ltd., Malvern, GroBbritannien) bei 25°C in

geeigneten Einmalkivetten. Die Wellenlange des im Gerat befindlichen
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Helium-Neon-Lasers betrug 633 nm und die Lichtstreuungsintensitat
wurde in einem festen Winkel von 90° (ber einen Photomultiplier
gemessen. Die Analyse der Streulichtintensitaten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten erfolgte mit der vom Geratehersteller gelieferten Software.
Daraus resultierte unter Annahme einer monomodalen GrdBenverteilung

die PartikelgréBe und Polydispersitat der untersuchten Proben.

Dasselbe Messgerat, modifiziert mit einer Dip-Cell, wurde fir die Messung
des Zetapotentials verwendet. Das Zetapotential ist das elektrische
Potential zwischen Scherebene eines bewegten, suspendierten Teilchens
und Neutralbereich der das Teilchen umgebenden Lésung und ist ein Mal3
fir die Oberflachenladung der Nanopartikel. Da das Zetapotential
abhangig vom pH-Wert ist, wurden alle Messungen in 50 mM
Phosphatpuffer pH 7,4 durchgefiihrt. Die Proben wurden 1 : 200 mit dem
Puffer verdinnt und die Bewegung der Nanopartikel im elektrischen Feld
mittels Laser-Doppler-Mikroelektrophorese bestimmt. Die Kalkulation des

Zetapotentials erfolgte durch die Geratesoftware.

3.5.2 Gehaltsbestimmung (Gravimetrie)

Um den Gehalt von Nanopartikeln in wassrigen Lésungen zu bestimmen
wurden 50,0 pl der zu untersuchenden Probe in ein zuvor tariertes
Wageschiffchen (Ludi AG, Flawil, Schweiz) Uberfihrt und fir 90 min bei
80°C im Trockenschrank getrocknet. Nach vollstandigem Verdampfen des
Wassers wurde die Probe entnommen und erneut auf der Mikrowaage
(Supermicro S4, Sartorius, Goéttingen, Deutschland) ausgewogen. Aus der
Differenz der Massen des leeren Wageschiffchens und dessen Gewicht
nach der Trocknung ergab sich der Gehalt der Nanopartikel (mg/ml). Bei
Suspensionen der Partikel in Puffermedien wurden zusatzlich
Wageschiffchen mit reinem Puffer mit einbezogen, um das Gewicht der
Puffersalze zu bestimmen. Diese wurden anschlieBend vom Gewicht der

Nanopartikelprobe abgezogen.
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3.6 Herstellung von Apolipoprotein- und Loperamid-Losungen
3.6.1 Herstellung einer ApoE3-Ldsung

Zur Herstellung einer ApoE3-Ldsung wurden 800 pg lyophilisiertes ApoE3
in 4,0 ml ultrareinem Wasser auf einem Vortex-Schittler geldst. Die
resultierende Losung hatte eine Konzentration von 200 pg/ml ApoE3. Bei
Verwendung der Ldsung fur Tierversuche wurde das Protein in sterilem

Wasser fur Injektionszwecke geldst.

3.6.2 Herstellung einer Loperamid-Ldsung

Zur Herstellung einer Loperamid-Stammldsung wurden 2,8 mg Loperamid
in 280 upl Ethanol 40,6% (v/v) gelést. Zu dieser Stammlésung wurden
3,72 ml ultrareines Wasser hinzugegeben. Die resultierende Loésung hatte
eine Konzentration von 0,7 mg/ml Loperamid und 2,6% (v/v) Ethanol. Bei
Verwendung der Ldsung fur Tierversuche wurde steriles Wasser flr

Injektionszwecke verwendet.

3.6.3 Herstellung einer ApoE3-Loperamid-Lésung

Zur Herstellung einer ApoE3-Loperamid-Lésung wurden 800 ug
lyophilisiertes ApoE3 in 3,72 ml ultrareinem Wasser auf einem
Vortex-Schuttler gelést. AnschlieBend wurden 280 pl einer Loperamid-
Stammldsung (10 mg/ml) in Ethanol 40,6% (v/v) hinzugegeben. Die
resultierende Ldsung hatte eine Konzentration von 200 pg/ml ApoE3,
0,7 mg/ml Loperamid und 2,6% (v/v) Ethanol. Bei Verwendung der
Loésung flur Tierversuche wurde steriles Wasser flr Injektionszwecke

eingesetzt.

3.7 In-vitro-Testung (Zellkultur)

Nach der Herstellung und Charakterisierung von Doxorubicin-beladenen

Nanopartikeln (Punkt 3.3.1) blieb zu beweisen, dass der adsorbierte bzw.
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inkorporierte Arzneistoff durch die Kombination mit Nanopartikeln nicht an
antineoplastischer Wirksamkeit verliert. Um dies zu untersuchen, wurden
verschiedene Dxr-NP in der Zellkultur auf ihre antiproliferative Wirkung hin
getestet. Die Versuche wurden am Institut fir Medizinische Virologie der
Universitatsklinik Frankfurt von der Arbeitsgruppe PD Dr. Michaelis

durchgefuhrt.

3.7.1 Eingesetzte Zelllinien

Die Doxorubicin-beladenen Nanopartikelzubereitungen wurden in zwei
verschiedenen Neuroblastom-Zelllinien getestet. Die UKF-NB3-Zelllinie
wurde aus Metastasen von Patienten mit rezidivierendem Evans stage 4
Neuroblastom gewonnen (Cinatl et al., 1992). Die IMR-32-Zelllinie ist
kommerziell bei ATCC (Manassass, VA, USA) erhaltlich. Beide Zelllinien
wurden in IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium) unter Zusatz von
10% fotalem Kalberserum (FBS), 100 IU/ml Penicillin und 100 mg/ml
Streptomycin bei 37°C kultiviert.

3.7.2 Zell-Viabilitats-Assay (MTT-Test)

Um den Einfluss der Doxorubicin-beladenen Nanopartikel auf die
Zellviabilitdt der Neuroblastom-Zellen zu untersuchen, wurden der
3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
Farbreduktions-Assay verwendet (Mosmann, 1983; Michaelis et al., 2004).
Bei diesem Assay wird das gelbe MTT in den Mitochondrien von lebenden
Zellen in das violette Formazan umgewandelt (Abbildung 7). Je starker die
violette Farbung ist, desto weniger Einfluss hat demzufolge die

untersuchte Substanz auf die Viabilitat der Zellen.
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Abbildung 7 Reduktion von gelbem MTT in das violette Formazan durch
mitochondriale Reduktasen, Abbildung aus

http://content.answers.com/main/content/wp/en/0/04/Mttscheme.png

HierfUr wurden die Zellen in 96-Well Platten ausgesat und mit den
entsprechenden Doxorubicinzubereitungen inkubiert. Die Konzentration
betrug 0,75 bis 100 ng/ml berechnet auf den Doxorubicingehalt. Nach
5 Tagen Inkubation wurde zunachst 25 pl MTT-Reagenz je Well fir 4 h und
danach 100 pyl SDS-Lésung (20% SDS in DMF/H,O 1:1) fir 20 h
hinzugegeben. Die auftretende violette Farbung wurde bei 560 nm und
einer Referenz-Wellenlange von 620 nm mit einem Multiwell-Scanning-
Spectrometer (GENios, Firma Tecan, Crailsheim, Deutschland) vermessen.
Die Zellviabilitat wurde Uber die Intensitdt der violetten Farbung
bestimmt, da diese in direkter Korrelation mit der Menge an lebenden
Zellen im Vergleich zu einer unbehandelten Zell-Kontrolle steht. Aus den
erhaltenen Werten wurde die Konzentration an Doxorubicin berechnet, bei
der die Zellviabilitat auf 50% sinkt (inhibitorische Konzentration 50% =
ICso).
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3.7.3 Testung Doxorubicin-beladener HSA-NP

Folgende Zubereitungen wurden in der Zellkultur an UKF-NB3- und
IMR-32-Zellen getestet.

Tabelle 5 In der Zellkultur getestete Doxorubicin Zubereitungen
Zubereitung Dxr-Gehalt Beladung Quervernetzung

1 Dxr-NP 17,1 yg/mg NP eingebunden 50%
2 Dxr-NP 19,5 pg/mg NP eingebunden 75%
3 Dxr-NP 21,4 ng/mg NP eingebunden 100%
4 Dxr-NP 24,3 ug/mg NP eingebunden 200%
5 Dxr-NP 33,5 ug/mg NP eingebunden 50%
6 Dxr-NP 39,9 ug/mg NP eingebunden 75%
7 Dxr-NP 42,5 ug/mg NP eingebunden 100%
8 Dxr-NP 48,4 ug/mg NP eingebunden 200%
9 Dxr-NP 24,6 ug/mg NP adsorptiv

10 Dxr-NP 49,7 yug/mg NP adsorptiv

11 Dxr-L6sung 250 mg/ml

Hierbei war es von besonderem Interesse welchen Einfluss die
Beladungsmenge, die Beladungsart und die Stabilisierung der Dxr-NP auf
die zytostatische Wirkung des Arzneistoffs haben. Alle Proben wurden
entsprechend ihrem Arzneistoffgehalt in beiden Zelllinien eingesetzt (0,75
bis 100 ng/ml), die ICso-Werte rechnerisch ermittelt und mit der reinen

Arzneistoffldsung verglichen.

3.8 In-vivo-Testung
3.8.1 In-vivo-Test Loperamid-beladener Nanopartikel
3.8.1.1 Tail-Flick-Test

Der Tail-Flick-Test wird verwendet um die Schmerzempfindlichkeit von

Versuchstieren zu untersuchen. So soll getestet werden, ob die
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verwendeten nanopartikuldren Zubereitungen in der Lage sind ein
normalerweise nicht ZNS-gangiges Opioid in das Gehirn der Versuchstiere
einzuschleusen. Hierzu wird Uber eine Infrarotquelle ein gezielter Hitzereiz
auf den Schwanz des Tieres ausgeubt. Sobald das Tier Schmerz
empfindet, entzieht es seinen Schwanz selbststandig dem Infrarotstrahl.
Diese Bewegung |6st eine Photozelle aus, die eine integrierte Stoppuhr
anhalt (Isabel et al., 1981). Auf diese Weise wird die Reaktionszeit, die mit
der Schmerzempfindlichkeit der Tiere korreliert, gemessen. Zeigt das Tier
kein Schmerzempfinden, wird der Versuch nach 10 Sekunden
abgebrochen (,cut off time"). Anhand der Reaktionszeiten vor der
Injektion der Zubereitung und nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Applikation kann der prozentuale Anteil des maximal mdglichen Effekts (%
~Maximal Possible Effect" = %-MPE) nach der Formel 1 errechnet werden.
Dieser drlickt die antinociceptive Wirkung der verwendeten Zubereitung in
Prozent aus, wobei ein Wert von 100% eine starke analgetische Wirkung

und ein Wert von < 20% keine analgetische Wirkung bedeutet.

E - post drug latency - pre drug latency

%MP _ x 100%
cut off time - pre drug latency
Formel 1 Berechnungsformel des prozentualen maximal moéglichen Effekts
(%-MPE)

3.8.1.1.1 Verwendete Versuchstiere

Fir den Tail-Flick-Test wurde der Maus-Auszuchtstamm ICR/CD1
verwendet. Die ausschlieBlich weiblichen Tiere mit einem Gewicht von 10
bis 15g wurden Uuber die Firma Harlan Winkelmann (Borchen,
Deutschland) bezogen. Wahrend einer 14-tagigen Eingewdhnungsphase
hatten die Tiere standigen Zugang zu Wasser und Standard-Nagerfutter
und wurden unter einem 12-stindigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Die
Tiere wurden bei Erreichen eines Gewichts von 20 bis 25 g fir den

Versuch verwendet.
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3.8.1.1.2 Durchfihrung des Tail-Flick-Tests

Der Versuch wurde nach den Vorschriften des allgemeinen
Tierschutzgesetzes und nach Genehmigung durch das

Regierungsprasidium Darmstadt durchgeflhrt.

Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn gewogen und die Reaktionszeit vor
Applikation bestimmt. Die Zubereitungen wurden mit einer 1,0 ml Spritze
und einer Kanlle GréBe 8 (Braun, Melsungen, Deutschland) den Tieren in
die Schwanzvene appliziert. Die entsprechenden Zubereitungen wurden
bezogen auf das Koérpergewicht dosiert. Flir Loperamid lag die Dosierung
bei 7,0 mg/kg Kérpergewicht. Die Kontrollzubereitungen ohne Arzneistoff
wurden entweder auf die Nanopartikel-Konzentration (100 mg/kg) oder
die ApoE3-Konzentration (2,0 mg/kg) bezogen dosiert. Um das
Versuchstier nicht unnétig zu belasten, wurde ein maximales Volumen von
220 pl pro Tier i.v. gespritzt. Die Applikation des Opioid-Antagonisten
Naloxons erfolgte in einer Dosierung von 0,1 mg/kg bzw. 0,5 mg/kg
intraperitoneal (i.p.). Nach zuvor definierten Zeitpunkten (15, 30, 45, 60,
90, 120, 180 min) wurde die Reaktionszeit der Tiere mittels Tail-Flick-
Apparatur (Tail-Flick-Analgesia-Meter, Ugo Basile, Comerio, Italien)
bestimmt. Um zu Uberprifen, ob auch eine getrennte Injektion der ApoE3-
NP bzw. der ApoE3-Lésung von dem Arzneistoff zu einem Effekt fuhrt,
wurde den Tieren 1/4 h, 1/2 h, 2 h, 4 h, 8 h und 24 h vor Injektion einer
Loperamid-Lésung die ApoE3-NP oder ApoE3-Lésung in die Schwanzvene
gespritzt. Mit den erhaltenen Werten wurden nach oben aufgefihrter
Formel (Formel 1) die %-MPE-Werte berechnet. Die Gruppenstarke lag bei
10 Tieren. GemaB den gesetzlichen Bestimmungen wurden die Tiere nach
Versuchsende durch Inhalationsnarkose mit CO; und anschlieBendem

Uberstrecken getotet.
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3.8.1.1.3 Getestete Zubereitungen

In verschiedenen Versuchsreihen wurden folgende Zubereitungen

untersucht:

Versuchsreihe A

Tabelle 6 Zubereitungen Tail-Flick-Test Versuchsreihe A

1 ApoE3-PEG5000-NP Loperamid 7,0 mg/kg
2 ApoE3-PEG3400-NP Loperamid 7,0 mg/kg
3 ApoE3-NAV-NP Loperamid 7,0 mg/kg
4 HSA-NP + ApoE3-LOsung Loperamid 7,0 mg/kg
5 HSA-NP Loperamid 7,0 mg/kg
6 Lopermid-Lésung Loperamid 7,0 mg/kg
7 ApoE3-PEG5000-NP ohne Arzneistoff

Versuchsreihe B

Tabelle 7 Zubereitungen Tail-Flick-Test Versuchsreihe B, getrennte Applikation mit
zeitlichem Versatz von ApoE3-PEG-NP oder ApoE3-Losung zu einer

Loperamid-L&sung

Injektion Loperamid-L6sung 7,0 mg/kg
1 ApoE3-PEG5000-NP 1/4 h,1/2 h, 2 h, 4 h, 8 h, 24 h nach
Injektion von ApoE3-PEG-NP

Injektion Loperamid-L6ésung 7,0 mg/kg
2 ApoE3-L6sung 1/4h,1/2h,2h,4h, 8h, 24 h nach

Injektion von ApoE3-Ldsung

3 ApoE3-Lésung + Lopermid 7,0 mg/kg
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Versuchsreihe C

Tabelle 8 Zubereitungen Tail-Flick-Test Versuchsreihe C, Applikation einer

Naloxon-Lésung vor Injektion einer ApoE3-Lésung mit Loperamid

7,0 mg/kg
. Naloxon-L&sung nach 10 min ApoE3-Ldsung
0,1 mg/kg i.p. + Loperamid 7,0 mg/kg
5 Naloxon-Ldsung nach 30 min ApoE3-L6sung
0,5 mg/kg i.p. + Loperamid 7,0 mg/kg
Naloxon-L&sung
3 Kontrolle

0,5 mg/kg i.p.

3.8.2 In-vivo-Test Doxorubicin-beladener HSA-NP
3.8.2.1 Behandlung von Gehirntumor-tragenden Ratten

Die Behandlung von Gehirntumoren stellt eine groBe Herausforderung an
die pharmazeutische Technologie dar. Um zu untersuchen, ob es mdglich
ist mit dem ApoE3-modifizierten Tragersystem das Zytostatikum
Doxorubicin in das Gehirn zu transportieren und einen antineoplastischen
Effekt zu erzielen, wurde Ratten kinstlich ein  Glioblastom
xenotransplantiert und die Tiere anschlieBend mit den
Nanopartikelzubereitungen behandelt. Im Vergleich zu Kontrollgruppen
wurde Uberprift, ob es bei den behandelten Tieren zu einer Verldngerung
der Uberlebenszeit oder sogar zu einer vollstdndigen Remission des
Tumors kommt. Diese Versuche wurden von der Arbeitsgruppe Dr.
Svetlana Gelperina am Institut fir Humane Morphologie in Moskau,
Russland nach den Richtlinien des Russischen Tierschutzgesetzes und
nach Genehmigung des Russischen Gesundheitsministeriums

durchgefihrt.
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3.8.2.1.1 Versuchstiere

Far die Versuche wurden mannliche Auszucht-Wistar-Ratten mit einem
Gewicht von 200 - 250 g verwendet. Die von Charles River (Stolbovaya,
Moskau, Russland) bezogenen Tiere wurden flr 10 Tage in Kafigen zu je 5
Tieren bei einem Tag/Nacht-Rhythmus von 12 h gehalten. Wahrend der
gesamten Versuchsdauer hatten die Ratten freien Zugang zu Wasser und
Nagerfutter. Bei Tumorimplantation betrug das Gewicht der Tiere
250 £+ 50 g.

3.8.2.1.2 Implantation des Tumorgewebes

Als Tumorgewebe wurde das 101/8-Glioblastom verwendet. Dieser Tumor
ist in Bezug auf Morphologie und biologisches Verhalten sehr stark
verwandt mit menschlichen Glioblastomen. Erzeugt wurde er durch lokale
Injektion von a-Dimethylbenzanthracene (DMBA) in das Cerebellum von
Wistar-Ratten und weitere Anzlichtung und Passage in Donortieren
(Iablonovskaia and Spryshkova, 1970). Flir die hier durchgefiihrten
Versuche wurde zunachst tiefgefrorenes Tumormaterial aufgetaut und in
Ratten weiter vermehrt. Die Tiere wurden durch i.p. Injektion von
Pentobarbital (50 mg/kg) anasthesiert und ein 1,5 mm groBes Loch mit
einem Zahnarztbohrer in den rechten Ilateralen Ventrikel gebohrt.
Ungefahr  10° Zellen des Tumormaterials  wurden mit  einer
Tuberculin-Spritze durch das Loch ca. 4 mm unterhalb des
Schadelknochens platziert. Nach VerschlieBen des Loches mit
Gewebekleber (Turbo 2000 Kleber, Bold & Co, Wermelskirchen,
Deutschland) wurden die Tiere bis zur Entwicklung von klinischen
Symptomen (ca. 14 Tage) gehalten und anschlieBend durch CO,-Begasung
getotet. Das Tumormaterial wurde aus dem Schadel entnommen und
5 mg groBe Teile mit Hilfe der gleichen Technik in die fur den eigentlichen

Versuch verwendeten Tiere eingepflanzt.
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3.8.2.1.3 Behandlungsschema und Durchfihrung

FUr die Behandlung der Tumor-tragenden Ratten wurden die in Tabelle 9
aufgeflihrten Zubereitungen verwendet. Jede Gruppe bestand aus 10
Tieren, von denen jedes an Tag 2, 5 und 8 nach Tumorimplantation eine
intravendse Injektion von 1,5 mg/kg, bezogen auf die Konzentration von
Doxorubicin, in der jeweiligen Zubereitung erhielt. Zusatzlich blieb eine
Gruppe zur Kontrolle unbehandelt. Die Tiere wurden wahrend der
gesamten Versuchsdauer auf klinische Symptome wie Verhalten und
Gewichtsverlust hin beobachtet. Bei einem Gewichtsverlust von = 20%
oder Paralyse wurden die Tiere eingeschlafert. Als Auswertungsparameter
wurde die mittlere Uberlebenszeit (,Mean Survival Time") in Bezug auf die
unbehandelte Kontrollgruppe berechnet und der Versuchsverlauf mittels

Kaplan-Meier-Plot grafisch dargestelit.
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Tabelle 9 Zubereitungen zur Behandlung von Gehirntumor-tragenden Ratten

Doxorubicin inkorporiert in Nanopartikel;

Quervernetzung 100%; 44,0 ug Dxr / mg NP

3 mal 1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach

1 Dxr-NP Tumorimplantation

2 ApoE3-Dxr-Np 3 mal 1,5 mg/kg anTag 2, 5 und 8 nach
Tumorimplantation

3 PEG-Dxr-NP 3 mal 1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach

Tumorimplantation

Dxr-NP + 1% 3 mal 1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach

4 (m/V) Tween 80 Tumorimplantation
5 Dxr-Lésung 3 mal _1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach
Tumorimplantation
Doxorubicin adsorptiv an Nanopartikel gebunden;
47,1 pg Dxr / mg NP
6 Dxr-NP 3 mal _1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach
Tumorimplantation
v, ApOE3-Dxr-NP 3 mal _1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach
Tumorimplantation
8 PEG-Dxr-NP 3 mal 1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach
Tumorimplantation
9 Dxr-NP + 1% 3 mal 1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach
(m/V) Tween 80 Tumorimplantation
10 Dxr-Lésung 3 mal 1,5 mg/kg an Tag 2, 5 und 8 nach

Tumorimplantation

3.8.2.2 Subchronische toxikologische Studie

In dieser mit Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln (Quervernetzung
100%, 1,0 mg Dxr / 20 mg HSA) durchgeflihrten Studie sollte untersucht
werden, inwieweit die bei einer Gabe von Doxorubicin auftretenden
toxischen Nebenwirkungen durch Einbindung des Arzneistoffs in das
Tragersystem beeinflusst werden. Hierzu wurden Ratten mehrmals

Doxorubicin-beladene HSA-NP gespritzt und auf die Anthracyclin-typische
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Toxizitat untersucht. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf das
Korpergewicht, Elektrokardiogramm und das Blutbild gerichtet. Nach der
Toétung der Versuchstiere wurde eine makroskopische Untersuchung der
Organe durchgefiihrt und das Herz und die Hoden auf histologische
Veranderungen hin untersucht. Diese Versuche wurden von der
Arbeitsgruppe Dr. Svetlana Gelperina am Institut fir Humane Morphologie

in Moskau, Russland durchgefihrt.

3.8.2.2.1 Versuchstiere

Fir die subchronische toxikologische Studie wurden ausgewachsene
mannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 120 - 150 g von der
Russischen Akademie der Medizinischen Wissenschaften bezogen. Die
Tiere wurden zum Akklimatisieren fur 14 Tage in Kafigen zu je 5 Tieren bei
einem 12-stindigen Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Wa&hrend der
gesamten Versuchsdauer hatten die Tiere standigen Zugang zu Wasser

und Nagerfutter.

3.8.2.2.2 Behandlungsschema und Durchfihrung

Die erhaltenen Wistar-Ratten wurden zufallig in Gruppen zu je 12 Tieren
aufgeteilt und jede Gruppe erhielt eine der in Tabelle 10 aufgefiihrten
Zubereitungen. Eine Gruppe blieb als Kontrolle unbehandelt. Alle
Zubereitungen wurden, gemaB dem Behandlungsschema in Punkt
3.8.2.1.3, mit einer Dosierung von 1,5 mg/kg Doxorubicin 3mal mit einem
72-stiindigen Abstand verabreicht. Vor der Behandlung wurde ein
klinischer Bluttest und eine Elektrokardiographie durchgefiihrt sowie das
Korpergewicht bestimmt. Diese Parameter wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wiederholt gemessen. Das Koérpergewicht wurde 15 und 30
Tage nach Behandlung bestimmt. Klinische Bluttests wurden 3, 5, 7, 14
und 30 Tage nach Behandlung wiederholt und die Elektrokardiographie an
den Tagen 15 und 30 nach Behandlung durchgefihrt. Zur Untersuchung
der Organe wurden 6 der 12 Tiere 15 Tage nach Behandlung und die
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restlichen Tiere 30 Tage nach Behandlung eingeschlafert und die Organe
entnommen. Die Organe wurden gewogen und der relative
Organ/Koérpergewichts-Index berechnet. Eine histologische Untersuchung
erfolgte flr das Herz- und Hodengewebe, indem die Organe in Formalin

eingebettet, geschnitten und mit Eosin angefarbt wurden.

Tabelle 10 Zubereitungen der subchronischen toxikologischen Studie

1 Dxr-NP 3 mal 1,5 mg/kg alle 72 h
2 Dxr-NP + 1% (m/V) Tween 80 3 mal 1,5 mg/kg alle 72 h
3 Dxr-LOsung 3 mal 1,5 mg/kg alle 72 h
4 Dxr-Lésung + 1% (m/V) Tween 80 3 mal 1,5 mg/kg alle 72 h
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die BHS ist der limitierende Faktor in der gezielten Arzneimitteltherapie
von Erkrankungen des ZNS wie z.B. Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson,
Epilepsie, Schizophrenie, Chorea Huntington, bakterielle und virale
Infektionen und Gehirntumoren. Sie besteht aus verschiedenen Zelltypen
wie Endothelzellen, Astrocyten, Pericyten und Microglia mit besonderen
morphologischen Eigenschaften. Diese sind, das Vorhandensein von ,Tight
Junctions", eine verminderte Pinocytoserate, der verstarkte Metabolismus
von Substanzen und Expression von aktiven Efflux-Transportern auf der
luminalen Seite (Terasaki and Hosoya, 1999). Aufgrund dieser
Schutzmechanismen sind nur solche Substanzen in der Lage die BHS zu
Uberwinden, die unpolar und ungeladen sind und deren Molekulargewicht
unter 500 Da liegt (Pardridge, 2005). Koérpereigene Substanzen wie
Glukose, Fettsauren und Cholesterol besitzen spezifische Transportwege
Uber Rezeptoren oder Transporter, um ins Gehirn zu gelangen (Pardridge,
1991). Bisher war es nur moglich Uber invasive Methoden wie z.B.
osmotische Offnung der BHS oder nicht invasive Methoden wie z.B.

Verwendung von Prodrugs einen Arzneistoff ins Gehirn einzuschleusen.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Herstellung, Charakterisierung und
In-vitro- sowie In-vivo-Testung eines kolloidalen Tragersystems zur
Uberwindung der BHS. Auf diesem Gebiet wurden in der Vergangenheit
einige Erfolge erzielt. So war es zum Beispiel mdglich, die Arzneistoffe
Kytorphin, Dalargin, Doxorubicin, Loperamid, und Tubocurarin mit Hilfe
von Tween 80 Uberzogenen PBCA-NP hirngangig zu machen und zentrale
Effekte zu erzeugen (Alyautdin et al., 1995; Alyautdin et al., 1997;
Schroeder et al.,, 1998; Gulyaev et al., 1999). In weiteren Versuchen
stellte sich heraus, dass eine Anlagerung von Apolipoproteinen aus dem
Blut an die Tween 80 Uberzogenen PBCA-NP ein méglicher Schlisselfaktor
des Transportes der Arzneistoffe ins Gehirn darstellt (Lick, 1997; Lick et
al., 1997). Daraufhin wurden Apolipoproteine in Folgeversuchen adsorptiv

an die PBCA-NP gebunden und somit ein Gehirn-Targeting erreicht
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(Kreuter et al., 2002). Hierbei tat sich besonders ApoE3 als potentieller

Gehirn-Targeting-Ligand hervor.

ApoE3 ist Bestandteil von Lipoproteinpartikeln wie HDL, LDL oder VLDL
und ist somit maBgeblich am Transport dieser Lipoproteine und damit
vergesellschaftetem Transport von Cholesterol und Fettsauren in das ZNS
beteiligt. Die Aufnahme dieser Lipoproteinpartikel erfolgt tiber Bindung des
Apolipoprotein-Bestandteils an Rezeptoren der LDL-Rezeptor-Gen-Familie
(Punkt 2.2.2.3) (Nimpf and Schneider, 2000; Herz and Marschang, 2003;
Dergunov, 2004). Diese auch an der BHS vorkommenden Rezeptoren
werden zusammen mit dem gebunden Lipoproteinpartikel internalisiert

und in das Gehirn eingeschleust (Dehouck et al., 1997).

Um einer mdglichen Desorption von Liganden wie z.B. ApoE3 von der
Partikeloberflache vorzubeugen und die Menge des einzusetzenden
Liganden zu verringern, wurde in vorangegangenen Doktorarbeiten
Nanopartikel aus HSA entwickelt (Weber et al., 2000; Langer et al., 2003),
mit denen es moglich war diese Strukturen direkt an die Oberflache des
Tragersystems zu binden (Wartlick et al.,, 2004a). Vorteile von
Nanopartikeln aus HSA sind ihre geringe Antigenitadt, die einfache
Herstellung und die fur proteinchemische Modifikationen vorhandenen
Amino- und Carboxyl-Gruppen auf der Oberflache. So ist es mdglich einen
Drug-Targeting-Liganden  durch  einen  geeigneten bifunktionalen
Crosslinker direkt kovalent an die Oberflache der HSA-NP zu binden
(Langer et al., 2000). Auf Verwendung des kritisch zu bewertenden
Tensids Tween 80 als Uberzug kann somit verzichtet werden. Die
Entwicklung eines ApoE3-modifizierten Tragersystems trieb vor allem Frau
Michaelis voran (Michaelis, 2005). Es wurden unterschiedliche Crosslinker
und Bindungsstrategien verwendet um das Protein an die Partikel zu
binden. Nach der Beladung der entwickelten ApoE3-modifizierten
Nanopartikel mit einem Modellarzneistoff konnten erste Erfolge beim
Gehirn-Targeting im Tiermodell erzielt werden. Dabei stellte sich heraus,
dass die korrekte Bindungssequenz des Liganden zum Rezeptor zur
Uberwindung der BHS nétig ist (Michaelis et al., 2006).
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Gegenstand der vorliegenden Doktorarbeit war es die ApoE3-modifizierten
Nanopartikel routinemaBig herzustellen und weitere Versuche im
Tiermodell durchzufiihren. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die
Variation der einzelnen Komponenten gelegt, wie z.B. Bindungslange des
Crosslinkers, Art der Bindung des ApoE3 und/oder des Arzneistoffs
Loperamid. Auch die getrennte und zeitlich versetzte Applikation der

aktiven Komponenten wurde untersucht.

Ein weiteres Ziel war es, das so entwickelte Tragersystem auf eine
therapeutische Anwendung hin zu Ubertragen. Von besonderem Interesse
war dabei die Behandlung von Gehirntumoren. Fir diese Art der
Erkrankung des ZNS stehen nur wenige therapeutisch wirksame
Arzneistoffe aus der Gruppe der Nitrosoharnstoffe (Camustin, Lomustin)
zur Verfligung. Die konventionelle Therapie erfolgt durch Bestrahlung oder
operative Entfernung des Tumors. Zur Behandlung von Gehirntumoren
wurden im Rahmen dieser Arbeit HSA-NP entwickelt, die als Arzneistoff
das Zytostatikum Doxorubicin tragen. Dieser zur konventionellen
Krebstherapie eingesetzte Arzneistoff wurde aufgrund seines vielseitigen
Wirkmechanismus und seines sehr gut bekannten pharmakologischen
Profils hin ausgewahlt. Es wurden zwei Beladungsstrategien flr den
Arzneistoff verfolgt. Zum einen die adsorptive Bindung des Arzneistoffs an
das Tragersystem nach Herstellung der HSA-NP, zum anderen die
Einbindung von Doxorubicin in die Matrix der Partikel. Zuletzt genannte
Strategie hat den Vorteil, dass der Arzneistoff vor auBeren Einflissen wie
Desorption, Inaktivierung durch Enzyme und oxidative Prozesse geschutzt
ist. Um sicherzustellen, dass das Doxorubicin nach der Bindung an das
Partikelsystem noch seine volle antineoplastische Wirkung hat, wurde in
Zellkulturexperimenten mit Neuroblastomzellen die antiproliferative

Wirkung des Arzneistoffs bestimmt.

An diese Versuche schloss sich die Herstellung von ApoE3-modifizierten
Doxorubicin-tragenden HSA-NP an. Wie bereits mit Doxorubicin-beladenen
PBCA-NP geschehen (Steiniger et al., 2004), wurden diese Dxr-NP im

Tierversuch an Glioblastom tragenden Ratten eingesetzt und im Vergleich
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zu einer unbehandelten Kontrollgruppe die mittlere Uberlebenszeit

bestimmt.

Des Weiteren war es von Interesse ob die entwickelten Dxr-NP im
Vergleich zu einer Standard Zytostatika Therapie mit einer Doxorubicin
Lésung einen Vorteil im Nebenwirkungsprofil haben. Hierflir wurde eine
subchronische toxikologische Studie an mannlichen Ratten durchgefihrt.
Besonderes Augenmerk lag dabei auf den flr eine Doxorubicinbehandlung
typischen Nebenwirkungen wie z.B. Kardiotoxizitat, Blutbildveranderungen

und der Einfluss auf schnell teilendes Gewebe (Hoden).

4.1 Herstellung und Charakteristika von HSA-NP
4.1.1 GroBe und Zetapotential

Die routinemaBige Herstellung von leeren HSA-NP erfolgte nach der von
Weber et al. und Langer et al. beschriebenen Desolvatationsmethode
(Weber et al., 2000; Langer et al., 2003). Die so erhaltenen Nanopartikel
hatten eine GréBe von 205,9 = 16,6 nm (n = 10) und eine Zetapotential
von -48,0 £ 2,6 mV (n = 5).

4.1.2 Gravimetrie

Der Gehalt der Nanopartikel in den jeweiligen Proben wurde gravimetrisch
nach der in Punkt 3.5.2 beschriebenen Methode bestimmt. Bei allen
Nanopartikel-Praparationen, sowohl mit als auch ohne Arzneistoff sowie
mit als auch ohne Oberflachenmodifikation, wurde der Nanopartikel-Gehalt
nach allen Reaktionsschritten und Umsetzungen bestimmt. Je nach
Anwendung der entsprechenden Zubereitung wurden die
Nanopartikelsuspensionen im letzten Arbeitsschritt auf einen Gehalt von
10,0 bis 20,0 mg/ml eingestellt. Bei der Verabreichung der Nanopartikel

an Mause wurde immer eine Konzentration von 10,0 mg/ml eingestellt.
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4.2 Bindung von ApoE3 an die Oberflache von HSA-NP
4.2.1 Kovalente Bindung von ApoE3

Die kovalente Bindung von Liganden an die Oberflache von kolloidalen
Tragersystemen wurde bereits 1974 von Molday et al. beschrieben
(Molday et al., 1974). Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es zahlreiche
Publikationen in denen verschiedene Drug-Targeting-Liganden wie z.B.
Antikdérper und korpereigene Proteine die kovalent an Tragersysteme
gekoppelt sind zu einer Anreicherung im Zielgewebe fiuhrten (Huwyler et
al., 1996; Zhang et al.,, 2002; Li et al., 2003; da Cruz et al., 2004;
Wartlick et al., 2004a). In dieser Arbeit wurde ApoE3 als Ligand flr eine

gezielte Anreicherung von Nanopartikeln aus HSA im Gehirn verwendet.

4.2.1.1 NHS-PEG-MAL Crosslinker

Die Bindung des Liganden ApoE3 wurde durch die Verwendung von
bifunktionalen Crosslinkern (NHS-PEG-MAL) erreicht. Diese Crosslinker,
der Firma Nektar Huntsville, USA, enthalten zwei flr die Pegylierung
gebrauchliche funktionelle Gruppen. Selektiv flr die Reaktion des
Crosslinkers mit SH-Gruppen, wie sie in ApoE3 eingefihrt wurden, ist die
Maleinimid-Struktur. Fir die Reaktion mit Amino-Gruppen auf der
Partikeloberflache steht der reaktive N-Hydroxy-succinimid-Ester
(NHS-Ester) zur Verfigung. Die Reaktion der Maleinimid-Struktur mit
SH-Gruppen ist im neutralen pH-Bereich (pH = 7,0) um den Faktor 1000
schneller als mit anderen nucleophilen Gruppen (Amino- oder
Hydroxy-Gruppen). Verschiebt man den pH-Wert in den leicht alkalischen
Bereich (pH = 8,0-9,0) verlagert sich das Reaktionsgleichgewicht
zugunsten der Amino-Gruppen, die mit den SH-Gruppen um die
Maleinimid-Funktion konkurrieren. Zudem besitzen beide funktionellen
Gruppen unterschiedliche Stabilitaten in wassrigem Medium. Der
NHS-Ester ist im Gegensatz zur Maleinimid-Struktur hydrolytisch instabil.
Aus diesem Grund wurde bei der kovalenten Konjugation von ApoE3 an
die HSA-NP zundachst Uber die NHS-Ester-Funktion der Crosslinker an die
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Amino-Gruppen auf der Nanopartikeloberflache gebunden. Durch die
unterschiedlichen Hydrolysegeschwindigkeiten der Maleinimid-Struktur
gegenuber dem NHS-Ester, bleibt die Aktivitdt der Maleinimid-Gruppe
erhalten. Bedingt durch die hdéhere Reaktionsgeschwindigkeit der
Maleinimid-Komponente gegeniber SH-Gruppen war es dann madglich, das
vorher thiolierte ApoE3 kovalent an die Oberflache des Tragersystems zu
binden. Ein Schema der Reaktion der beiden funktionellen Gruppen des

Crosslinkers mit SH- und Amino-Gruppen ist in Abbildung 8 dargestellt.

Zwischen den beiden reaktiven Gruppen befindet sich eine PEG-Kette
definierter Lange. In dieser Arbeit wurden Crosslinker verwendet bei
denen diese Kette ein mittleres Molekulargewicht von 3400 Da bzw.
5000 Da hat. Vorteil dieser PEG-Ketten ist ein ausreichend groBer Abstand
zwischen Ligand und Oberflache der Partikel um madgliche sterische
Hinderungen zur Zielstruktur auszuschlieBen. Zudem sorgt die PEG-Kette
fir eine Hydrophilisierung der Nanopartikel. Hierdurch wird eine
Opsonisierung durch Immunglobuline und Faktoren des
Komplementsystems und die damit verbundene Phagozytose durch
Makrophagen verringert und folglich die Zirkulationszeit des
Tragersystems im Blutstrom verlangert. Dieser Effekt ist in der Literatur
auch als ,Stealth Effect® bekannt und wurde zuerst bei pegylierten
Liposomen beobachtet (Allen and Hansen, 1991; Newman et al., 1999;
Wang et al., 2000).
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Abbildung 8 Reaktionsschema des NHS-PEG-MAL Crosslinkers mit Amino-Gruppen
der HSA-NP und SH-Gruppen des thiolierten Liganden am Beispiel ApoE3

4.2.1.2 Thiolierung von ApoE3

Um den hier verwendeten Drug-Targeting Liganden ApoE3 an die
Maleinimid-Struktur des Crosslinkers zu binden, wurden in das 34 kDa
groBe Molekll durch Reaktion mit Traut's-Reagenz SH-Gruppen eingeflhrt.
Traut’s-Reagenz ist ein zyklisches Thioamid (2-Iminothiolan), das in einem
pH-Bereich von 7,0 bis 9,0 mit primaren Amino-Gruppen unter
Ringaufspaltung reagiert und somit SH-Gruppen in ein Zielmolekdl

einfuhrt (Abbildung 9). Unter den gewahlten Reaktionsbedingungen ist die
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Reaktion mit primaren Aminen 100-fach schneller als mit aliphatischen

und phenolischen Hydroxy-Gruppen.

Traut's-Reagenz

] cl
cl +
N NH
:S: __NH, 2
o HSM
NH, o N
Abbildung 9 Reaktionsschema: Thiolierung von ApoE3 mit Traut’s Reagenz

Der Nachweis der eingeflihrten SH-Gruppen wurde durch Reaktion mit
Ellman’s-Reagenz (5,5’-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesaure) = DTNB)
durchgefihrt. Hierbei reagiert das DTNB quantitativ mit freien
SH-Gruppen zu einem gemischten Disulfid und 2-Nitro-Thiobenzoesaure
(TNB) (Ellman, 1959) (Abbildung 10). Das bei der Reaktion entstandene
TNB ist gelb gefarbt und hat bei einem pH-Wert zwischen 7,6 und 8,6
einen molaren Extinktionskoeffizienten von 14150 M'cm™ bei einer
Wellenldange von 412 nm. Die Menge des freigesetzten TNB ist somit

proportional zu der Menge an vorhandenen SH-Gruppen.

Die Thiolierung des ApoE3 mit einem 50-fachen molaren Uberschuss an
Traut's-Reagenz ergab nach der Reaktion mit Ellman’s-Reagenz und
Vergleich mit L-Cystein-Standards, dass im Durchschnitt 1,43 + 0,37 mol
SH-Gruppen pro mol ApoE3 (n = 5) eingeflihrt wurden.
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Abbildung 10 Reaktionsschema: Nachweis der eingefihrten SH-Gruppen mit

Ellman’s-Reagenz am Beispiel von ApoE3

4.2.1.3 Konjugation und Beladungsbestimmung von thioliertem ApoE3 an
aktivierte HSA-NP

Die mit dem Crosslinker NHS-PEG-MAL aktivierten Nanopartikel wurden
mit dem thiolierten ApoE3 versetzt und inkubiert. Die noch freie und
aktive Maleinimid-Struktur des Crosslinkers reagierte mit den eingefiihrten
SH-Gruppen im ApoE3-Molekul Uber Nacht, wobei das ApoE3 kovalent an
die Oberflache der Partikel gebunden wurde. Das entstandene
ApoE3-modifizierte Tragersystem ist schematisch in Abbildung 11
dargestellt.
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Abbildung 11 Struktur der ApoE3-modifizierten HSA-NP mit kovalent gebundenem
ApoE3

Um zu quantifizieren wie viel des eingesetzten ApoE3 an das Tragersystem
gebunden hat, wurden zwei analytische Verfahren, Western-Blot und
Micro-BCA-Assay, eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte indirekt, das heiBt,
es wurde der ungebundene Anteil des Liganden im Uberstand der

Nanopartikel quantifiziert und rechnerisch der gebundene Anteil bestimmt.

Im Micro-BCA-Assay wird der Gesamtproteingehalt einer Lésung
bestimmt. Bei den hier vorhandenen Uberstédnden nach Inkubation (Punkt
3.2.3.1) kénnten theoretisch nur zwei Proteine vorhanden sein, erstens
ungebundenes ApoE3 und zweitens aus der Partikelmatrix freigesetztes
HSA. Um eine Verfalschung des Ergebnisses durch freies HSA
auszuschlieBen, wurden zwei Hintergrund-Kontrollen mit aktivierten HSA-
NP und leeren HSA-NP angesetzt (Tabelle 2). Zusatzlich wurde eine
Adsorptions-Kontrolle von ApoE3 an HSA-NP ohne Crosslinker
durchgefuhrt, um das Ergebnis um den unspezifisch gebundenen Anteil
von ApoE3 zu korrigieren. Durch Vergleich mit dem 100%-Wert konnte der
kovalent gebundene Anteil von ApoE3 nach Versetzen mit dem
Mirco-BCA-Reagenz photometrisch bestimmt werden. Die Auswertung des
Micro-BCA-Assay ergab eine Bindungseffizienz von 40,2 £ 9,5% (n = 10)
des thiolierten ApoE3 an die aktivierten HSA-NP. Das entspricht einer
Beladung von 2,16 x 102 £ 0,68 x 10> mol ApoE3 pro mol HSA bzw.
11,35 + 3,59 pg ApoE3 pro mg HSA-NP (n = 7).

Zur Kontrolle der Ergebnisse des Micro-BCA-Assay wurde mit den nach der

Konjugation erhaltenen Uberstdnden ein SDS-Page (Laemmli, 1970) mit
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anschlieBendem Western-Blot (Towbin et al.,, 1979) durchgefihrt. Zur
Detektion des ApoE3 wurde sich der Methode der ,Enhanced
Chemilumineszenz"-Reaktion, wie bereits unter Punkt 3.2.3.3.3
beschrieben, bedient. Ein charakteristisches Laufbild ist in Abbildung 12 zu
sehen. Sowohl die Uberstande als auch die Positiv-Kontrolle wurden auf
eine ApoE3-Konzentration von 20 pg/ml eingestellt, die Belichtungszeit
betrug 10 Sekunden. Es ist deutlich zu sehen, dass eine starke Bande bei
der Positiv-Kontrolle (Linie 4) bei einem Molekulargewicht von ca. 34 kDa
auftrat. Dies entspricht dem Molekulargewicht von ApoE3 (34200 Da). Bei
den Partikeliberstanden (Linie 1 - 3) waren die Bandenintensitaten im
Vergleich zur Kontrolle deutlich abgeschwacht bis kaum erkennbar. Dies
bedeutet, dass ein betrachtlicher Anteil des ApoE3 an den Crosslinker und
somit an das Tragersystem gebunden hat. Eine genaue Quantifizierung
mittels WB war unter den gegebenen Umstanden nicht mdglich. Allerdings
konnte mit diesem Verfahren eindeutig die Identitat und eine Bindung des

Liganden nachgewiesen werden.

Die Kombination beider analytischer Verfahren belegte, dass ApoE3
kovalent an das Tragersystem gebunden wurde. Die erhaltenen
ApoE3-HSA-NP hatten eine durchschnittliche GréBe von 219,4 £ 19,2 nm
(n=10) und ein Zetapotential von -42,3+1,2mV (n=25). Bei
Verwendung der so erhaltenen Nanopartikel zu Tierversuchen betrug der
ApoE3-Gehalt 113,5 + 35,9 ug/ml.

1 2 3 4

Abbildung 12 Western-Blot der Uberstdnde der Nanopartikel nach ApoE3-Konjugation

(1-3) und einer ApoE3-Ldsung (4), Konzentration maximal 20 pg/ml
ApoE3

70



Ergebnisse und Diskussion

4.2.2 Bindung von ApoE3 Uber das NeutrAvidin-Biotin-System

Das NeutrAvidin-Biotin-System ist ein sehr starker Komplex mit einer
Komplexbildungskonstante von K, = 10'> M! (Hiller et al., 1987). NAV hat
ein Molekulargewicht von 60 kDa, einen isoelektrischen Punkt von 6,0 und
besteht aus vier Untereinheiten. Jede Untereinheit ist in der Lage ein
Molekul Biotin zu binden. Der gebildete Komplex weist Uber einen weiten
pH-Bereich eine hohe Stabilitat auf, die auch kurzzeitiges Erhitzen nicht
verringert (Wei and Wright, 1964). Fur die Bindung von ApoE3 Uber dieses
System musste zunachst ApoE3 wie in Punkt 3.2.3.5 beschrieben
biotinyliert werden. Eine Uberpriifung der Biotinylierung erfolgte nicht. Da
dies ausfuhrlich in der Dissertation von Frau Michaelis behandelt wurde
(Michaelis, 2005).

Die Bindung des thiolierten NAV an die noch vorhandene aktive
Maleinimid-Struktur des Crosslinkers erfolgte analog der kovalenten
Bindung des thiolierten ApoE3. Zur Quantifizierung der Bindung des NAV
wurden die Uberstinde bei einer Wellenldinge von 280 nm direkt
vermessen und durch Vergleich mit Kontroll-L6sungen (Tabelle 3) die
Bindungseffizienz bestimmt. NAV  wurde mit  durchschnittlich
54,8 £ 10,2% (n=3) an die aktivierten HSA-NP gebunden. Die
entstandenen NAV-PEG-NP hatten eine GréBe von 234,1 £ 13,2 nm
(n = 3).

Die Bindung des biotinylierten ApoE3 erfolgte wie unter Punkt 3.2.3.6
beschrieben. Die Feststellung der Identitdat und die Quantifizierung der
Bindungseffizienz des ApoE3 wurden ebenfalls mittels Western-Blot und
Micro-BCA-Assay durchgeftihrt. Hierbei betrug die Beladung von ApoE3
Uiber das NeutrAvidin/Biotin System 2,30 x 1072 £0,26 x 10> mol ApoE3
pro mol HSA, dies entspricht 12,11 £ 1,36 pg ApoE3 pro mg NP. Die
resultierenden ApoE3-NAV-NP (Abbildung 13) waren 220,4 £ 15,1 nm
(n = 3) groB und hatten ein Zetapotential von 37,2 £2,9 mV (n = 3). Die
etwas geringere GroBe im Vergleich zu den NAV-PEG-NP kommt durch die

Desaggregation von Agglomeraten durch wiederholtes Redispergieren der
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Probe im Ultraschallbad zustande. Im Tierversuch betrug die
ApoE3-Konzentration dieser Partikel 121,1 £ 13,6 pg/ml.

NeutrAV|d|n

Blotln

Abbildung 13 Struktur der ApoE3-modifizierten HSA-NP mit Bindung des ApoE3 Uber
das NeutrAvidin-Biotin-System

4.3 Loperamid-beladene Nanopartikel

Loperamid ist ein synthetisches Opioid, das bei der Behandlung von
Diarrhée Anwendung findet. Durch seine agonistische Wirkung an
Opiat-Rezeptoren kommt es zu einer Tonussteigerung der glatten
Muskulatur des Darms und somit zur Hemmung von peristaltischen
Wellen. Die durchschnittliche Verweilzeit im Darm wird verlangert, was zu
einer gesteigerten Wasser- und Elektrolyt-Aufnahme fihrt. Die orale
Bioverflgbarkeit des Loperamids ist nur sehr gering (0,3%), da es einem
ausgepragten ,First Pass Effekt" unterliegt. Unter Verwendung von
Ublichen Dosen, aber auch bei stark erhohten klinischen Dosen, treten
keine Opiat-typischen zentralen Effekte, wie z.B. Atemdepression oder
schmerzstillende Wirkung auf. Daraus lasst sich schlieBen, dass Loperamid
selbst in hohen Dosen kaum in der Lage ist die BHS zu Uberwinden. Nur
bei Kindern unter zwei Jahren, bei denen die BHS noch nicht vollstandig
ausgebildet ist, wurden diese Opiat typischen Wirkungen beobachtet
(Bhutta and Tahir, 1990). Ein Grund flr die Undurchlassigkeit der BHS flr
Loperamid ist, dass der Arzneistoff ein Substrat fir das Pgp darstellt. In
~Pgp-Knockout"-Mausen konnte gezeigt werden, dass Dosen von

Loperamid, die ohne Effekt auf Wildtyp-Mause sind, bei den
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~Knockout™-Mausen zum Tod fuhrten (Schinkel et al.,, 1996). Auch eine
Hemmung des Pgp durch die vorherige Gabe des Pgp-Inhibitors Chinidin
zeigte einen deutlichen atemdepressiven Effekt an menschlichen
Probanden (Sadeque et al., 2000).

Diese Eigenschaften machen Loperamid zu einem geeigneten
Modellarzneistoff flir das ApoE3-modifizierte Tragersystem  zur
Uberwindung der BHS. Wenn das Tradgersystem in der Lage ist Loperamid
in das ZNS zu transportieren, misste an den Versuchstieren ein
analgetischer Effekt messbar sein. Ein einfacher Test um eine
schmerzstillende Wirkung zu messen, ist der bereits unter Punkt 3.8.1.1

beschriebene Tail-Flick-Test.

4.3.1 Beladungsbestimmung von Loperamid

Um den Transport von Loperamid Uber die BHS zu gewahrleisten, musste
der Arzneistoff zunachst an das Tragersystem gebunden werden. Eine
Einbindung des Arzneistoffs in die Partikel war aufgrund der hohen
Affinitdt zu dem Desolvatationsmittel Ethanol, das zur Herstellung der
HSA-NP eingesetzt wird, nicht mdglich (Michaelis, 2005). Somit erfolgte
die Beladung nach Herstellung der fertigen Nanopartikel adsorptiv an die
Oberflache (Punkt 3.3.3). Zur Beladungsbestimmung wurde der
ungebunden Anteil des Arzneistoffs nach der HPLC-Methode von Chen et
al. (Chen et al.,, 2000) bestimmt. Unter den gewahlten analytischen
Bedingungen hatte Loperamid eine Retentionszeit von 18 min und war bis

zu einer unteren Konzentration von 1,0 pg/ml quantifizierbar.

4.3.1.1 Beladung unmodifizierter Nanopartikel mit Loperamid

Die adsorptive Beladung wurde zunachst an unmodifizierten HSA-NP
durchgefiuhrt. Da die Adsorptionsrate von Substanzen stark von der zur
Verfligung stehenden Oberflache abhangt, wurde die Menge an Loperamid

immer auf eine konstante Menge Nanopartikel (20,0 mg) bezogen. Es
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wurden Nanopartikelzubereitungen mit drei unterschiedlichen
Konzentrationen an Loperamid hergestellt. Die Ergebnisse der Beladung

sind in Tabelle 11 zu sehen.

Tabelle 11 Adsorptive Beladung von HSA-NP mit Loperamid, (n = 9, £ S.D.)
Loperamid Beladungseffizienz absolute Konzentration
mg/20mg NP % Beladung Loperamid
pg/mg NP mg/ml
1 3,3 45,6 £ 5,3 75,3 £ 8,7 0,75 + 0,09
2 6,6 25,1 £ 4,5 82,9 £ 14,9 0,83 £ 0,15
3 7,0 22,2 £ 5,2 77,6 £ 18,1 0,77 £ 0,18

Die absolute Beladung der HSA-NP ist unabhangig von der zur Beladung
eingesetzten Menge an Loperamid und befindet sich im Bereich von 75 bis
85 pg/mg Nanopartikel. Die Menge von 3,3 mg Loperamid pro 20 mg
Nanopartikel ist anscheinend ausreichend um ein Adsorptionsgleichgewicht

und eine vollstandige Beladung der Oberflache zu erreichen.

4.3.1.2 Beladung modifizierter Nanopartikel mit Loperamid

Die Beladung oberflachenmodifizierter Nanopartikel erfolgte analog der
Beladung unmodifizierte HSA-NP. Da diese Zubereitungen zur Verwendung
im Tier bestimmt waren, wurde eine einheitliche Konzentration von
0,7 mg/ml Loperamid angestrebt. Dies entspricht bei einer Dosis von
7,0 mg/kg Koérpergewicht einer Injektion von 200,0 ul intravends in die
Schwanzvene bei einer 20,0 g schweren Maus. Die Beladung aller
oberflachenmodifizierter Zubereitungen mit 7,0 mg Loperamid pro 20 mg
Nanopartikel ergab eine durchschnittliche Beladungseffizienz von
21,3 £ 5,3%, was einer Konzentration von 0,75 £ 0,17 mg/ml entspricht.
Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem Ergebnis unmodifizierter

Nanopartikel und flhrt zu dem Schluss, dass die Modifikation der
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Oberflache der HSA-NP keinen Einfluss auf die Adsorption des Arzneistoffs

Loperamid hat.

4.3.2 Tail-Flick-Test mit Loperamid-beladenen Nanopartikeln

Die mit dem Arzneistoff Loperamid beladenen Nanopartikel wurden im
Tail-Flick-Test gemaB Punkt 3.8.1.1 getestet. Fir die hier untersuchten
Zubereitungen wurde ausschlieBlich ApoE3 einer einzigen Charge aus der
Arbeitsgruppe von Frau Dr. Tikva Vogel (Abteilung Neurobiologie,
Weizmann Institut der Wissenschaften, Rehovoth, Israel) verwendet. Alle
Proben wurden i.v. in die Schwanzvene der Versuchsmause injiziert und
die Schmerzempfindlichkeit der Tiere nach unterschiedlichen Zeitpunkten
gemessen. Mit Hilfe der Formel 1 wurde flir jede Nanopartikelzubereitung

und jeden Zeitpunkt der %-MPE berechnet und graphisch dargestelit.

4.3.3 Versuchsreihe A

Die Versuchsreihe A umfasste die in Tabelle 12 aufgefiihrten Proben. Die

Ergebnisse des Tail-Flick-Tests sind in Abbildung 14 dargestellt.

Tabelle 12 Zubereitungen Tail-Flick-Test Versuchsreihe A

1 ApoE3-PEG5000-NP Loperamid 7,0 mg/kg
2 ApoE3-PEG3400-NP Loperamid 7,0 mg/kg
3 ApoE3-NAV-NP Loperamid 7,0 mg/kg
4 HSA-NP + ApoE3-Ldsung Loperamid 7,0 mg/kg
5 HSA-NP Loperamid 7,0 mg/kg
6 Lopermid-Lésung Loperamid 7,0 mg/kg
7 ApoE3-PEG5000-NP ohne Arzneistoff
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Abbildung 14  Tail-Flick-Test Versuchsreihe A: Probe 1: ApoE3-PEG5000-NP mit
Loperamid 0,7 mg/kg, Probe 2: ApoE3-PEG3400-NP mit Loperamid
0,7 mg/kg, Probe 3: ApoE3-NAV-NP mit Loperamid 0,7 mg/kg, Probe 4:
HSA-NP + ApoE3-Lsg mit Loperamid 0,7 mg/kg, Probe 5: HSA-NP mit
Loperamid 0,7 mg/kg, Probe 6: Lopermid-Lsg mit Loperamid 0,7 mg/kg,
Probe 7:  ApoE3-PEG5000-NP ohne Arzneistoff, Messung der
Schmerzempfindlichkeit mittels Tail-Flick-Test 15, 30, 45, 60, 120 und
180 min nach Injektion, (n = 10, £ S.D.)

Der Tail-Flick-Test mit den Zubereitungen der Versuchsreihe A zeigte
deutlich, dass alle Zubereitungen, die ApoE3 und den Arzneistoff
Loperamid enthielten (Probe 1 bis 4), eine deutlich gesteigerte
Reaktionszeit und somit einen analgetischen Effekt im Tiermodell
hervorriefen. Hierbei war bereits direkt nach Injektion ein verandertes
Verhalten der Tiere sichtbar. Die Tiere waren leicht sediert, weniger
neugierig und von der Koérperhaltung als ,kugelig® zu bezeichnen. Bei
einigen Versuchstieren war der so genannte ,Straub-Effekt" erkennbar. Bei
diesem Effekt kommt es zum senkrechten Aufstellen des Schwanzes von

Nagern, wie Mausen oder Ratten, unter Opiat-Einfluss (Holten, 1957).
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Einen typischen Verlauf der analgetischen Wirkung zeigten Probe 2 und 3.
Die %-MPE-Werte liegen bei beiden Versuchsgruppen nach 15 min bei
Uber 90% und fallen nach 45 min nur geringfligig auf = 65% ab. Erst nach
120 min ist kein Effekt (%-MPE < 20%) bei den Versuchstieren mehr zu
sehen. Ein ahnlicher Kurvenverlauf mit geringfligig niedrigeren %-MPE-
Werten ist bei Probe 1 sichtbar. Auch hier ist nach 120 min kein Effekt bei

den Versuchstieren mehr vorhanden.

Um zu untersuchen, ob die Art der Bindung des ApoE3 und die Lange des
verwendeten Crosslinkers einen Einfluss auf den Transport von Loperamid
Uber die BHS hat, wurden die Proben 1 bis 3 getestet. In Probe 1 wurde
die kovalente Bindung des ApoE3 uber einen NHS-PEG-MAL Crosslinker
mit einem Molekulargewicht von 5000 Da, bei Probe 2 mit einem
Molekulargewicht von 3400 Da durchgeflihrt. Der Vergleich zeigte
geringfligig héhere %-MPE-Werte nach 15, 30, 45 und 60 min fir Probe 2.
Die Auswertung der Messwerte mittels t-Test zeigte allerdings, dass die
Werte der beiden Proben nicht signifikant voneinander unterschieden
werden kénnen (p = 0,664). Auch der Vergleich mit Probe 3, bei der die
Bindung des ApoE3 Uber das NeutrAvidin/Biotin-System erfolgte, zeigte
keinen signifikanten Unterschied zu den ApoE3-PEG-NP (p = 0,634).
Folglich ist keine Differenzierung zwischen der direkten Bindung des
Liganden an den Crosslinker und der Bindung Uber das NeutrAvidin/Biotin-
System unter den gewahlten Versuchsbedingungen mdéglich. Auch das
Molekulargewicht der Crosslinker und damit der Abstand des ApoE3 zur
Oberflache der HSA-NP scheint keine Auswirkung auf die Wirksamkeit des
Tragersystems  zu haben. Ein Unterschied zwischen einem
Molekulargewicht von 3400 Da, 5000 Da oder ein noch gréBerer Abstand
Uber das NeutrAvidin/Biotin-System (5000 Da + 60000 Da = 65000 Da)

war nicht erkennbar.

Ein Uberraschendes Ergebnis lieferte die Applikation von
Loperamid-beladenen HSA-NP, die ungebundenes ApoE3 in der
Zubereitung enthielten. Die urspriinglich als Kontrolle angedachte Probe 4

hatte einen %-MPE von 74% nach 15 min. Der antinociceptive Effekt
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steigerte sich nach 30 min auf 89% und lag sogar nach 60 min immer
noch bei 75%. Analog den Proben 1 bis 3 war der %-MPE nach 120 min
auf ca. 20% gefallen. Dieses Resultat gibt Anlass zu Spekulationen. Eine
mogliche Erklarung ist, dass sich nach Zugabe des ApoE3 dieses in
ausreichenden Mengen an die Oberflache der Partikel adsorptiv anlagert,
um ein aktives Drug-Targeting zu erreichen. Dies wurde die Hypothese
unterstitzen, dass die Art der Bindung des Drug-Targeting-Liganden keine
Auswirkung auf die Effizienz des Tragersystems hat. Eine weitere
Méglichkeit ist, dass ApoE3 womdéglich selbst einen Einfluss auf die BHS
hat, was zu einer hdheren Durchlassigkeit flir die HSA-NP oder fir den

Arzneistoff fuhren kdonnte.

Alle weiteren Kontrollzubereitungen (Proben 5, 6, 7) erzielten das zu
erwartende Ergebnis. Weder die Applikation einer Lésung des reinen
Arzneistoffs (Probe 6) noch die von Loperamid-beladenen HSA-NP
(Probe 5) zeigten einen Effekt im Tierversuch. Lediglich zu den
Anfangszeitpunkten lagen die %-MPE-Werte leicht Uber 20%, nahmen in
der nachfolgenden Messung aber wieder Werte unter 20% an. Ursache
hierflir ist womdglich, dass die Messung der Reaktionszeit und Injektion
der Zubereitungen beide am Schwanz der Maus erfolgten. Dies flihrt zu
Irritationen in diesem Bereich und einer anfangs geringfligig erhéhten
Schmerztoleranz. Folglich besteht keine signifikante Schmerzreduktion der
Proben 5 und 6. Ein direkter analgetischer Effekt des Tragersystems ohne

Arzneistoff konnte durch Injektion der Probe 7 ausgeschlossen werden.

Die Resultate der Versuchsreihe A zeigen, dass es mit ApoE3-modifizierten
HSA-NP madglich ist den Arzneistoff Loperamid Uber die BHS zu
transportieren. Hierbei spielt die Art der Bindung des ApoE3 an das
Tragersystem nur eine untergeordnete Rolle in der Wirkung im
Tail-Flick-Test. Die entsprechenden Kontrollzubereitungen zeigten keinen
Effekt.
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4.3.4 Desorption von Loperamid

Eine immer wieder gestellt Frage in Zusammenhang mit der adsorptiven
Beladung von Arzneistoffen, ist die Stabilitat der Bindung wahrend der
Zirkulation des Tragersystems im Organismus. Aus diesem Grund wurden
mit drei unterschiedlichen Mengen Loperamid-versetzte HSA-NP
hergestellt und deren Beladung bestimmt (Punkt 4.3.1.1). Diese drei
Nanopartikelspezies wurden in unterschiedlichen Medien (Wasser, 10%
Serum, 90% Serum, 1% Tween 80) gemaB Punkt 3.3.5 flr 15 und
120 min inkubiert (Tabelle 4) und der von der Oberflache desorbierte
Arzneistoffanteil in Prozent mittels HPLC bestimmt (Tabelle 14 und Tabelle
15).

Tabelle 13 Desorption von Loperamid: Inkubationsmedien der mit unterschiedlichen

Mengen Loperamid versetzten HSA-NP

Bezeichnung Inkubationsmedium
Loperamid NP 3,3 mg 3,3/1 Wasser

3,3/2 10% Serum

3,3/3 90% Serum

3,3/4 1% Tween 80
Loperamid NP 6,6 mg 6,6/1 Wasser

6,6/2 10% Serum

6,6/3 90% Serum

6,6/4 1% Tween 80
Loperamid NP 7,0 mg 7,0/1 Wasser

7,0/2 10% Serum

7,0/3 90% Serum

7,0/4 1% Tween 80
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Tabelle 14 Desorption von Loperamid: Inkubationszeit 15 min (n = 3, £ S.D.)
Bezeichnung Beladung vorher Beladung nachher desorbierter
ng/mg NP ng/mg NP Anteil %
3,3/1 74,3 £ 5,6 50,5+ 1,9 32,1 £ 2,5
3,3/2 74,3 £ 5,6 37,8 £ 2,8 49,1 +£ 3,8
3,3/3 74,3 £ 5,6 -2,5+£0,2 103,3 £ 0,3
3,3/4 74,3 £ 5,6 10,16 = 3,3 86,3 £ 4,4
6,6/1 86,1 £17,2 53,7 £ 1,6 37,6 £ 1,8
6,6/2 86,1 £17,2 44,6 £ 0,9 48,2 £ 1,0
6,6/3 86,1 £17,2 -3,1+1,7 103,5 + 2,0
6,6/4 86,1 £17,2 13,8 £ 0,8 83,9 £ 0,9
7,0/1 108,8 £ 12,0 72,6 £1,3 33,3+ 1,2
7,0/2 108,8 £ 12,0 66,9 £ 1,2 38,5+ 1,1
7,0/3 108,8 £ 12,0 18,7 £ 5,0 82,8 £ 4,5
7,0/4 108,8 £ 12,0 35,32+ 1,6 67,5+ 1,4
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Tabelle 15 Desorption von Loperamid: Inkubationszeit 120 min (n = 3, £ S.D.)
Bezeichnung Beladung vorher Beladung nachher desorbierter
ng/mg NP ng/mg NP Anteil %
3,3/1 66,9 + 4,9 57,8 £ 0,5 17,7 £ 0,7
3,3/2 66,9 £ 4,9 39,2 +0,3 44,2 =+ 0,4
3,3/3 66,9 = 4,9 8972 87,2 £ 10,2
3,3/4 66,9 £ 4,9 19,8 £ 0,1 71,8 +£0,1
6,6/1 64,3 £ 12,2 43,0+ 1,1 33,0+ 1,7
6,6/2 64,3 + 12,2 26,8 £ 0,5 58,2 £ 0,7
6,6/3 64,3 £ 12,2 -2,8+1,5 104,4 + 2,4
6,6/4 64,3 £ 12,2 2,3 +0,8 96,4 + 1,2
7,0/1 71,8+ 7,1 46,9 = 0,8 34,6 £ 1,1
7,0/2 71,8+ 7,1 32,4 £ 0,5 54,9 £ 0,6
7,0/3 71,8+ 7,1 -09+24 101,2 £ 3,3
7,0/4 71,8+ 7,1 5,6 0,6 92,2 £ 0,86

In den Tabellen sind die absoluten Beladungen der fur diesen Versuch
eingesetzten Nanopartikel vor und nach der Inkubation, sowie die
prozentuale Desorption des Arzneistoffs aufgelistet. Bei allen Proben war
eine Desorption von Loperamid von der Partikeloberflache zu beobachten.
Der desorbierte  Anteil war stark von dem  verwendeten
Inkubationsmedium abhangig. In Wasser erreichte die Desorption nach
15 min sowie nach 120 min Werte um die 30%. Drlckt man diesen Wert
als Konzentration des Arzneistoffs in dem Ldsungsmittel aus, erhalt man
die theoretische Ld&slichkeit von Loperamid in Wasser (20 bis 30 pg/ml)
(Ricker and Egerer, 2006). Hbhere Desorptionswerte wurden bei der
Inkubation mit Serum erreicht. Hier wurde der zuvor an die HSA-NP
gebundene Anteil an Loperamid im Fall von 10% Serum um bis zu 49%
nach 15 min und 58% nach 120 min reduziert. Eine nahezu vollstandige

Abldésung des Arzneistoffs war bei der Inkubation der Partikel mit 90%
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Serum zu beobachten. Im Falle der Proben 3,3/3 15 min, 6,6/3 15 min,
6,6/3 120 min und 7,0/3 120 min betrug die Desorption 100%. Dies
spricht flir eine hdhere Affinitat von Loperamid zu den
Serum-Bestandteilen als zu der Oberflache des Tragersystems. Eine
ebenfalls fast vollstandige Desorption wurde bei der Inkubation mit 1%
Tween 80 beobachtet. Dieser Effekt ist durch die I6sungsvermittelnden
Eigenschaften des Emulgators zu erklaren. Loperamid kann durch
Tween 80 in Mizellen solubilisiert werden, was dazu fuhrt, dass das
Adsorptionsgleichgewicht auf die Seite des freien Loperamids verschoben
wird. Die Desorptionswerte lagen nach 120 min nur bei den Proben 6,6/4
und 7,0/4 geringflugig héher als nach 15 min, wohingegen die Werte bei
3,3/4 etwas geringer ausfielen. Eine Zeitabhangigkeit der Desorption von
Loperamid war in den untersuchten Zeitraumen nicht zu sehen, was dafur
spricht, dass die Desorption schon nach 15 min weitgehend abgeschlossen
war. Eine kurzere Inkubationszeit war aus technischen Grinden nicht
durchfiuhrbar.

4.3.5 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse  der  Desorption von Loperamid von der
Nanopartikeloberflache zeigten, dass die adsorptive Bindung des
Arzneistoffs nicht sehr stabil ist. Besonders in der Gegenwart von
Plasmaproteinen fand eine Umverteilung von Loperamid von der
Partikeloberfldche an die Blutbestandteile statt. Dieses In-vitro-Resultat
fiUhrte zu dem Schluss, dass auch in vivo der Arzneistoff nach i.v.
Applikation von dem Tragersystem desorbierten wird. Dennoch war im
Tail-Flick-Test ein Opioid- bzw. Loperamid-Effekt zu verzeichnen (Punkt
4.3.2). In den folgenden In-vivo-Versuchsreihen sollte nun untersucht
werden, ob auch eine getrennte und zeitversetzte Applikation von
Loperamid und ApoE3-NP oder einer ApoE3-Lésung einen analgetischen

Effekt im Tiermodell zeigt.
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4.3.6 Tail-Flick-Test: Getrennte und zeitversetzte Applikation von

ApoE3-NP oder ApoE3-LAdsung und Loperamid
4.3.6.1 Versuchsreihe B

In dieser Versuchsreihe sollte abgeklart werden, ob eine getrennte und
zeitversetzte Verabreichung von Loperamid und ApoE3-NP oder
ApoE3-Lésung den Transport des Arzneistoffs liber die BHS ermdglicht und
wie groB der Zeitabstand zwischen Injektion der ApoE3-haltigen
Zubereitung und Injektion einer Loperamid-L6ésung maximal sein kann.

Hierzu wurden zwei Versuchsgruppen angelegt:
Gruppe 1: Erste Injektion:  ApoE3-NP

Zweite Injektion: nach 1/4h, 1/2h, 2h, 4h, 8h, 24 h
Loperamid (7,0 mg/kg).

Gruppe 2: Erste Injektion:  ApoE3-Lbésung

Zweite Injektion: nach 1/4h, 1/2h, 2h, 4h, 8h, 24 h
Loperamid (7,0 mg/kg).

Die Resultate des Tail-Flick-Tests beider Versuchsgruppen sind in
Abbildung 15 und Abbildung 16 dargestelit.
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Abbildung 15 Tail-Flick-Test Versuchsreihe B, Gruppe 1: Erste Injektion: ApoE3-NP
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zweite Injektion: nach 1/4h, 1/2h, 2h, 4h, 8h, 24 h Loperamid
(7,0 mg/kg), Messung der Schmerzempfindlichkeit mittels Tail-Flick-Test
15, 30, 45, 60, 90, 120 und 180 min nach zweiter Injektion
(n =10, £ S.D.)
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Abbildung 16 Tail-Flick-Test Versuchsreihe B Gruppe 2: Erste Injektion: ApoE3-L6ésung
zweite Injektion: nach 1/4h, 1/2h, 2h, 4h, 8h, 24 h Loperamid
(7,0 mg/kg), Messung der Schmerzempfindlichkeit mittels Tail-Flick-Test
15, 30, 45, 60, 90, 120 und 180 min nach zweiter Injektion
(n =10, £ S.D.)

Die getrennte und zeitversetzte Applikation von ApoE3-NP und einer
Loperamid-Lésung zeigte im Tail-Flick-Test einen deutlichen Effekt. Als
positive Kontrolle wurden erneut ApoE3-NP mit adsorptiv gebundenem
Loperamid verwendet. Ein Zeitversatz der Injektion der Nanopartikel zum
Arzneistoff von 1/4 h, 1/2h und 2 h ergaben ahnliche Verlaufe mit
%-MPE-Werten von = 75% nach 15 min und einem Abfall auf 40 bis 50%
nach 60 min. Wie in Versuchsreihe A hatte sich die
Schmerzempfindlichkeit der Tiere nach 120 min mit Werten um die 10%
wieder vollstandig normalisiert. Gleiche Anfangswerte lieferte auch die
zeitlich versetzte Injektion nach 4 h mit schmerzstillenden Effekten von
72% nach 15 min. Der Kurvenverlauf nahm allerdings, im Vergleich zu den
Untersuchungen mit klrzeren Injektionsabstdanden, schneller ab. Die

Injektion mit einem noch gréBerem Zeitabstand (8 h, 24 h) lieferte
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%-MPE-Werte um die 50% nach 15 min mit einem Abfall auf < 33% nach
60 min. Hier war bereits nach 90 min kein Effekt (%-MPE < 15%) mehr zu

sehen.

Ahnliche Ergebnisse lieferte die Gruppe 2. Hierbei wurde auf die
Nanopartikel verzichtet und freies ApoE3 zusammen mit Loperamid oder
zeitlich versetzt Loperamid injiziert. Die direkte Gabe von freiem ApoE3
mit Arzneistoff als auch kurze Injektionsabstande von 1/4 h und 1/2 h
ergaben %-MPE-Werte von 90 bis 98% zum Zeitpunkt 15 min mit einem
vergleichbaren Kurvenverlauf. Der Trend zu geringfligig hdheren
%-MPE-Werten war bei einem Zeitversatz der Injektion des Arzneistoffs
von 1/4 h zu sehen (95% nach 30 min, 60% nach 60 min). Im Vergleich
hierzu fiel der antinociceptive Effekt bei einem Spritzabstand von 1/2 h
bereits nach 60 min auf unter 20% ab. Die Versuchsgruppen mit héheren
ApoE3-Loperamid-Zeitabstanden (4 h, 8 h, 24 h) zeigten eine geringere
analgetische Wirkung von 60 bis 74% zum Zeitpunkt 15 min und hielten
sich bei der Zweitinjektion nach 8 h und 24 h bis zu einer Zeit von 60 min
auf einem Plateau von 60%. Bei allen Zubereitungen war nach 120 min

keine schmerzstillende Wirkung mehr erkennbar.

Die Untersuchungen der beiden Gruppen der Versuchsreihe B zeigte, dass
eine getrennte und zeitversetzte Applikation des Modellarzneistoffs
Loperamid zu ApoE3-NP oder ApoE3-L6sung eine analgetische Wirkung im
Tiermodell erzielte. Bei beiden Gruppen war zu sehen, dass mit
steigendem Injektionsabstand der ApoE3-haltigen Zubereitungen zum
Arzneistoff der Anfangseffekt geringer ausfiel. Dennoch war nach 24 h
Zeitversatz immer noch ein %-MPE von 50 bis 60% zu beobachten. Dieses
Ergebnis zeigt, dass es nicht unbedingt notwendig ist den Liganden oder
den Arzneistoff an das Tragersystem zu binden bzw. dass gar kein
Tragersystem fur das Erzielen eines analgetischen Effektes im
Tail-Flick-Test notwendig ist. Diese Versuchsreihe bestatigt die Annahme
aus Punkt 4.3.5, dass Loperamid nach Injektion in den Organismus nicht
mehr oder nur in geringen Mengen an das Tragersystem gebunden

vorliegt. Dennoch bleibt die Frage offen, auf welche Weise
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ApoE3-modifizierte Nanopartikel oder freies ApoE3 in der Lage sind, den
Arzneistoff BHS-gangig zu machen. Eine Mdglichkeit ist, dass Loperamid
sich in genugend groBen Mengen an die zirkulierenden ApoE3-PEG-NP
oder das freie ApoE3 anlagert und somit eine rezeptorvermittelte
Transzytose an der BHS stattfindet. Eine weitere Moglichkeit ist, dass das
ApoE3 in den hier eingesetzten 1,5-fach hoheren physiologischen
Konzentrationen (Kostner and Marz, 2001) durch die Bindung an
Rezeptoren der LDL-Rezeptor-Familie an der BHS (Punkt 2.2.2.3) eine
modulierende Wirkung auf diese Barriere haben kénnte. Solche Wirkungen
kdnnten durch Auslésen einer Signaltransduktionskaskade in den
verantwortlichen Zellen in verschiedenen Effekten auf die BHS resultieren.
Diskutiert werden kann in diesem Zusammenhang eine Offnung der ,Tight
Junctions" des Gehirnepithels (Punkt 2.1.2.2) oder eine Hemmung des flr
die Ausschleusung von Loperamid verantwortlichen aktiven Transporters
Pgp (Punkt 2.1.2.4). Eine Modulation der BHS durch ApoE3 kénnte zum
Beispiel durch die Astrozyten erfolgen. Sie besitzen zahlreiche Rezeptoren
der LDL-Rezeptor-Familie wie den ApoER2 wund sind an der
Aufrechterhaltung der Integritdt der BHS beteiligt (Ransom and
Sontheimer, 1995; Gee and Keller, 2005). Beide Hypothesen wirden zu
einer Anreicherung des Opioids im Gehirn und somit zu dem typischen

analgetischen Effekt fihren.

Der Vergleich beider Gruppen zeigt, dass die Injektion einer ApoE3-Ldsung
anstelle von ApoE3-NP vor der Injektion des Arzneistoffs zu nicht
signifikant hoéheren schmerzstillenden Effekten flhrte. Diese Effekte
scheinen aber im Gegensatz zu der Injektion von ApoE3-PEG-NP schneller
abzuflachen. Erklart werden kann dies durch eine wahrscheinlich langere
Zirkulationszeit der ApoE3-PEG-NP (,,Stealth Effekt" siehe Punkt 2.2.1) im
Vergleich zu reinem ApoE3. Dennoch sind nach 24 h noch genigend
ApoE3-Molekile bzw. ApoE3-PEG-NP im Blutstrom vorhanden um eine

Uberwindung der BHS zu gewéhrleisten.
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4.3.6.2 Versuchsreihe C

Mit dem Opiod-Rezeptor-Agonisten Loperamid konnte in den
vorangegangenen Versuchsreihen gezeigt werden, dass der Arzneistoff in
Kombination mit ApoE3 einen analgetisches Effekt im ZNS bewirkt. Um
abzuklaren, dass dieser Effekt tUber die Opioid-Rezeptoren vermittelt wird,
wurde den Versuchstieren vor Injektion einer ApoE3-Lésung mit
Loperamid der Opioid-Rezeptor-Antagonist Naloxon i.p. gespritzt. Tabelle
16 zeigt die getesteten Zubereitungen. Die Ergebnisse des durchgefiihrten
Tail-Flick-Tests sind in Abbildung 17 dargestellt.

Tabelle 16 Zubereitungen Tail-Flick-Test Versuchsreihe C, Applikation einer
Naloxon-Lésung vor Injektion von ApoE3-Lésung mit Loperamid
7,0 mg/kg

ApoE3-Lsg mit
Probe 1 Positivkontrolle
Loperamid 7,0 mg/kg

Probe 2 Naloxon-L&sung nach 10 min ApoE3-L6sung
robe
0,1 mg/kg i.p. + Loperamid 7,0 mg/kg
Naloxon-Ldsung nach 30 min ApoE3-L6sung
Probe 3
0,5 mg/kg i.p. + Loperamid 7,0 mg/kg
Naloxon-Ldsung
Probe 4 Negativkontrolle

0,5 mg/kg i.p.
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Abbildung 17 Tail-Flick-Test Versuchsreihe C: Applikation einer Naloxon-Lésung vor
Injektion einer ApoE3-Lésung mit Loperamid (7,0 mg/kg), Probe 1:
ApoE3-Lsg mit Loperamid (Positivkontrolle), Probe 2: Naloxon-Lsg
0,1 mg/kg i.p., nach 10 min ApoE3-Lsg mit Loperamid, Probe 3:
Naloxon-Lsg 0,5 mg/kg i.p., nach 30 min ApoE3-Lsg mit Loperamid,
Probe 4: Naloxon-Lsg 0,5 mg/kg i.p. (Negativkontrolle), Messung der
Schmerzempfindlichkeit mittels Tail-Flick-Test 15, 30, 45, 60, 90, 120
und 180 min nach zweiter Injektion (n = 10, £ S.D.)

Die i.v. Verabreichung der Positivkontrolle (Probe 1) Ilieferte die
gewunschte schmerzstillende Wirkung, was sich in hohen %-MPE-Werten
bis zu 60 min nach Injektion zeigte. Eine Applikation von 0,1 mg/kg
Naloxon 10 min vor i.v. Injektion der Vollzubereitung senkte den
analgetischen Effekt des Loperamids nicht signifikant, was sich in
%-MPE-Werten von bis zu 77% nach 15 min duBerte. Grinde hierflr
kdnnen der hohe First-Pass-Effekt und ein zu kurzes Zeitintervall fur die
Aufnahme von Naloxon nach i.p. Gabe gewesen sein (Kreutzmann and
Langner, 2006). Bestatigt wurde diese Annahme durch Erhéhung der Dosis

auf 0,5 mg/kg und VergroBerung des Spritzabstandes auf 30 min. Nach
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dieser Vorbehandlung der Versuchstiere erzielte eine Zubereitung von
ApoE3 und Loperamid keinen antinociceptiven Effekt im Tail-Flick-Test
mehr (%-MPE < 20%). Auch die alleinige Gabe des Opioid-Antagonisten

hatte keine Wirkung auf das Schmerzempfinden der Tiere.

Diese Versuchsreihe bestatigt die zentral-analgetische Wirkung von
Loperamid in Kombination mit dem Apolipoprotein ApoE3. Die Wirkung
wird durch Bindung an die Opioid-Rezeptoren im ZNS ausgeldst und ist

vollstandig durch Naloxon antagonisierbar.

4.4 Doxorubicin-beladene Nanopartikel

Die Bindung von antineoplastischen Arzneistoffen an kolloidale Drug-
Delivery-Systeme wie z.B. Nanopartikel ist ein viel versprechender
Fortschritt, um die Wirksamkeit von Zytostatika zu steigern und
Nebenwirkungen zu minimieren. Das in dieser Arbeit verwendete
Zytostatikum Doxorubicin wurde bereits in vorangegangenen Arbeiten an
verschiedene nanopartikuldare Tragersysteme aus unterschiedlichen
Materialien gebunden, wie z.B. PBCA (Gulyaev et al., 1999; Steiniger et
al., 2004), PIHCA (Cuvier et al., 1992), PLGA (Yoo et al., 1999) und
Gelatine (Leo et al., 1997; Leo et al., 1999). Im Vergleich zu einer
herkémmlich verwendeten Doxorubicin-Lésung zeigen solche
Partikelsysteme mehrere Vorteile: So ist mit diesen nanopartikularen
Formulierungen in einem GrdéBenbereich von 100 bis 500 nm ein passives
Tumor-Targeting durch den EPR-Effekt wie schon unter Punkt 2.2.1
beschrieben moéglich (Maeda et al.,, 2000). Des Weiteren waren einige
dieser mit Doxorubicin beladenen kolloidalen Tragersysteme in der Lage
die Resistenz von Krebszellen zu Gberwinden. Im Fall von Barraud et al.
konnten zum Beispiel Doxorubicin-beladene PIHCA-NP den ICso-Wert des
Zytostatikums bei der untersuchten HepaRG Zelllinie im Vergleich zu einer
Loésung um den Faktor 4,5 senken (Barraud et al., 2005). AuBerdem war
es mit PBCA-NP, die mit dem Tensid Tween 80 Uberzogen waren, madglich,
den Arzneistoff in das Gehirn von Tumor-tragenden Ratten einzuschleusen
(Ambruosi et al., 2006) und eine Remission des Tumors bei mehr als 20%
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der behandelten Tiere im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle zu

erzielen (Steiniger et al., 2004).

Ziel dieser Arbeit war es nun die Vorteile von Nanopartikeln aus HSA (wie
z.B. geringe Antigenitat, Bioabbaubarkeit, einfache Herstellung) mit dem
Zytostatikum Doxorubicin zu kombinieren und unter Verwendung des
Drug-Targeting-Liganden ApoE3 eine Anreicherung des Arzneistoffs im
Gehirn zu erreichen. Aus diesem Grund wurden mit Hilfe unterschiedlicher
Strategien beladene HSA-NP entwickelt und charakterisiert, um mit dem
schon unter Punkt 2.2.2.1 beschriebenen Gehirn-Targeting-Prinzip eine
chemotherapeutische Anwendung far die Behandlung von

Glioblastom-tragenden Ratten zu erhalten.

4.4.1 Adsorption von Doxorubicin an HSA

Doxorubicin ist ein schon lange -eingesetztes, gut charakterisiertes
Zytostatikum mit einer Plasmaproteinbindung von 79 bis 85% (Beck et al.,
1982). Um eine spatere optimale Beladung der HSA-NP mit dem
Arzneistoff zu gewahrleisten, wurde zunachst die Adsorption von
Doxorubicin an freies HSA untersucht und die maximal mégliche Bindung

des Zytostatikums an das Protein bestimmt.

4.4.1.1 Vorversuche

Wie schon unter Punkt 3.4.3.1 erwahnt, war es notwendig eine geeignete
Methode zu finden um freies Doxorubicin von an HSA gebundenem
Doxorubicin abzutrennen. HierfUr wurden spezielle Zentrifugenfilter mit
einem GroBenausschluss von 30 kDa verwendet, die im ersten Schritt auf
Parameter wie unspezifische Adsorption des Arzneistoffs an die Filter und
ihr Ruckhaltevermégen flr das Protein getestet werden mussten. Die
Zentrifugation von verschieden Konzentrationen von Doxorubicin ergab,
dass das Zytostatikum in allen Konzentrationsbereichen zu mindestens
99,4 £ 6,2% im Ultrafiltrat enthalten war (Abbildung 18). Eine
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unspezifische Adsorption des Arzneistoffs an die Filtermembran konnte
somit ausgeschlossen werden. Der Nachweis des Proteins HSA im
Ultrafiltrat mittels BCA-Assay verlief negativ und lag somit unterhalb der
Nachweisgrenze (< 20 ug/ml). Der Filter erflllte daher alle Anforderungen

und konnte flr die weiteren Untersuchungen eingesetzt werden.
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Abbildung 18  Wiederfindung von Doxorubicin im Ultrafiltrat der Amicon Ultrafree-MC
Zentrifugenfilter (GréBenausschluss 30 kDa) (n = 3, £ S.D.)

4.4.1.2 Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an HSA

Die Inkubation von 0,25 bis 4,0 mg/ml Doxorubicin pro 20 mg/ml HSA fur
2 h und die anschlieBende Abtrennung des nicht adsorbierten Anteils
ergab, dass in dem Konzentrationsbereich von 0,25 bis 1,0 mg/ml mehr
als 95% des Arzneistoffs an Albumin gebunden vorlag, wohingegen die
Adsorption bei hoéheren Doxorubicin-Konzentrationen auf 75% abfiel
(Abbildung 19). Basierend auf diesen Daten wurde eine

Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an geldéstes HSA kalkuliert
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(Abbildung 20) und an die Adsorptionsmodelle von Langmuir und
Freundlich angepasst. Die beste Anpassung wurde durch Auftragen des
Logarithmus der adsorbierten Menge Doxorubicin pro Masse HSA
(log Dxr/HSA) gegen den Logarithmus der freien Doxorubicin-
Konzentration (log Cpx) mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,98
erhalten (Abbildung 21). Dies legt den Schluss nahe, dass die Adsorption
von Doxorubicin an HSA einer Anlagerung nach dem Modell von Freundlich
entspricht (Freundlich, 1907). Die Anpassung an das Modell von Langmuir

resultierte lediglich in einer Korrelation von 0,83.
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Abbildung 19 Prozentuale Bindung von Doxorubicin (0,25 - 4,0 mg/ml) an 20,0 mg/ml
HSA (n = 3, £ S.D.)
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Abbildung 20  Adsorptionsisotherme von Doxorubicin an HSA (n = 3, £ S.D.)
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Abbildung 21 Lineare Anpassung der Messwerte aus Abbildung 20 an das

Adsorptionsmodell von Freundlich
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4.4.2 Beladung der Nanopartikel

Die Beladung der Nanopartikel mit Arzneistoffen kann nach

unterschiedlichen Strategien erfolgen:

1. Die direkte kovalente Bindung des Arzneistoffs an die Oberflache der
Partikel oder an das flr die Partikel verwendete Polymer vor der
Herstellung (Eatock et al., 1999)

2. Die Adsorption des Arzneistoffs an zuvor hergestellte Nanopartikel

3. Die Einbindung des Arzneistoffs in die Matrix des Tragersystems

wahrend der Herstellung

Die erste der drei Mdglichkeiten fuhrt zu einer vollstandigen Veranderung
des Arzneistoffs mit neuen physikochemischen Eigenschaften und neuem
pharmakologischen Wirkprofil (Duncan, 2003). Dies war in dieser Arbeit
nicht erwlinscht, da lediglich ein neuer Anwendungsbereich fir ein
altbewahrtes Zytostatikum gefunden werden sollte. Die Adsorption an das
Tragersystem, wie es bereits in Punkt 4.3.1 flr Loperamid durchgefihrt
wurde, birgt immer die Gefahr der Desorption oder Umverteilung des
Arzneistoffs im  biologischen System. Die bereits beschriebene
Desorptionsstudie mit Loperamid bestatigt diese Beflirchtungen (Punkt
4.3.4). Die aussichtsreichste Methode ist daher die Einbindung von
Doxorubicin in die Partikelmatrix. Vorteil dieser Strategie ist, dass die
pharmakologisch wirksame Substanz im Inneren der Matrix vor einem
Abbau wahrend der Lagerung oder einer schnellen Inaktivierung nach

Injektion in den Organismus geschutzt ist.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde Doxorubicin sowohl adsorptiv an
zuvor hergestellte Nanopartikel gebunden als auch wahrend der
Herstellung mittels Desolvatationsmethode (Weber et al., 2000; Langer et
al., 2003) in die Partikelmatrix eingebettet. In den folgenden Abschnitten
werden die Ergebnisse der so erhaltenen Doxorubicin-beladenen HSA-NP

beschrieben.
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4.4.2.1 Adsorption von Doxorubicin an die Oberflache der Nanopartikel

Um die Adsorption von Doxorubicin an zuvor hergestellte Nanopartikel zu
untersuchen, wurde eine konstante Menge HSA-NP mit unterschiedlichen
Mengen Doxorubicin inkubiert. Wie Abbildung 22 zeigt, adsorbierte bei
geringen Konzentrationen von 0,25 bis 0,0625 mg/ml Doxorubicin zu
mehr als 97,4 £ 2,0% an die Oberflache der Nanopartikel. Dies entspricht
einer Adsorption von 12,4 + 0,1 pg bis 48,7 = 1,0 pg Doxorubicin pro mg
HSA-NP. Die Beladung nahm mit héheren Konzentrationen des Arzneistoffs
stetig ab, bis sie 69,0 £6,8% (138,0 = 9,4 uyg/mg) fir 1,0 mg/ml
Doxorubicin erreichte. Die Anpassung dieser Daten resultierte in einer
Freundlich-Isotherme mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,9
(Langmuir; r = 0,61). Die so beladenen Nanopartikel zeigten im Vergleich
zu unbeladenen Nanopartikeln keine Veranderung der GroBe. Das
Zetapotential war mit einem Wert von -31,9 £ 2,8 mV geringflgig
positiver als das von leeren HSA-NP (-48,0 £ 2,6 mV). Dies spricht flr
eine leichte Abschirmung der Oberflachenladung durch den adsorptiv
gebundenen Arzneistoff. Die bei den anschlieBenden
Aufreinigungsschritten anfallenden zweiten und dritten Ubersténde
zeigten, dass weniger als 2% des adsorbierten Doxorubicins bei jedem
Waschschritt verloren ging. Auch die Untersuchung der Uberstidnde nach
14tagiger Lagerung ergab keine deutliche Desorption des Zytostatikums

von der Partikeloberflache.
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Abbildung 22 Prozentuale Adsorption von Doxorubicin an 5 mg/ml HSA-NP (n = 3,
+ S.D.)

4.4.2.2 Einbindung von Doxorubicin in die Partikelmatrix

Die Einbindung von Doxorubicin in die Partikelmatrix hat den Vorteil, dass
der Arzneistoff im Inneren des Tragersystems vor duBeren Einflissen
geschutzt vorliegt. Basierend auf den Ergebnissen der Adsorption von
Doxorubicin an gelostes HSA (Punkt 4.4.1.2) wurde der Arzneistoff
zunachst fur 2 h mit dem geldsten Protein inkubiert, dann die Nanopartikel
mittels Desolvatationsmethode hergestellt und anschlieBend mit
unterschiedlichen Mengen Glutaraldehyd quervernetzt. Die Herstellung der
so beladenen Nanopartikel erfolgte bei zwei unterschiedlichen pH-Werten
mit vier verschiedenen Doxorubicin-Konzentrationen. Unter den gewahlten

Herstellungsbedingungen lag die prozentuale Einbindung des Doxorubicins
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bei bis zu 96,5 £ 0,5% beim Einsatz von 0,5 mg/ml Doxorubicin und
nahm auf 54,6 £ 0,3% bei 4,0 mg/ml ab. Die Herstellung der Partikel bei
einem pH-Wert von 6,5 fUhrte durchschnittlich zu einer 7% hdheren
Beladung als die Herstellung bei pH 8,2 (Abbildung 23). Ein Grund hierfur
kann die Konformationsanderung des HSA-Moleklls bei verschiedenen
pH-Werten sein. Im neutralen pH-Bereich liegt das Protein in der
N-Konformation vor, wechselt aber bei hdheren pH-Werten zur
B-Konformation (Carter and Ho, 1994). Es koénnte daher sein, dass die
B-Konformation eine etwas geringe Affinitat zu Doxorubicin hat als die
N-Konformation. Allerdings wurde diese Beobachtung bei hoher
Doxorubicin-Konzentration (4,0 mg/ml) umgekehrt, was auf
konzentrationsabhdangige  Arzneistoffeffekte, wie sie flr einige
Arzneistoffmoleklle bereits beobachtet wurden (Neault and Tajmir-Riahi,
1998; Purcell et al., 2000), hindeutet.
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Abbildung 23 Prozentuale Einbindung von Doxorubicin in die Matrix von HSA-NP in

Abhangigkeit von Arzneistoffkonzentration und pH-Wert (n = 3, £ S.D.)
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Der pH-Wert und die Doxorubicin-Konzentration beeinflussten nicht nur die
prozentuale Beladung der Nanopartikel, sondern hatten auch einen
Einfluss auf GréBe und Polydispersitat der Formulierungen (Abbildung 24).
Monodisperse Partikel (Polydispersitat < 0,1) ergab die Herstellung mit
niedrigen Doxorubicin-Konzentrationen von 0,5 und 1,0 mg/ml bei pH 6,5.
Diese Dxr-NP hatten eine GroéBe von 300 £ 10 nm. Die PartikelgréBe
nahm mit zunehmender Zytostatika-Konzentration und pH-Wert zu und
erreichte fur 4,0 mg/ml Doxorubicin Werte im Mikrometerbereich mit einer

multimodalen GréBenverteilung.
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Abbildung 24 Einbindung von Doxorubicin in die Matrix von HSA-NP: Einfluss von
Doxorubicin-Konzentration und pH-Wert auf die PartikelgroBe und

Polydispersitdt der erhaltenen Nanopartikel (n = 3, £ S.D.)

Die in Abbildung 24 gezeigten Daten verdeutlichen, dass die
Doxorubicin-Konzentration den Desolvatationsprozess wahrend der
Nanopartikelherstellung stark beeinflusst. Das hier eingesetzte
Doxorubicinhydrochlorid dissoziiert in wassriger Lésung in die positiv
geladene Anthracyclin-Struktur und das negativ geladene Chlorid-Ion.

Ionische Verbindungen wie Salze zeigten bereits in vorangegangenen
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Experimenten einen Einfluss auf die Partikelbildung (Langer et al., 2003).
Aufgrund der Abschirmung der Oberflache der HSA-Molekile durch die in
der Lésung enthaltenen Ionen und eine daraus resultierende verringerte
AbstoBung der HSA-Moleklle bei der Desolvatation nimmt die
PartikelgroBe zu. In den weiteren Experimenten wurden daher, um bei
maximaler Einbindung madglichst kleine Nanopartikel zu erreichen, Dxr-NP
mit 0,5 und 1,0 mg/ml Doxorubicin in Kombination mit 20 mg/ml HSA bei

einem pH-Wert von 6,5 hergestellt.

Ein weiterer wichtiger Parameter in der Nanopartikelherstellung ist die
Verwendung unterschiedlicher =~ Mengen an  Glutaraldehyd  zur
Stabilisierung. In Abbildung 25 ist die prozentuale und absolute
Einbindung von Doxorubicin (1,0 mg/ml), in Abhangigkeit von der
verwendeten Glutaraldehyd-Menge 50, 75, 100 und 200% bezogen auf die
vorhandenen freien e€-Aminogruppen des Lysins im HSA-Molekil,
dargestellt. Die hochste Einbindung von 96,3 £ 1,2%, was einer absoluten
Einbindung von 48,2 £ 0,2 yg/mg entspricht, wurde mit 200%
quervernetzten Nanopartikeln erzielt. Im Fall von 50% Glutaraldehyd lag
die Beladung nur bei 67,6 £ 1,8% (34,0 £ 1,4 pg/mg). Dies bestatigt die
Hypothese, dass hohere Konzentrationen an Quervernetzer zu einer
kompakteren Nanopartikelmatrix mit kleineren Poren flhren. Alle so
hergestellten Dxr-NP hatten eine GréBe von 404 £ 14 nm und ein
Zetapotential von -56,1 £ 1,4 mV (Abbildung 26). Eine weitere Erklarung
fir den Einfluss der Glutaraldehyd-Konzentration auf die prozentuale
Einbindung des Arzneistoffs kénnte die kovalente Bindung von Doxorubicin
an das Matrixprotein Uber den Glutaraldehyd sein. Bereits in der Arbeit
von Leo et al. wurde gezeigt, dass bei der Herstellung von Doxorubicin-
beladenen Gelatine-Nanopartikeln bis zu 70% des Arzneistoffs kovalent
Uber den Glutaraldehyd gebunden wurden (Leo et al., 1997). Ganz
auszuschlieBen ist dies nicht flr die hier hergestellten Dxr-NP, allerdings
fallt bei naherer Betrachtung auf, dass in der Arbeit von Leo et al. ein um
den Faktor 10000 unglnstigeres Verhaltnis von Amino-Gruppen des
Proteins zu den Amino-Gruppen des Doxorubicins besteht und ein

Uberschuss von Glutaraldehyd von bis zu 11000% eingesetzt wurde.
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Deshalb kann flr das hier entwickelte System die kovalente Bindung des

Zytostatikums an das Matrixprotein Uber Glutaraldehyd weitgehend

ausgeschlossen werden.
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Abbildung 25 Einbindung von Doxorubicin in die Matrix von HSA-NP

: Prozentuale und

absolute Einbindung von Doxorubicin in Anhangigkeit der verwendeten

Glutaraldehyd-Menge zur Nanopartikelstabilisierung (n = 6, £ S.D.)
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Abbildung 26 Einbindung von Doxorubicin in die Matrix von HSA-NP: Einfluss der
verwendeten Glutaraldehyd-Menge zur Nanopartikelstabilisierung auf die
PartikelgréBe und das Zetapotential der erhaltenen Dxr-NP (n = 6,
+ S.D.)

4.4.2.2.1 Freisetzung von Nanopartikeln mit eingebundenem Doxorubicin

In dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden wie stabil das
Zytostatikum Doxorubicin in die Matrix der Nanopartikel eingebunden ist.
Hierfir wurden Dxr-NP mit 1,0 mg Doxorubicin pro 20,0 mg HSA mit einer
Quervernetzung von 100% hergestellt und die Freisetzung des
Arzneistoffs in 0,9% NaCl-Lésung nach verschiedenen Zeitpunkten
untersucht. Die Dxr-NP hatten eine absolute Beladung von 44,2 ug/mg
und eine GroBe von 433 nm. In Abbildung 27 sind die prozentuale
Freisetzung und die Abnahme der absoluten Beladung der Nanopartikel

aufgetragen.
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Abbildung 27 Einbindung von Doxorubicin in die Matrix von HSA-NP: Prozentuale
Freisetzung und Abnahme der absoluten Beladung der Nanopartikel mit
eingebundenem Doxorubicin (1,0 mg Dxr pro 20,0 mg HSA, 100%
Glutaraldehyd) (n = 3, £ S.D.)

Die Freisetzung der Dxr-NP betrug nach Inkubation fir 5 min
6,05 £ 0,25% was in einer Beladung von 41,5 £ 0,11 pg/mg resultierte.
Wahrend der ersten 240 min war keine Erhéhung der freigesetzten Menge
an Doxorubicin und damit eine Abnahme der Beladung zu beobachten.
Erst die Analyse der Uberstdnde nach Inkubation fiir 24 h zeigte eine
leicht erhdhte Freisetzung von 8,1 £ 0,5% bzw. eine Abnahme der
absoluten Beladung auf 40,6 £ 0,2 ug/mg. Auch die Untersuchung von

Dxr-NP nach Lagerung fiir 3 Wochen zeigte keine hdhere Freisetzung.

Die Ergebnisse in Abbildung 27 machen deutlich, dass der Arzneistoff
Doxorubicin sehr stabil in die Partikelmatrix eingebunden ist. Selbst nach
Inkubationszeiten von 24 h wird weniger als 4,0 ug Zytostatikum pro mg
Nanopartikel freigesetzt. Einerseits ist dies positiv flir die Lagerstabilitat

der Formulierungen zu bewerten, da der Arzneistoff (ber einen langeren
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Zeitraum in  Wasser oder isotonischer Kochsalzlésung nicht das
Tragersystem verlasst. Kritisch zu sehen sind diese Ergebnisse allerdings
in Bezug auf die Freisetzung des Arzneistoffs im biologischen System. Eine
zu hohe und feste Einbindung von Doxorubicin kann zu einer
unzureichenden Freisetzung am Wirkort und folglich zu einem Ausbleiben

des therapeutischen Erfolgs fuhren.

4.4.2.2.2 Langzeitstabilitat von Doxorubicin-inkorporierten HSA-NP

Wassrige Nanopartikeldispersionen mit eingebundenem Doxorubicin
wurden bis zu 1,5 Jahren bei 4°C im Kuhlschrank gelagert, um die
Stabilitat dieses Zytostatika-Tragersystems in Bezug auf GroéBe und

Polydispersitat unter den gewahlten Bedingungen zu untersuchen.

Nach einer Woche Lagerung zeigten die Partikel ein rotes einheitliches
Sediment, welches leicht durch kurzes Schitteln redispergiert werden
konnte. Wahrend einem Zeitintervall von 21 Tagen verringerte sich die
PartikelgroBe von anfanglich 422 nm auf 374 nm mit monomodaler
GroBenverteilung, nahm aber mit zunehmender Lagerzeit wieder auf
447 nm mit einer leicht erhéhten Polydispersitat von 0,2 nach 6 Monaten
zu. Erst ab einer Lagerdauer von mehr als einem Jahr waren die Partikel
nur noch schwer durch Schitteln zu redispergieren und hatten eine GréBe
von 555 nm nach genau einem Jahr bis hin zu fast 1,0 ym nach 1,5
Jahren mit multimodaler Verteilung. Daraus folgt, dass eine
Langzeitlagerung von Dxr-NP unter den gewdahlten Bedingungen nicht
madglich ist. Ein Ansatz dies zu verbessern ist eine Gefriertrocknung des

Tragersystems mit geeigneten Kryoprotektoren.
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Abbildung 28 Einbindung von Doxorubicin in die Matrix von HSA-NP: Einfluss der
Lagerzeit auf die GréBe und Polydispersitat der Dxr-NP

4.4.3 In-vitro-Testung der Dxr-NP mittels Zell-Viabilitats-Assay

Wie schon unter Punkt 3.6.1 beschrieben, sollte in diesem Versuch
getestet werden, welchen Effekt verschiedene Doxorubicin-Formulierungen
auf die Viabilitat zweier Neuroblastom-Zelllinien (UKF-NB3, IMR-32) haben
bzw. ob das an die Nanopartikel gebundene Zytostatikum noch seine volle
antiproliferative Wirkung hat. Hierzu wurden Nanopartikel mit adsorptiv
gebundenem Doxorubicin (Formulierungen A und B) ebenso wie
Nanopartikel mit in die Matrix eingebundenem Arzneistoff (Formulierungen
C und D) und eine Doxorubicin-Lésung in der Zellkultur getestet. Flr die
adsorptive Bindung wurden 5,0 mg/ml HSA-NP mit 0,125 mg/ml
(Formulierung A) bzw. 0,250 mg/ml (Formulierung B) Doxorubicin
inkubiert, was zu einer Beladung der hier verwendeten Zubereitungen von
24,6 £ 0,3 pg/mg und 49,7 £ 0,5 ug/mg fuhrte. Fur die Einbindung des
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Zytostatikums in die Partikelmatrix wurden 20,0 mg/ml HSA mit
0,5 mg/ml (Formulierung C) bzw. 1,0 mg/ml Doxorubicin (Formulierung
D) kombiniert und mit der Desolvatationsmethode Nanopartikel
hergestellt. Zur Stabilisierung wurden Glutaraldehyd-Mengen, die einer
Quervernetzung von 50% bis 200% entsprechen, verwendet. Hier lag die
absolute Einbindung fur die Formulierung C zwischen 17,1 + 0,6 pg/mg
und 24,3 0,6 yjg/mg und fur die Formulierung D zwischen
33,5 £ 0,5 pg/mg und 48,4 £ 0,3 ug/mg. Die erhaltenen Partikel wurden
vor Inkubation in Zellkultur mit dem Zellkulturmedium auf zuvor

festgelegte Konzentrationen verdinnt.

Die verschiedenen Formulierungen wurden in der Zellkultur an zwei
unterschiedlichen Neuroblastom-Zelllinien untersucht. Hierfir wurde, wie
unter Punkt 3.7.2 beschrieben, ein Zell-Viabilitdts-Assay verwendet, bei
dem der zu den Zellen hinzugegebene gelbe Farbstoff MTT durch
mitochondriale Reduktasen lebender Zellen in das violette Formazan
umgewandelt wird. Je starker die violette Farbung, desto mehr lebende
Zellen sind vorhanden und desto weniger hemmt die untersuchte
Formulierung die Viabilitat der Zellen. In den folgenden Punkten ist der
Einfluss der verschiedenen Formulierungen auf die jeweilige Zelllinie
dargestellt. Als vergleichbarer Parameter wurde flr jede Zubereitung und

jede Zelllinie der ICso-Wert in ng/ml rechnerisch ermittelt.

4.4.3.1 UKF-NB3-Zelllinie

In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Versuche mit UKF-NB3-Zellen
dargestellt. Nanopartikel mit einer hdéheren Beladung an Doxorubicin
(Formulierung D) zeigten einen ICso-Wert von 1,96 £ 0,94 ng/ml bis
2,65 £ 1,55 ng/ml fur den eingebundenen Arzneistoff. Bei den Proben mit
adsorptiv gebundenem Doxorubicin (Formulierungen A, B) betrugen die
ICso-Wert 1,58 £ 0,66 ng/ml bis 2,28 £ 0,02 ng/ml. Im Vergleich hierzu
zeigte eine Doxorubicin-Vergleichslésung einen hdheren ICso-Wert von
5,22 £ 2,66 ng/ml. Des Weiteren war der Trend zu erkennen, dass mit

steigenden Konzentrationen des Quervernetzers die ICso-Werte ebenfalls
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leicht anstiegen. Flr die Zubereitungen der Formulierung C, die mit einer
geringeren Menge Doxorubicin beladen wurden, ist deutlich zu sehen, dass
die ICso-Werte mit 50% (ICso = 2,94 £ 1,38 ng/ml) bis hin zu mit 200%
Glutaraldehyd quervernetzten Nanopartikeln (ICso = 4,65 £ 3,37 ng/ml)
zunahmen. Folglich nimmt die intrazelluldre Freisetzung des Arzneistoffs
mit zunehmender Menge Glutaraldehyd ab. Daher scheint eine schwachere
Stabilisierung der Partikel im Hinblick auf die Wirksamkeit in Zellkultur
vorteilhaft zu sein. Beim naheren Betrachten der Beladung der Dxr-NP
konnte festgestellt werden, dass generell eine hdhere Beladung der
Nanopartikel mit Doxorubicin zu niedrigeren ICso-Werten flhrte. Eine
einfache Erklarung hierflr ist, dass mehr Zytostatikum pro Tragereinheit in

die Zielzelle eingeschleust wird.
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Abbildung 29 Einfluss von verschiedenen Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln im
Vergleich zu einer Doxorubicin-Losung (Dxr-Lsg.) auf die Zellviabilitat
(ICs in ng/ml) von UKF-NB3-Zellen: Nanopartikel mit adsorptiv
gebundenem Doxorubicin (Formulierungen A, B) und Nanopartikel mit
eingebundenem Doxorubicin (Formulierungen C, D) stabilisiert mit
Glutaraldehyd von 50% bis 200% (n = 3, £ S.D.)
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4.4.3.2 IMR-32-Zelllinie

Etwas unterschiedliche Resultate lieferte die Testung der Zubereitungen in
der IMR-32-Zelllinie (Abbildung 30). Zwar hatten auch hier alle
nanopartikuldren Zubereitungen hatten einen signifikant niedrigeren
(p £ 0,001) ICso-Wert (ICso = 2,11 + 0,83 ng/ml bis 4,42 + 2,23 ng/ml)
verglichen mit der reinen Lésung des Zytostatikums
(ICs0 = 8,78 £ 1,25 ng/ml). Wie Dbereits bei den UKF-NB3-Zellen
beobachtet, zeigten die Partikel mit einer héheren Doxorubicin-Beladung
eine durchschnittlich ausgepragtere Hemmung der Zellviabilitdt. Die
Beobachtung, dass eine starkere Quervernetzung der Dxr-NP mit
Glutaraldehyd in UKF-NB3-Zellen zu hdéheren ICso-Werten fluhrte, konnte
jedoch in den Experiment mit IMR-32-Zellen nicht bestatigt werden. Der
genaue Grund hierfur bleibt unklar. Eine unterschiedliche endozytotische
Aktivitat und ein unterschiedlich schneller Abbau der Nanopartikel in der

jeweiligen Zelllinie kdnnte eine mdgliche Erklarung hierflr sein.
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Abbildung 30 Einfluss von verschiedenen Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln im
Vergleich zu einer Doxorubicin-Lésung (Dxr-Lsg) auf die Zellviabilitat
(ICs¢ in ng/ml) von IMR-32-Zellen: Nanopartikel mit adsorptiv
gebundenem Doxorubicin (Formulierungen A, B) und Nanopartikel mit
eingebundenem Doxorubicin (Formulierungen C, D) stabilisiert mit
Glutaraldehyd von 50% bis 200% (n = 3, £ S.D.)

4.4.3.3 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse des Einflusses der Doxorubicin-beladenen Nanopartikel auf
die Viabilitdt der Zelllinien UKF-NB3 und IMR-32 wurden im
vorangegangenen Teil gezeigt. Alle nanopartikuldren Zubereitungen
zeigten eine starke Hemmung der Zellviabilitat bei niedrigen
Doxorubicin-Konzentrationen. Das Doxorubicin behielt in den getesteten
Formulierungen seine volle antineoplastische Aktivitat und hatte im
Vergleich zu einer Arzneistofflésung sogar eine durchschnittlich

gesteigerte zytotoxische Wirkung. Innerhalb der Dxr-NP scheint eine
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hohere Beladung wirkungsvoller zu sein als eine niedrigere Beladung, da
mehr Arzneistoff pro Tragereinheit in die Zellen eingeschleust wird. Die
Tendenz, dass niedriger quervernetzte Partikel starker wirksam waren,

konnte nur in einer der beiden Zelllinien beobachtet werden.

Somit kann eine Abschwachung der antineoplastischen Wirkung von
Doxorubicin durch Bindung an das hier verwendete Tragersystem
ausgeschlossen werden und diese Zubereitungen in vivo eingesetzt

werden.

4.4.4 In-vivo-Testung der Dxr-NP

In den vorangegangenen \Versuchen wurde zum einen das
ApoE3-modifizierte Tragersystem beladen mit Loperamid untersucht und
gezeigt, dass es mit diesen oberflachenmodifizierten Nanopartikeln
maoglich ist, die BHS zu Uberwinden (Punkt 4.3.2). Zum anderen wurden
Doxorubicin-beladene Nanopartikel aus HSA entwickelt, charakterisiert
und in vitro auf ihren antiproliferativen Effekt auf verschiedene
Neuroblastom-Zelllinien untersucht (Punkt 4.4.3). Ziel war es nun die
Ergebnisse aus beiden Versuchsreihen miteinander zu kombinieren, indem
das hier entwickelte Gehirn-Targeting-Prinzip auf mit Zytostatika-beladene
HSA-NP Ubertragen und auf seine Effektivitat bei der Behandlung von

Gehirntumoren untersucht wurde.

Ein weiterer interessanter Punkt ist, ob die hier entwickelten Dxr-NP einen
pharmakologischen und toxikologischen Vorteil gegenltber einer
herkdmmlichen Behandlung mit Doxorubicin haben. Hierbei war von
besonderem Interesse, ob die bei einer herkdmmlichen
Doxorubicin-Behandlung  auftretenden  Nebenwirkungen wie  z.B.
Gewichtsverlust, Blutbildveranderung und vor allem Kardiotoxizitat durch
Kopplung des Arzneistoffs an HSA-NP verringert werden koénnen. Als
Vorbild dient das auf dem amerikanischen Markt erhaltliche Praparat
Abraxane™. Hier ist das Zytostatikum Paclitaxel erfolgreich mit

Nanopartikeln aus HSA kombiniert worden. Resultat war ein verbessertes
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pharmakologisches und toxikologisches Profil des Arzneistoffs und das
Verzichten auf die Ubliche Préamedikation mit Glukokortikoiden bei der
Behandlung mit handelstiblichen Cremophor EL-haltigen Paclitaxel-
Zubereitungen (Damascelli et al., 2001; Ibrahim et al., 2002). Ob dieses
verbesserte Profil auch flr die hier entwickelten Dxr-NP zutrifft, wurde in

einer toxikologischen Studie untersucht.

4.4.4.1 Behandlung von Gehirntumor-tragende Ratten

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits Doxorubicin-beladene
PBCA-NP, die mit dem Emulgator Tween 80 Uberzogen waren, flr die
Behandlung von Gehirntumoren an Ratten eingesetzt (Steiniger et al.,
2004). Das Ergebnis war eine bis zu 20% verlangerte mittlere
Uberlebenszeit der behandelten Gruppe im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe. Grund flr das erfolgreiche Gehirn-
Targeting war die unspezifische Anlagerung von Apolipoproteinen aus dem
Serum der Versuchstiere an die zuvor uberzogenen PBCA-NP (Llck, 1997;
Lick et al., 1997).

Die durchgeflhrten Tierversuche an Glioblastom-tragenden Ratten sollten
eine therapeutische Anwendung der hier entwickelten Dxr-NP in
Kombination mit der direkten Bindung von ApoE3 an das Tragersystem
belegen. Zu diesem Zweck wurde Ratten ein Tumor intrakranial implantiert
und anschlieBend eine Chemotherapie mit verschiedenen
Doxorubicin-Zubereitungen durchgefihrt. Die Verabreichung der Proben
erfolgte i.v. in die Schwanzvene mit einer Dosierung von 1,5 mg/kg an

den Tagen 2, 5 und 8 nach Tumorimplantation.

4.4.4.1.1 Versuchsreihe 1: Dxr-NP mit inkorporiertem Doxorubicin

In dieser Versuchsreihe wurden nur Nanopartikel verwendet, die den
Arzneistoff Doxorubicin eingebetet in die Partikelmatrix enthielten. In

Tabelle 17 sind die eingesetzten Zubereitungen mit ihren jeweiligen
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Eigenschaften aufgelistet. Die Tiere wurden wahrend der gesamten
Versuchsdauer auf die klinischen Symptome Apathie und Gewichtsverlust
hin beobachtet. Bei einem Gewichtsverlust von = 20% oder Paralyse
wurden die Tiere eingeschlafert. Abbildung 30 zeigt die Ergebnisse der
Behandlung der Tumor-tragenden Versuchstiere als Kaplan-Meier-Plot

dargestellt.

Tabelle 17 Eigenschaften der an  Gehirntumor-tragenden Ratten eingesetzten

Zubereitungen der Versuchreihe 1

Konzentration absolute Partikelgroi3e
Doxorubicin Beladung (nm)
(ng/ml) (ng/mg)

1 | Dxr-NP 711,2 46,5 428

2 | ApoE3-Dxr-NP 720,2 43,9 462

3 | PEG-Dxr-NP 1028,1 46,7 474

4 | Dxr-NP + 1% Tween 80 763,2 46,9 434

5 | Dxr-L6sung 1000
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Abbildung 31 Kaplan-Meier-Plot der Versuchsreihe 1: Vergleich von Dxr-NP mit

inkorporiertem Arzneistoff mit einer Doxorubicin-Lésung und einer

unbehandelten Kontrolle

Sowohl die Betrachtung des Kaplan-Meier-Plots als auch die Berechnung
der mittleren Uberlebenszeiten lieferten ein negatives Ergebnis. Im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ist kein positiver Effekt der
nanopartikuldren Zubereitungen auf die Uberlebenszeit der Tiere zu
sehen. So lagen die mittleren Uberlebenszeiten der Dxr-NP-
Formulierungen mit 15,5 Tagen flr ApoE3-Dxr-NP, 17,0 Tage flr Dxr-NP
und 16,5 Tage fir PEG-Dxr-NP alle unterhalb des Werts von 18,0 Tagen
der Kontrollgruppe. Keine dieser vier Gruppen wies einen
Langzeitiiberlebenden (Uberlebenszeit > 180 Tage = ,Long Time
Surviver") oder eine Remission des Tumors auf. Ein geringer Erfolg war bei
der Behandlung mit Tween 80-Uberzogenen Dxr-NP zu sehen. Hier betrug
die mittlere Uberlebenszeit 21,0 Tage und die Versuchsgruppe beinhaltete
einen Langzeitiiberlebenden sowie ein Tier mit einer Uberlebenszeit von
53,0 Tagen. Die statistische Auswertung ergab allerdings keinen

signifikanten Unterschied der Behandlung mit Dxr-NP mit
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Tween 80-Uberzug im Vergleich zur Kontrolle (p = 0,531). Die hdéchste
mittlere Uberlebenszeit von 33,0 Tagen hatte die mit einer
Doxorubicin-Losung behandelte Versuchsgruppe, die jedoch keinen
Langzeitiiberlebenden hervorbrachte. Die maximale Uberlebenszeit eines
Tieres betrug 68,0 Tage, jedoch konnte bei diesem Tier nach der Autopsie
keine Anzeichen eines Tumors entdeckt werden. Daher bleibt hier die
Frage offen, ob es zu einer eher unwahrscheinlichen vollstandigen
Remission des Tumors kam oder das eingepflanzte Glioblastom nicht
angewachsen war. Die Elimination dieses Messwertes aus der Berechnung
ergab eine mittlere Uberlebenszeit von 27,0 Tagen fir die
Doxorubicin-Loésung behandelte Versuchsgruppe, wodurch sich diese

signifikant von der unbehandelten Kontrolle unterscheidet (p = 0,036).

4.4.4.1.2 Versuchsreihe 2: Dxr-NP mit adsorptiv gebundenem

Doxorubicin

Ein weiterer Tierversuch mit Tumor-tragenden Ratten wurde mit Dxr-NP
durchgefuhrt, die den Arzneistoff adsorptiv an die Oberfldche gebunden
trugen, um den moglichen Einfluss der Arzneistoffbindung auf die
antitumorale Effektivitdt zu untersuchen. Die physikochemischen
Eigenschaften der getesteten Formulierungen sind in Tabelle 18
aufgelistet. Die Ergebnisse der antitumoralen Behandlung sind in

Abbildung 31 als Kaplan-Meier-Plot dargestelit.
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Tabelle 18 Eigenschaften der an  Gehirntumor-tragenden Ratten eingesetzten

Zubereitungen der Versuchreihe 2

Konzentration absolute Partikelgrofie
Doxorubicin Beladung (nm)
(hg/ml) (Hg/mg)
Dxr-NP 527,4 47,1 203

2 ApoE3-Dxr-NP 528,1 47,8 208

3 PEG-Dxr-NP 427,2 38,4 210

4 Dxr-NP + 1% Tween 80 527,4 47,1 203

5 Dxr-Lésung 1000
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Abbildung 32 Kaplan-Meier-Plot der Versuchsreihe 2: Vergleich von Dxr-NP mit
adsorptiv _gebundenem Arzneistoff mit einer Doxorubicin-L6sung und

einer unbehandelten Kontrolle

Die Versuchsreihe 2 verlief ebenfalls ohne einen deutlich erkennbaren

therapeutischen Vorteil des ApoE3 Gehirn-Targeting-Prinzips. Im Vergleich
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zur Kontrollgruppe (mittlere Uberlebenszeit 15,5 Tage) hatten alle
Zubereitungen eine gesteigerte Uberlebenszeit von ber 20,0 Tagen. Die
mittleren Uberlebenszeiten betrugen fiir ApoE3-Dxr-NP 21,0 Tage
(Maximalwert 40,0 Tage), flur PEG-Dxr-NP 20,5 Tage (Maximalwert
28,0 Tage) und fir Dxr-NP ohne Modifikation 25,0 Tage (Maximalwert
48,0 Tage). Wiederum den hdéchsten Wert lieferte eine reine Lésung des
Zytostatikums mit 27,0 Tagen gefolgt von Tween 80-uUberzogenen
Nanopartikeln mit 25,0 Tagen und einer maximalen Uberlebenszeit von
54,0 Tagen. Die statistische Auswertung (t-Test) der Messwerte resultierte
in keinem signifikanten Unterschied der Formulierungen ApoE3-Dxr-NP,
Dxr-NP und Dxr-NP + 1% Tween 80 zur Kontrollgruppe (p = 0,062). Ein
statistisch signifikanter Unterschied bestand bei den Gruppen PEG-Dxr-NP
und Doxorubicin-Lésung (p < 0,018).

4.4.4.1.3 Schlussfolgerung

Die Versuche der Kombination des ApoE3-modifizierten Tragersystems mit
den Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln und deren Einsatz zur
Behandlung von Gehirntumoren blieb ohne therapeutischen Erfolg im
Vergleich zu einer Doxorubicin-Lésung. Die Testung von Zubereitungen mit
in die Matrix der Partikel eingebundenem Arzneistoff (Versuchsreihe 1)
zeigte, dass all diese Zubereitungen eine schlechtere antitumorale
Wirkung hatten als eine vergleichbare Losung des Zytostatikums. Lediglich
mit Tween 80 Uberzogene Dxr-NP konnten einen geringen Effekt erzielen.
Eine mdgliche Ursache fir den ausbleibenden therapeutischen Erfolg ist
die schon in Punkt 4.4.2.2.1 untersuchte geringe Freisetzung des
Doxorubicins aus der Partikelmatrix. Hier wurden nach 24 h Inkubation
der Dxr-NP in 0,9% NaCl nur 8% des enthaltenen Arzneistoffs freigesetzt.
Diese geringe Freisetzung kénnte zur Folge haben, dass die Konzentration
des Zytostatikums am Wirkort in vivo zu gering ist, um die Tumorzellen zu
beeinflussen. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der In-vitro-
Studie mit Neuroblastomzellen. Hier reichte die therapeutische

Konzentration des Doxorubicins aus, um das Wachstum der Zellen zu
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hemmen. Der Abbau der Partikel im biologischen System spielt auch eine
entscheidende Rolle bei der Freisetzung des Arzneistoffs. Wie auch in der
Zellkultur gezeigt werden konnte, nahm die antineoplastische Wirkung mit
steigender Quervernetzung der Partikel ab. Gleiches kénnte auch Ursache
fir die geringe In-vivo-Wirkung sein, sodass die hier verwendeten 100%
quervernetzten Nanopartikel nicht in ausreichendem Umfang im Gehirn
der Versuchstiere abgebaut werden und somit die Konzentration von
Doxorubicin unterhalb der minimalen therapeutischen Dosis lag. Ein Beleg
fir den langsamen Abbau von hoch quervernetzten HSA-NP konnte von
Wartlick et al. erbracht werden. So waren hier selbst 24 h nach Aufnahme
der Partikel durch unterschiedliche Krebszelllinien immer noch HSA-NP im
konfokalen Laser Scanning Mikroskop (CLSM) in den Zellen zu sehen
(Wartlick et al., 2004b). Auch der direkte Abbau von HSA-NP durch
verschiedene Enzyme wie Trypsin, Proteinase K, Pepsin, Protease und
Cathepsin B wurde untersucht. Ein deutlicher Abbau war nur bei 40%
quervernetzten HSA-NP erkennbar, wohingegen HSA-NP mit 100%
Glutaraldehyd stabilisiert nur in sehr geringem Umfang nach 24 h

abgebaut wurden (Langer et al., 2007).

So wurde in der Versuchsreihe 2 die Beladungsstrategie der Nanopartikel
auf eine adsorptive Beladung hin variiert. Die chemotherapeutische
Behandlung der Versuchstiere mit diesen Formulierungen brachte im
Vergleich zur Versuchsreihe 1 einen leichten Anstieg der mittleren
Uberlebenszeiten. Allerdings war dieser Anstieg nur teilweise signifikant
unterschiedlich zur Kontrollgruppe und zeigte keinen Vorteil gegenuber
einer Doxorubicin-Lésung. Das die Lésung des Zytostatikums in beiden
Versuchsreihen am effektivsten war, kann auf eine Beeintrachtigung der
BHS durch den Tumor hinweisen. Allerdings findet die Zerstérung der BHS
nur unmittelbar innerhalb des Tumors und nicht in der duBeren Region
statt. Dementsprechend wurden therapeutische Arzneistoff-
Konzentrationen bisher nur in nekrotischem Tumorgewebe gefunden,
wahrend in peripheren Bereichen des Tumors kein oder nur ein sehr
geringer Teil des Arzneistoffs nachweisbar war (Donelli et al., 1992). Dies

ist auch der Grund weshalb keine vollstandige Remission des Tumors
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durch die Behandlung mit Doxorubicin-L6ésung eintrat. Generell bleibt
fraglich in welchem AusmalB die hier getesteten Nanopartikel das Gehirn
erreichen bzw. in welchen Konzentrationen sie letztendlich den Tumor
erreichen. Eventuell kdnnen zwar durch das hier verwendete Gehirn-
Targeting-Prinzip die Dxr-NP die BHS Uberwinden, ob dies aber
gleichbedeutend mit einer Anreicherung im Tumorgewebe ist, bleibt
fraglich. Unter Umstanden ware flr einen therapeutischen Erfolg ein
zusatzliches Tumor-Targeting unerlasslich. So wurde von Kirpotin et al.
gezeigt, dass sich Liposomen, die den HER2- Antikdrper Trastuzumab an
der Oberflache trugen, ebenso wie nicht Antikdrper tragende Liposomen
im Tumorgewebe in vivo anreicherten. Allerdings zeigten beide Liposomen
Spezies eine unterschiedliche Mikroverteilung. Die den Tumor-Targeting-
Liganden tragenden Lipospomen zeigten eine deutlich starkere
Assoziierung zu den Tumorzellen, wohingegen die Liposomen ohne Drug-
Targeting-Liganden eine eher diffuse Verteilung zeigten (Kirpotin et al.,
2006). Des Weiteren hat das Gehirn einen Anteil von 1 - 2% am
Korpervolumen. Wenn nur 1% bis 2% der injizierten Nanopartikel das
Gehirn erreichen, kann je nach Arzneistoff die dadurch eingeschleuste
Menge nicht ausreichend sein, um einen pharmakologischen Effekt zu
erzielen. Besonders bei der Behandlung von komplexen Krankheiten wie
Gehirntumoren, die unter Umstanden mit einer strukturellen Veranderung
des Gehirns und der BHS einhergehen, kann dies die Ursache flr einen
ausbleibenden therapeutischen Erfolg sein. Nichts desto trotz konnten
bisher beachtliche Erfolge mit Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln zur
Therapie von Glioblastom-tragenden Ratten erzielt werden und der
Arzneistoff im Gehirn und Tumorgewebe nachgewiesen werden (Gulyaev
et al., 1999; Gelperina et al., 2002; Steiniger et al., 2004; Ambruosi et al.,
2006).

4.4.4.2 Subchronische toxikologische Studie mit Dxr-NP

Um das Nebenwirkungsprofil von Doxorubicin zu verbessern wurden in der

Vergangenheit verschiedene Strategien verfolgt. So wurden nahezu 2000
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analoge Verbindungen synthetisiert und untersucht, jedoch wurden davon
nur wenige bisher in klinischen Studien verwendet. Analoga der zweiten
Generation wie Epirubicin oder Idarubicin hatten zwar eine geringere
Kardiotoxizitat als der urspriingliche Arzneistoff, konnten diese aber nicht

vollstandig ausschlieBen (Anderlini et al., 1995; Ryberg et al., 1998).

Des Weiteren konnte im Jahre 2002 von Danesi et al. gezeigt werden,
dass die durch Doxorubicin induzierte Kardiotoxizitat in direkter
Korrelation zum maximalen Herz- und Plasmaspiegel und nicht zur
Gesamtplasma-AUC steht (Danesi et al., 2002). Folglich fUhrte eine
langsame Infusion des Arzneistoffs Uber mehrere Stunden zu einer
deutlich geringeren Kardiomyopathie als eine Bolus-Injektion (Cusack et
al., 1993). Daraufhin wurden verschiedene Mdéglichkeiten untersucht das
pharmakokinetische Profil von Doxorubicin zu verbessern. Eine dieser
Méglichkeiten ist die Verpackung in ein Drug-Delivery-System um die
Anreicherung im Tumorgewebe zu verbessern und die maximalen
Plasmaspiegel in gesundem Gewebe zu verringern. Dies wurde bisher
erfolgreich mit liposomalen Zubereitungen mit Doxorubicin erzielt (Safra
et al., 2000; Batist et al., 2001).

Obwohl diese liposomalen Formulierungen mit Doxorubicin bereits auf
dem Markt erhaltlich sind und in der Klinik Verwendung finden, stellen
Nanopartikel eine viel versprechende Alternative dar. So konnte zum
Beispiel mit Doxorubicin-beladenen PBCA-NP die Multidrug-Resistence von
Tumorzellen UGberwunden werden (Cuvier et al., 1992). Die toxikologische
Untersuchung dieser Formulierung ergab keinen Anstieg der akuten
Toxizitat (Gelperina et al., 2002) und flhrte sogar zu einer Verminderung
der Konzentration des Zytostatikums im Herzgewebe (Gulyaev et al.,,
1999).

In der hier durchgefuhrten Studie sollte ebenfalls untersucht werden, ob
die in dieser Doktorarbeit entwickelten Dxr-NP aus HSA ebenfalls ein
verbessertes pharmakologisches und toxikologisches Profil haben wie es
bereits flr Paclitaxel-beladene HSA-NP gezeigt wurde (Gradishar et al,,
2005).
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4.4.4.2.1 Gewicht, Hdmatologie, Elektrokardiographie
4.4.4.2.1.1 Gewicht

Ein wichtiger Parameter zur Beurteilung der Toxizitat einer Zubereitung ist
das Korpergewicht der Versuchstiere. Die Veranderung des Kérpergewichts
der behandelten Ratten wurde als mittlere relative Zunahme des
Korpergewichts in Prozent zum Gewicht vor Behandlung bestimmt. Nach
15 Tagen war die Zunahme des Kdrpergewichts bei allen Versuchsgruppen
im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert. Dieser Effekt war am
ausgepragtesten bei den Tieren, die eine Doxorubicin-Lésung mit
1% (m/V) Tween 80 erhielten und betrug nur 11% im Gegensatz zur
Kontrollgruppe mit 37% Koérpergewichtszunahme (Tabelle 19). Die
Versuchsgruppen, die Dxr-NP mit und ohne Tween 80 erhielten, zeigten
eine Zunahme des Kdrpergewichts von 34% (ohne Tween 80) und 29%
(mit Tween 80). Die Korpergewichtszunahmen Ilagen folglich etwas
niedriger als bei der Kontrollgruppe aber dennoch hdher als bei den
Tieren, die mit reiner Doxorubicin-L6ésung behandelt wurden (28%). Die
Bestimmung des Kérpergewichts nach 30 Tagen (Tabelle 19) zeigte, dass
die nanopartikuldren Zubereitungen keinen negativen Effekt auf das
mittlere Kdrpergewicht hatten. Die Gruppe mit Dxr-NP zeigte sogar einen
Anstieg von 85%, der groBer als der der Kontrollgruppe mit 50% war. Die

geringste Zunahme zeigten die Doxorubicin-Lésungen mit 34% bzw. 41%.

Tabelle 19 Zunahme des Korpergewichts in % 15 und 30 Tage nach Behandlung der

Versuchsgruppen

Gruppen Zunahme Zunahme
Koérpergewicht Korpergewicht
15 Tage [%0] 30 Tage [%0]

Kontrolle 37,43 £ 1,40 50,82 + 2,57

Dxr-L6sung 28,35 £ 1,30 34,59 £ 1,79

Dxr-Losung

+ 1% (m/V) Tween 80 11,71 £ 1,18 41,63 + 1,93

Dxr-NP 34,00 £ 2,90 57,10 £ 4,10

Dxr-NP

+ 1% (m/V) Tween 80 29,00 £ 3,10 85,50 £ 6,20
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4.4.4.2.1.2 Hamatologie

Der Einfluss der Doxorubicin-haltigen Zubereitungen auf hamatologische
Parameter wurde in klinischen Bluttests 3, 5, 7, 14 und 30 Tage nach
Applikation ermittelt. Alle Zubereitungen zeigten eine leichte Abnahme der
Leukozytenzahl drei Tage nach Behandlung, die sich aber nach finf Tagen
wieder normalisierte. Eine richtige Leukopenie (Leukozytenzahl
< 6 x 103/mm?®) wurde wé&hrend der gesamten Versuchsdauer nicht
beobachtet  (Abbildung  33). Eine leichte Verminderung der
Erythrozytenzahl war von Tag drei nach Tag sieben nur bei den mit
Doxorubicin-Losung behandelten Versuchsgruppen zu sehen. In den
Gruppen mit HSA-basierten Formulierungen blieb die Erythrozytentzahl die

gesamte Zeit Uber vergleichbar mit der der Kontrollgruppe (Abbildung 34).

Generell ist zu sagen, dass wahrend der Beobachtungsphase bei den
Tieren keine klinisch relevanten hamatologischen Effekte zu sehen waren.

Alle Blutbildfluktuationen blieben im physiologischen Bereich.
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Abbildung 33 Einfluss der Doxorubicin-Formulierungen auf die Leukozytenzahl 0, 3, 7,
30 Tage nach Behandlung (n = 12, £ S.D.)
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Abbildung 34 Einfluss der Doxorubicin-Formulierungen auf die Erythrozytenzahl 0, 3,
7, 30 Tage nach Behandlung (n = 12, £ S.D.)

4.4.4.2.1.3 Elektrokardiographie

Die Daten der Elektrokardiographie an den Tagen 15 und 30 nach
Behandlung sind in Tabelle 20 dargestellt. Am Tag 15 wurde eine leichte
Erhohung des QT-Intervalls bei der mit reiner Doxorubicin-Lésung
behandelten Gruppe gemessen. Diese Erhdhung verstarkte sich am Tag 30
und ging mit einer Tachykardie einher. Zu diesem Zeitpunkt konnte auch
eine Erhéhung des QT-Intervalls der mit Doxorubicin-L6sung + Tween 80
behandelten Ratten ermittelt werden. Die Ubrigen Formulierungen
verursachten bei den Versuchtieren weder eine Veranderung der QT-Zeit
noch Tachykardie.
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Tabelle 20 Elektrokardiographische Untersuchung der Versuchstiere nach Behandlung mit

den Doxorubicin-Formulierungen (n = 12, £ S.D.)

EKG Kontrolle Dxr- Dxr- Dxr-NP Dxr-NP
Parameter Losung Losung + 1%
+ 1% Tween 80
Tween 80

15 Tage nach Behandlung
R-R [ms] 163+11 152+14 149+13 151,1+£9 147+26

QT [ms] 71+4 67+1 67+8 6517 63+7
QT [%] 43,8+0,9 46,2+1,2 45,1+0,8 43,2+0,6 42,8+0,5
Puls [bpm] | 368+28,7 396+41 403+26 396+24 407+31

30 Tage nach Behandlung
R-R [ms] 153+14 1178 126+18 144+9 142427

QT [ms] 65+9 62+7 62+8 66+6 65+8
QT [%] 42,5+3,8 52,8+0,6 49,8+1,4 459+1,4 46,1+1,3
Puls [bpm] | 395+35,5 512+57,6 476+23,7 418+32,1 423+17,9

4.4.4.2.2 Organ/Korpergewicht-Index

Der Einfluss der Arzneistoffbehandlung auf das relative Gewicht der
inneren Organe (Gewichts-Index = GI, Organgewicht relativ. zum

Kdrpergewicht) wurde bestimmt und ist in Tabelle 21 dargestellt.

Der Lungen-GI unterschied sich in keiner der Versuchsgruppen vom Wert
der Kontrollgruppe. Lediglich nach 30 Tagen zeigte die mit
Doxorubicin-Lésung + 1% Tween 80 behandelte Gruppe einen erhéhten

Lungen-GI.

Der Nieren-GI blieb bei allen Gruppen wahrend der gesamten

Versuchsdauer unverandert.

Bei der Bewertung der Leber ergab sich nur bei der mit

Doxorubicin-L6sung behandelten Gruppe eine leichte Erniedrigung des
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Indexes nach 15 Tagen. Nach 30 Tagen war bei keiner Versuchsgruppe

mehr eine Differenz zur Kontrollgruppe zu sehen.

Leicht erniedrigte GI-Werte der Galle waren nach 15 Tagen bei den mit
Dxr-NP und Dxr-NP + 1% Tween 80 behandelten Tieren zu erkennen.
Dieser Effekt normalisierte sich aber nach 30 Tagen und lag dann wieder

im Bereich der Gbrigen untersuchten Gruppen.

Gleiche Resultate wurden bei der Bewertung der Hoden-GI erzielt. Hier

gab es bei keiner der Gruppen eine Veranderungen des Indexes.

Allerdings wurde nach 15 Tagen bei allen Formulierungen eine
Gewichtsreduktion des Thymus im Vergleich zur Kontrolle beobachtet.

Nach 30 Tagen war jedoch kein Unterschied mehr zu erkennen.

Der GI des Herzens blieb bei allen Tieren ohne Befund und zeigte keine

Veranderungen.
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+ 1% (m/V) Tween 80

Tabelle 21 Einfluss der Arzneistoffbehandlung nach 15 und 30 Tagen auf das Gewicht der inneren Organe relativ zum Koérpergewicht in %
(n =12, £ S.D.)

Gruppen Herz Lunge Nieren Leber Galle Hoden Thymus
Organ-Gewichtsindex [%] 15 Tage nach Behandlung

Kontrolle 0,33+0,04 0,90+0,05 0,34+0,04 3,74£0,08 0,32+0,04 0,51+0,05 0,24+£0,01

Dxr-Losung 0,30+0,02 0,93+0,06 0,33+0,02 3,53+0,09 0,27+0,03 0,45+0,05 0,15%£0,02

Dxr-Losung

+ 1% (m/V) Tween 80 0,32+0,05 0,97+0,07 0,38+0,03 3,70+0,08 0,27+0,02 0,47+0,10 0,13%£0,02

Dxr-NP 0,34+0,03 0,84+0,03 0,38+0,05 3,70£0,09 0,23+0,04 0,54+0,03 0,180,033

Dxr-NP

+ 1% (m/V) Tween 80 0,34+0,06 0,88+0,08 0,37+0,04 3,93+0,08 0,24+0,03 0,56%+0,07 0,19+£0,02
Organ-Gewichtsindex [%] 30 Tage nach Behandlung

Kontrolle 0,32+0,02 0,74+0,04 0,33+0,02 3,49+0,12 0,22+0,03 0,49+0,06 0,17£0,04

Dxr-Losung 0,32+1,79 0,32+0,03 0,34+0,015 3,55+0,08 0,25+0,012 0,31+0,05 0,20+£0,03

Dxr-Losung

+ 1% (m/V) Tween 80 0,31+0,05 0,94+0,03 0,32+0,03 3,53+0,08 0,23+0,01 0,30+0,04 0,22+£0,03

Dxr-NP 0,32+0,02 0,72+0,02 0,36+0,04 3,47+£0,07 0,25+0,03 0,49+0,05 0,13+£0,05

Dxr-NP 0,3240,03 0,67+0,04 0,33+0,03 3,52+0,09 0,26%0,05 0,46£0,04 0,13+0,04
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4.4.4.2.3 Histologie von Herz- und Hodengewebe
4.4.4.2.3.1 Histologie des Herzgewebes

Die histologische Untersuchung des Rattenmyokards ergab bei den
HSA-basierten Formulierungen wahrend der ganzen Versuchsdauer keine
pathologischen Veranderungen (Abbildung 37). Die Injektion mit
Doxorubicin-Lésungen mit und ohne Tween 80 verursachte nach 15 Tagen
leichte Veranderungen des Herzgewebes im Vergleich zur Kontrolle
(Abbildung 35). Hierzu zahlten einzelne kleine lymphoide Einschliisse und
Lasionen toxizitatsbedingter Kardiomyopathie mit 6dematodsen
Myofibrillen. Dieser Befund verschlechterte sich nach 30 Tagen (Abbildung
36) und das Myokard zeigte deutliche &dematdése Lasionen und
vakuolenartige Degenerationen der Myofibrillen mit Ilymphoiden
Einschlissen. Diese Ergebnisse sind typisch flr eine Doxorubicin-bedingte
Schadigung des Herzgewebes und wurden bereits von anderen Autoren
beschrieben (Klugmann et al., 1984; Gebbia et al., 1985).

Abbildung 35 Rattenmyokard der Kontrollgruppe, VergréBerung 20-fach
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Abbildung 36 Rattenmyokard 30 Tage nach Behandlung mit Doxorubicin-Lésungen,
VergréBerung 20-fach

Abbildung 37 Rattenmyokard 30 Tage nach Behandlung mit Dxr-NP, VergréBerung
20-fach
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4.4.4.2.3.2 Histologie des Hodengewebes

Die Untersuchung des Hodengewebes nach 15 Tagen ergab bei den mit
Doxorubicin-Lésung behandelten Gruppen gut sichtbare Abnormalitaten,
wie eine Desorganisation des spermatogenen Epithels und ein Zerfall des
nuklearen Chromatins in einigen Tubuli (Abbildung 39). Nach 30 Tagen
wurde der Einfluss der Lésungen noch deutlicher und das Hodengewebe
zeigte eindeutige Degenerationen. Die meisten Tubuli wiesen tiefe
Atrophien des Epithels auf und einige zeigten nekrotische Veranderungen
(Abbildung 40). Der Effekt der Doxorubicin-beladenen HSA-NP auf das
testikulare Gewebe war nach 15 Tagen vergleichbar mit der Kontrollgruppe
(Abbildung 38) und zeigte erst 30 Tage nach Behandlung leichte Atrophien
des spermatogenen Epithels (Abbildung 41).

Abbildung 38 Hodengewebe der Kontrollgruppe, VergréBerung 20-fach
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Abbildung 39 Hodengewebe 15 Tage nach Behandlung mit Doxorubicin-Losung,
VergréBerung 20-fach

Abbildung 40 Hodengewebe 30 Tage nach Behandlung mit Doxorubicin-Ldsung,
VergréBerung 20-fach
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Abbildung 41 Hodengewebe 30 Tage nach Behandlung mit Dxr-NP, VergréBerung
20-fach

4.4.4.2.4 Schlussfolgerung

Die durchgefiihrte toxikologische Studie diente zum Vergleich der
toxikologischen Profile der in dieser Arbeit entwickelten
Doxorubicin-beladenen HSA-NP mit dem freien Arzneistoff. Die
verschiedenen Formulierungen verursachten nur leichte Veranderungen in
der mittleren Zunahme des Korpergewichts. Die hamatologischen
Untersuchungen ergaben zwar bei allen Versuchsgruppen leichte
Schwankungen, lagen aber insgesamt innerhalb des physiologischen
Bereiches. Eine moégliche Erklarung flr die geringe Toxizitat ist die
Aufteilung des Arzneistoffs in drei zeitversetzten Dosen. Die Bindung des
Doxorubicins in die Matrix der HSA-NP reduzierte signifikant alle
toxikologischen Erscheinungen im Vergleich zum freien Arzneistoff. Der
Unterschied zwischen den verschiedenen Formulierungen wurde besonders
bei der histologischen Bewertung von Herz- und Hodengewebe sichtbar.
Die nanopartikuldaren Zubereitungen zeigten eine signifikant geringere

Kardiotoxizitat, wohingegen die Ldsungen des Arzneistoffs die flr
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Doxorubicin typischen pathologischen Veranderungen verursachten. Dieser
histopathologische Befund wird durch die Ergebnisse der
Elektrokardiographie unterstitzt. Gleiches war bei der Begutachtung der
Hoden der Fall. Hier bewirkten die Doxorubicin-Lédsungen eindeutige
Degenerationen bis hin zu Nekrosen, wohingegen die Dxr-NP erst nach 30
Tagen leichte Anzeichen einer Atrophie verursachten. Dieses Phanomen
wurde bereits fur liposomale und andere nanopartikuldare Formulierungen
beobachtet (Couvreur et al., 1982a; Drummond et al., 1999) und scheint
in Zusammenhang mit einer veranderten Koérperverteilung des an das
Tragersystem gebundenen Arzneistoffs zu stehen. Zudem zeigten die
Dxr-NP mit inkorporiertem Doxorubicin, wie bereits unter Punkt 4.4.2.2.1
beschrieben, nur eine sehr geringe und langsame Freisetzung des
Zytostatikums, was zu niedrigeren Spitzenplasmaspiegeln flhrte, was

wiederum die Ursache flr die geringere Toxizitat sein kénnte.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Bindung von Doxorubicin an
HSA-NP zu einer verminderten hamatologischen, das Herz und die Hoden
betreffenden Toxizitat flihrte. Diese geringere Toxizitat kann am Besten
durch ein verandertes pharmakologisches und pharmakokinetisches Profil

des in die Nanopartikel eingebundenen Arzneistoffs erklart werden.
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5 Zusammenfassung

Durch die physiologischen und morphologischen Besonderheiten der BHS
wir das ZNS vom ubrigen Organismus abgetrennt. Die BHS schitzt das
Gehirn vor dem Einfluss potentiell toxischer Substanzen im Blutstrom, ist
dadurch aber auch gleichzeitig der limitierende Faktor bei der Therapie
von Erkrankungen des ZNS. Die Entwicklung eines Drug-Delivery-Systems
mit dem es madglich ist Arzneistoffe in das Gehirn einzuschleusen, stellt

einen groBen Fortschritt in der Behandlung zentraler Erkrankungen dar.

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung von Liganden-
modifizierten Nanopartikeln auf Basis von HSA zur Uberwindung der BHS.
Als Drug-Targeting-Ligand wurde ApoE3 verwendet, welches sich schon in
vorangegangenen  Untersuchungen als potentieller Vektor zur
Uberwindung der BHS erwiesen hat. Zur Funktionspriifung des
Tragersystems wurde zunachst der Modellarzneistoff Loperamid, ein unter
normalen Umstanden nicht gehirngangiges Opioid, gebunden und der
analgetische Effekt im Tiermodell untersucht. Die Entwicklung von
Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln sollte das verwendete Drug-
Targeting-Prinzip auf eine therapeutische Anwendung hin Ubertragen. Die
neuartigen Zytostatika-beladenen Nanopartikel mussten entwickelt,
charakterisiert und auf ihre Effektivitat in vitro getestet werden. Daran
schloss sich ein In-vivo-Versuch zur Behandlung von Gehirntumoren und

eine toxikologische Studie in Ratten an.

5.1 Herstellung und Charakterisierung der ApoE3-modifizierten

Nanopartikel

Zur routinemaBigen Herstellung des ApoE3-Tragersystems wurden
Nanopartikel aus HSA mittels einer Desolvatationsmethode hergestellt. Die
so erhaltenen Partikel tragen auf ihrer Oberflache funktionelle Gruppen,
die fir proteinchemische Reaktionen zur Verfligung stehen. Uber diese
funktionellen Gruppen (Amino-Gruppen) war es mdglich, unter

Verwendung von bifunktionalen Crosslinkern, ApoE3 direkt kovalent an
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das Tragersystem zu binden. Eine weitere Bindungsmadglichkeit von ApoE3
an die Nanopartikel bot das NAV-Biotin-System. Hier wurde im ersten
Schritt NAV kovalent an die Partikel gebunden und anschlieBend
biotinyliertes ApoE3 durch Komplexbindung an die Oberflache der
Nanopartikel gekoppelt. Die so erhaltenen ApoE3-modifizierten
Nanopartikel lagen alle in einem GréBenbereich von 200 bis 240 nm. Die
direkte Bindung des Drug-Targeting-Liganden war mit beiden Systemen
maoglich und resultierte in einer Bindung von 8,0 bis 14,0 ug ApoE3 pro

mg Nanopartikel.

5.2 Tail-Flick-Test Loperamid-beladener Nanopartikel

Die hergestellten oberflachenmodifizierten Nanopartikel wurden im
Tierversuch mit Hilfe des Tail-Flick-Tests auf ihr Gehirn-Targeting-Potential
hin gestestet. Hierflir wurden die Nanopartikel mit dem Modellarzneistoff
Loperamid beladen und den Tieren verabreicht. In der Versuchsreihe A
stellte sich heraus, dass alle nanopartikuldren Zubereitungen, die ApoE3
an der Oberflache trugen, in der Lage waren Loperamid in das ZNS der
Versuchstiere zu transportieren und dort einen analgetischen Effekt zu
erzeugen. Dabei spielte die Art der Bindung von ApoE3 oder das
Molekulargewicht des verwendeten Crosslinkers keine Rolle bei der
Wirksamkeit des Tragersystems. Alle getesteten Kontrollzubereitungen
zeigten mit einer Ausnahme keinen Arzneistofftransport in das Gehirn.
Uberraschenderweise erzeugte die Kontrolle mit Loperamid-beladenen
Nanopartikeln, die ApoE3 ungebunden in der Suspension enthielt einen

deutlichen analgetischen Effekt.

Dieses unerwartete Ergebnis und Untersuchungen zur Desorption von
Loperamid vom Tragersystem lieBen darauf schlieBen, dass eine getrennte
und zeitversetzte Applikation von Loperamid und ApoE3-NP oder einer

ApoE3-Lésung einen analgetischen Effekt im Tiermodell erzeugen kdnnte.

Aus diesem Grund wurde in Versuchsreiche B ApoE3-NP bzw. eine

ApoE3-Lésung getrennt und =zeitversetzt zu einer Loperamid-Lésung

134



Zusammenfassung

gespritzt. Diese getrennte Injektion erzeugte in beiden Fallen einen
analgetischen Effekt im Tier, der aber bei zunehmendem Zeitabstand

zwischen ApoE3-haltiger Zubereitung und Arzneistoff abflachte.

Die Frage, ob dieser schmerzstillende Effekt Uber die Bindung von
Loperamid an Opioid-Rezeptoren im ZNS ausgelést wird, konnte in
Versuchsreihe C durch vorherige Injektion des Opioid-Antagonisten

Naloxon bewiesen werden.

5.3 Doxorubicin-beladene Nanopartikel

Die Versuche zur Beladung von HSA-NP mit Doxorubicin verliefen
erfolgreich und resultierten in zwei Nanopartikelspezies. Zum einen
wurden Nanopartikel mit adsorptiv gebundenem Doxorubicin hergestelit.
Diese Partikel hatten eine GréBe von 200 bis 240 nm mit einer maximalen
Beladung von bis zu 48,7 £ 1,0 ug Doxorubicin pro mg Nanopartikel. Die
Einbindung des Zytostatikums in die Partikelmatrix ergab Dxr-NP von 300
bis 400 nm. Die Beladung war hierbei stark abhangig von dem bei der
Herstellung eingestellten pH-Wert, der verwendeten Arzneistoffmenge und
dem Stabilisierungsgrad der Dxr-NP. Maximalwerte der Einbindung lagen
bei 48,2 +£0,2 ug/mg mit 200% quervernetzten Partikeln.
Freisetzungsversuche mit diesen Dxr-NP zeigten, dass der Arzneistoff sehr
stabil in die Matrix eingebunden ist und nach 24 h nur zu 8% freigesetzt
wird. Die Aufbewahrung der Partikel in wassrigen Suspensionen flr langer

als ein Jahr war nicht mdglich und zeigte deutliche Agglomerationen.

5.3.1 In-vitro-Testung der Dxr-NP

Bei In-vitro-Versuchen an Neuroblastomzellen sollte die Wirksamkeit des
an die Nanopartikel gebundenen Doxorubicins Uberpruft werden. Es stellte
sich heraus, dass alle nanopartikuldaren Zubereitungen eine starke
antineoplastische Wirkung hatten. Diese zytotoxische Wirkung war sogar

einer Losung des reinen Arzneistoffs Uberlegen.
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5.3.2 In-vivo-Testung der Dxr-NP

Die Kombination des ApoE3 Gehirn-Targeting-Prinzips mit
Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln und deren Einsatz zur Behandlung
von Gehirntumoren blieb ohne therapeutischen Erfolg. Weder Nanopartikel
mit eingebundenem Zytostatikum noch Partikel mit adsorptiver Beladung
zeigten eine signifikant bessere antitumorale Wirkung als eine
Doxorubicin-Lésung. Lediglich bei mit Tween 80 Uberzogenen Partikeln
konnte ein minimaler Erfolg verzeichnet werden. Méglich Ursache fur die
ausbleibende Wirkung ist eine unzureichende Anreicherung der Dxr-NP im
Gehirn oder eine unzureichende Anreicherung und Freisetzung des

Arzneistoffs im Tumorgewebe.

Positivere Ergebnisse lieferte eine subchronische toxikologische Studie mit
Dxr-NP. Die Zytostatika-beladenen Nanopartikel zeigten alle ein
vorteilhaftes toxikologisches Profil im Vergleich zu einer Arzneistofflésung.
Besonders die bei einer herkémmlichen Doxorubicin-Behandlung
auftretenden Nebenwirkungen wie Kardiotoxizitat und Veranderungen des
Blutbildes waren erheblich reduziert. Eine Erkléarung hierfir ist ein
verandertes pharmakologisches und pharmakokinetisches Profil von

Doxorubicin in Kombination mit Nanopartikeln.

5.4 Fazit

Mit dem Drug-Targeting-Liganden ApoE3 ist es mdglich die BHS von
héheren Lebewesen zu Uberwinden. Hierbei ist eine direkte Bindung des
Liganden an das Tragersystem nicht notwendig. Welchen Einfluss die
Injektion von ApoE3-haltigen Zubereitungen auf die BHS der Versuchstiere
hat, bleibt allerdings noch unklar. Diskutiert werden kann in diesem
Zusammenhang die Bindung von ApoE3 an Rezeptoren der
LDL-Rezeptor-Familie und Ausldsung einer Signaltransduktionskaskade in
den Endothelzellen der BHS, was in einer Offnung der Tight Junctions oder
einer Hemmung von Pgp resultieren kdénnte. Auch die Bildung von

Loperamid-ApoE3-Komplexen im Blut und deren rezeptorvermittelte
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Transzytose bleibt weiterhin ein potentieller Transportmechanismus.
Weitere Experimente zur Aufklarung des exakten Mechanismus bzw. des

beteiligten Rezeptors sind daher notwendig.

Die Verwendung von Doxorubicin-beladenen Nanopartikeln zur Therapie
von Gehirntumoren scheint an der unzureichenden Freisetzung und/oder
Konzentration der Dxr-NP im Tumor zu scheitern. Abhilfe kdénnte die
Injektion von freiem ApoE3 in Kombination mit einer Doxorubicin-Lésung
schaffen. Allerdings miusste dabei auf die toxikologischen Vorteile der
Dxr-NP verzichtet werden. Denkbar ware auch eine Kombination des hier
verwendeten Gehirn-Targeting-Prinzips mit einem geeigneten
Tumor-Targeting-Prinzip, um die Anreicherung der Dxr-NP im

pathologischen Gewebe zu optimieren.

Des Weiteren ist eine Behandlung mit verringerten Nebenwirkungen von
soliden Tumoren auBerhalb des ZNS wie z.B. Mammakarzinom,
Bronchialkarzinom oder malignes Melanom mit den hier entwickelten

Dxr-NP maoglich.
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7 Anhang

7.1 Materialien und Gerate
7.1.1 Laborgerate
Analysenwaage Supermicro S4

Zentrifuge 5415D

Minizentrifuge Galaxy
Schlauchpumpe IPN

Peristaltic Pump 12000 Varioperpex
Ruhrplatte Variomag Multipoint
Analysenwaage AB204

pH-Meter 766 Calimatic
Ultraschallbad Sonorex RK102H
Vortex Genie 2

Thermomixer Comfort

Zetasizer 3000HSA

Trockenschrank TKE117

Laminar Flow HERASafe

MilliQplus

Spectrophotometer U-3000
Multiwell-Scanning-Spectrometer GENios
Mini-Protean-II-Apparatur

Tail-Flick-Analgesia Meter
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Sartorius

Eppendorf
VWR

Ismatec

LKB Bromma
Komet

Mettler Toledo
Knick
Bandelin
Scientific Industries
Eppendorf
Malvern

Ehret

Heraeus
Millipore
Hitachi

Tecan
Bio-RAD

Ugo Basile



HPLC Merck Hitachi:
. Interface D-7000
« Autosampler D-7200
« Pump L-7120
« UV-VIS-Detector L-7420
« FL-Detector L-7455

. Saulen:

o Luna C18(2) 250x4,6 mm Phenomenex

Anhang

o LiChroCart® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18 Merck

. Software HPLC-System-Manager

7.1.2 Verbrauchsmaterialien

D-Salt® Dextran Desalting Columns
Ultrafree-MC Zentrifugenfilter Biomax©30
Cuvettes No./REF 67.754

Omnifix®-F 1 ml Feindosierspritze
Sterican®-Kaniile No.8

Aluminium Micro Weighing Dishes

7.1.3 Chemikalien und Reagenzien
Humanes Serum Albumin Fraktion V
Ethanol 96%

Glutaraldehyd 25%

NeutrAvidin (NAV)

Pierce
Amicon
Sarstedt
Braun
Braun

Ladi AG/VWR

Sigma Aldrich
Merck
Fluka

Pierce
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PFP-Biotin
2-Iminothiolan-HCI, (Traut's-Reagenz)

5,5’-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesaure),

(Ellman’s-Reagenz)

L-Cystein-HCI

NHS-PEG-MAL 3400

NHS-PEG-MAL 5000

mPEG-SPA 5000

MicroBCA-Assay Protein Quantification Kit
Loperamid-HCI

Doxorubicin-HCI

Tween 80

Acetonitril

Trifluoressigsaure

Dimethylsulfoxid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphatdihydrat
Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat
0,01M Natriumhydroxid-Losung
Natriumethylendiamintetraacetat (NaEDTA)
Ampuwa®

Isotone Kochsalz-Lésung
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Pierce

Pierce

Pierce

Sigma Aldrich
Nektar
Nektar
Nektar
Uptima
Sigma Aldrich
Sicor

ICI Chemicals
Merck

Fluka

Fluka

Merck

Merck

Merck

Merck

Caelo
Fresenius Kabi

Braun



7.1.4 Puffer und FlieBmittel

Phosphatpuffer pH 8,0

Phosphatpuffer pH 7,5

Phosphatpuffer pH 7,0

Natriumdihydrogenphosphat 2H,0
Dinatriumhydrogenphosphat 2H,0

Ultrareines Wasser ad

Natriumdihydrogenphosphat H,O
Dinatriumhydrogenphosphat 2H,0
NaEDTA

Ultrareines Wasser ad

Natriumdihydrogenphosphat H,O
Dinatriumhydrogenphosphat 2H,0
Natriumchlorid

Ultrareines Wasser ad

HPLC-FlieBmittel Loperamid pH 4,0 bis 5,0

Komponente A 60%

Komponente B 40%

Natriumdihydrogenphosphat 2H,0
Ultrareines Wasser ad

Acetonitril

HPLC-FlieBmittel Doxorubicin pH < 3,0

Komponente A 70%

Komponente B 30%

7.1.5 Zellen

Ultrareines Wasser
Trifluoressigsaure
Acetonitril

Trifluoressigsaure

Anhang

0,20 g
3,53g
1000 ml

2,30 g
16,80 g
3,72 g
1000 ml

1,069 g
2,158 g
8,766 g
1000 ml

3,120 g
1000 ml
1000 ml

1000 ml
0,1%
1000 ml
0,1%

UKF-NB3-Zelllinie: Humane Neuroblastomzellen des Universitatsklinikums

Frankfurt

aus Metastasen von Evans

Neuroblastomen

IMR-32-Zelllinie:

Humane

Neuroblastomzellen der

(Manassass, VA, USA)

Firma

stage 4

ATCC
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7.1.6 Tiere

Auszucht-Ratten Wistar (Crl:WI)
Auszucht-Mause ICR (CD-1)

Mause Serum ICR (CD1)

Charles River Laboratories

Harlan Winkelmann

Harlan Winkelmann

7.2 Verwendete Abklurzungen

ABC

AMT

ApoA

ApoB

ApoE

ApoE3
ApoE3-NAV-NP
ApoE3-PEG-NP
ApoER2

BCA

BfArM

BHS
BSA
CLSM
CMT
DLS

DMBA
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ATP-binding-Casette

adsorptiv vermittelter Transport
Apolipoprotein A

Apolipoprotein B

Apolipoprotein E

Apolipoprotein E3
ApoE3-NAV-Nanopartikel
ApoE3-PEG-Nanopartikel
ApoE-Rezeptor2

Bicinchoninic acid

Bundesinstitut far Arzneimittel und

Medizinprodukte

Blut-Hirn-Schranke

Bovines Serum Albumin

Konfokales Laser Scanning Mikroskop
Carrier vermittelter Transport
dynamische Lichtstreuung

a-Dimethylbenzanthracene



DTNB
Dxr-Lsg
Dxr-NP
ECL
EPR-Effekt
FBS

GI

HDL
HPMA
HRP
HSA
HSA-NP

ICso

LDL
LDLR
LRP
%MPE

MTT

MW
NAV

NAV-PEG-NP

Anhang

5,5’-Dithio-bis-(2-Nitrobenzoesaure)
Doxorubicin-Lésung
Doxorubicin-Nanopartikel

Enhanced Chemilumineszenz
Enhanced Permeability and Retention Effekt
fotales Kalberserum

Gewichts-Index

High Density Lipoprotein
N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamid
Horseradish Peroxidase

Humanes Serum Albumin
HSA-Nanopartikel

inhibitorische Konzentration 50%
intraperitoneal

intravenos

Low Density Lipoprotein
LDL-Rezeptor
LDL-Rezeptor-related-Protein

% Maximal Possible Effect

3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid
Molekulargewicht
Neutravidin

NAV-PEG-Nanopartikel
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NHS

PAA
PBCA
PBCA-NP
PCS

PEG

Pgp
PIBCA
PIHCA
PLGA
PMMA
RES

RMT
SH-Gruppen
TEER
TNB
VLDL
VLDLR
WB

ZNS
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N-Hydroxy-Succinimid
Poly(acrylamid)
Poly(butylcyanoacrylat)
Poly(butylcyanoacrylat)-Nanopartikel
Photonenkorrelationsspektroskopie
Polyethylenglykol
Para-Glykoprotein
Poly(isobutylcyanoacylat)
Poly(isohexylcyanoacrylat)
Poly(lactic-co-glycolsaure)
Poly(methylmethacrylat)
Retikuloendotheliales-System
Rezeptor vermittelter Transport
Sulfhydryl-Gruppen
transendothelialer Widerstand
2-Nitro-Thiobenzoesaure

Very Low Density Lipoprotein
VLDL-Rezeptor

Western-Blot

zentrales Nervensystem



7.3 Lebenslauf

Daten
Name:
Geburtstag:

Geburtsort:
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Sebastian Heinrich Dreis
13. Oktober 1977

Mainz

Wissenschaftlicher Werdegang

16/10/04

12/12/03
21/11/03

Seit 11/03

05/03 - 10/03

11/02 - 04/03

17/10/02
25/08/00

03/00

08/99

10/98

Anstellung als Wissenschaftlicher Mitarbeiter am

Institut fir Pharmazeutische Technologie der Johann

Wolfgang Goethe Universitat Frankfurt am Main.
Approbation als Apotheker
3.Staatsexamen (Note 1,5)

Annahme als Doktorand an der Johann Wolfgang

Goethe-Universitat Frankfurt am Main
Pharmaziepraktikant in der Sophien-Apotheke Koblenz

Pharmaziepraktikant bei der Boehringer-Ingelheim

Pharma GmbH & Co. KG im Bereich Pharmazeutische

Forschung und Entwicklung in Biberach
2. Staatsexamen (Note 1,75)

1. Staatsexamen (Note 2,25)

4-wochige Famulatur in der Amts-Apotheke in
Nastatten
4-wochige Famulatur im Bundeswehr-Zentral-

Krankenhaus in Koblenz

Beginn des Studiums der Pharmazie, Johannes

Gutenberg-Universitat in Mainz
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Wehrdienst

11/97 - 08/98 Fernmelderegiment 920, Hunsrlck Kaserne, Kastellaun

Schule
25/06/97 Abschluss: allgemeine Hochschulreife (Note 1,8)
08/88 - 06/97 Wilhelm Hoffmann-Gymansium, St. Goarshausen

08/84 Muhlbach-Schule (Grundschule), Miehlen
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