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Theoretischer Teil

1 Theoretischer Tell

1.1 Brustkrebs

Etwa jede 10. Frau in Deutschland erkrankt im Laufe ihres Lebens an einem
Mammakarzinom, das damit zu den haufigsten Malignomen der Frau gehort. Als
Risikofaktoren werden u.a. Adipositas, Diabetes, fettreiche Erndhrung, endokrine
Faktoren sowie genetische Pradisposition diskutiert. Durch Operation, Bestrahlung
und systemische Therapie kann derzeit zirka die Halfte der Patientinnen geheilt
werden.

Mit Hilfe der verschiedenen diagnostischen Moglichkeiten werden die
Voraussetzungen geschaffen, um einen fur die jeweilige Patientin
maldgeschneiderten Therapieplan zu erstellen. Stitzpfeiler der Therapie ist die
Operation, die chirurgische Entfernung des Tumors aus der Brust. Oft erfolgt
zusatzlich eine Strahlentherapie. Um dem Auftreten von Metastasen vorzubeugen,
wird in den meisten Fallen eine medikamentdse Behandlung — eine Hormon- oder
Chemotherapie — durchgefuihrt. Normalerweise wird die Hormontherapie bevorzugt,
da es hierbei zur geringsten Toxizitat und oft auch zu einer langeren Responsephase
kommt.

Hat der Tumor bereits Metastasen gebildet, dient die Behandlung hauptséchlich
dazu, Beschwerden vorzubeugen oder sie zu lindern. Metastasierendes
Mammakarzinom (Stadium 1V) ist eine chronische unheilbare Krankheit. Zur
Behandlung von metastasiertem Brustkrebs ist seit Oktober 2000 in Deutschland

eine neue Therapie, die HER2-Antikorpertherapie, verfugbar.

1.1.1 Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor2 (HER2)

Das HER2-Gen (Synonyme: ErbB2, c-erbB-2) wurde 1985 als menschliches
Homolog eines transformierenden Onkogens (,neu”) bei der Ratte identifiziert [Venter
et al.,, 1987]. Es kodiert fur ein zellmembranstandiges Rezeptorprotein mit
Tyrosinkinase-Aktivitat aus derselben Familie wie der Rezeptor fur den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) [Yarden and Ullrich, 1988; Ullrich and Schlessinger, 1990].
In entarteten Zellen hat man eine Amplifikation des Gens gefunden, die zu einer
Uberexpression des HER2-Rezeptors fiihrt [King et al., 1985]. Statt ca. 10.000
HER2-Rezeptoren verfigen betroffene Zellen udber etwa 1.000.000 dieses

Rezeptors. Die Bindung des Liganden an die extrazellulare Domane aktiviert die
1
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intrazellulare Domane und l6st damit eine Signalkaskade aus, die im Zellkern zu
einem Proliferationsreiz fiihrt. Eine Uberexpression von HER2 findet man unter
anderem in Brust, Ovarien-, dem endometrialen und dem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom [Slamon et al., 1987].

Wenn eine Uberexpression von HER2 im Brustkrebsgewebe nachgewiesen werden
kann, ist das Risiko fur einen besonders aggressiven Verlauf der Krankheit hoch.
Tumorzellen mit diesem Kennzeichen sprechen gegenuber konventionellen Chemo-
und Hormontherapien schlecht an [Slamon et al., 1987; Hynes and Stern, 1994; Yu
et al., 1994; Klapper et al., 2000].

1.1.1.1 Wachstumsfaktor-Rezeptor-Tyrosinkinase-Famil ie

HER2 gehort zur Familie der Wachstumsfaktor-Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie. Zu
dieser Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie gehtéren nach gegenwértigem Stand der
Forschung vier Rezeptoren (HER1 bis HER4), die jeweils in der Plasmamembran
von Zellen lokalisiert sind [Gullick and Srinivasan, 1998]. Am langsten bekannt ist
HER1, der Rezeptor fur den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF). Rezeptoren der
HER2-Familie sind Proteine mit einer extrazellularen, einer transmembranen und
einer zytoplasmatischen Doméne. Aul3en befindet sich die Ligandenbindungstasche.
Die zytoplasmatische Doméane wirkt nach Aktivierung als Tyrosin-spezifische Protein-

Kinase.

1.1.1.2 Liganden

Von den Wachstumsfaktoren, die diese Rezeptoren aktivieren, sind der epidermale
Wachstumsfaktor (EGF) und der transformierende Wachstumsfaktor alpha (TGF-
alpha) die bekanntesten. Daneben gibt es eine Reihe weiterer Wachstumsfaktoren,
die ein oder mehrere HER-Rezeptoren aktivieren kdnnen. Bislang ist kein Ligand fur
HER?2 identifiziert worden [Harari and Yarden, 2000].

Unter Umstanden existiert kein konventioneller spezifischer Wachstumsfaktor fur
HER2. Das liel3e sich aus der Wirkungsweise dieser Rezeptoren durchaus erklaren:
Denn bindet ein Wachstumsfaktor auf der Zelloberflache an (s)einen Rezeptor, ist
das allein noch kein Signal, das in der Zelle eine Reaktionskaskade mit unterhalt.
Erst die Verbindung mit einem zweiten Rezeptor (Dimerisierung) fuhrt an der
zytoplasmatischen Rezeptor-Doméne zur Eigenphosphorylierung und damit zur
Weiterleitung des Signals [Hunter, 2000]. Die Dimerisierung kann zwischen zwei
gleichen oder zwei unterschiedlichen HER-Rezeptoren erfolgen. Somit entstehen

2
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Homo- bzw. Heterodimere. HER2 gilt als bevorzugter Dimerisierungspartner fur die
anderen HER-Rezeptoren [Klapper et al., 1999]. Diese Rolle gewinnt durch eine
Uberexpression des Rezeptors in Tumorzellen zuséatzlich an Gewicht. Zudem sind
Heterodimere mit HER2 besonders stabil und konnen intrazellulare Signal-
transduktionsprozesse verlangert aktivieren.

Abbildung 1.1: Intrazellulare Lokalisierung des HER2-Rezeptorkomplexes (ErbB-2-Rezeptor-

komplexes) nach Bindung eines Liganden oder Antikdrpers; enthommen aus
[Harari and Yarden, 2000]

EmE-1 EhB-2 ErbB-3

‘Proteasomal E-L‘;fsﬂ?'ﬂ”‘ﬂ]ﬂeﬂm

Normalerweise werden Signale, die durch Wachstumsfaktoren ausgelost werden,
rasch durch verschiedene Mechanismen inaktiviert. Dissoziation von Ligand-
Rezeptor-Komplex, Dephosphorylierung des aktivierten Rezeptors, schnelle
Internalisierung durch ,Clathrin-coated Pits* und die Degradation des aktiven
Rezeptors in den Lysosomen sichern eine rasche Beendigung der Signale. Wenn
HER2-Uberexprimiert ist, finden diese Prozesse sehr verlangsamt statt (Abbildung
1.1). Die HER2-Uberexpression beschleunigt die Recycling-Geschwindigkeit an die
Zelloberflache und gleichzeitig ist das lysosomale Targeting des Rezeptors

vermindert.
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1.1.2 HER2-Antikorpertherapie

1.1.2.1 Trastuzumab (Herceptin 5)

Die HER2-Antikorpertherapie richtet sich gegen das Oberflachenprotein (HER2),
welches bei 25-30% aller Frauen mit Brustkrebs in den Tumorzellen Gberexprimiert
wird [Slamon et al., 1989]. An diesen Brustkrebszellen greift der monoklonale anti-
HER2-Antikérper Trastuzumab (Herceptin®) an, der HER2-Proteine auf der
Zelloberflache blockiert und dadurch deren Dimerisierung mit anderen
HER-Rezeptoren verhindert, so dass die Zelle von diesen keine Wachstumssignale
mehr erhalt. AulBerdem kann der Antikdrper-Rezeptor-Komplex auf der Zell-
oberflache von korpereigenen zytotoxischen T-Killerzellen angegriffen werden,
wodurch die Krebszelle zerstort wird [Shak, 1999].

1.1.2.2 Zulassung

Trastuzumab ist zur Behandlung von Patientinnen mit metastasiertem
Mammakarzinom indiziert, deren Tumoren HER2 Uberexprimieren:
Als Monotherapie zur Behandlung von Patientinnen, die mindestens zwei
Chemotherapieregime gegen ihre metastasierte Erkrankung erhalten
haben. Die vorausgegangene Chemotherapie muss mindestens ein
Anthracyclin und ein Taxan enthalten haben, oder diese Behandlung ist fur
die Patientinnen nicht geeignet. Bei Patientinnen mit positivem
Hormonrezeptorstatus muss eine Hormonbehandlung erfolglos gewesen
sein, oder diese Behandlung ist fur die Patientinnen nicht geeignet.
In Kombination mit Paclitaxel (Taxol”) zur Behandlung von Patientinnen,
die noch keine Chemotherapie gegen ihre metastasierte Erkrankung
erhalten haben und fur die ein Anthracyclin ungeeignet ist.
Trastuzumab ist nur bei Patientinnen anzuwenden, deren Tumoren bei
immunhistochemischer Bestimmung als HER2 3+ eingestuft werden.
(Einteilung der Uberexpression von HER2 in Stadien 0 bis 3+)

1.1.2.3 Kombinationstherapie von Trastuzumab mit Zyt  ostatika

Bei Patientinnen mit HER2-Uberexprimierendem Brustkrebs gehort die Behandlung
mit Trastuzumab (Herceptin”) heute zum Standard. Innerhalb relativ kurzer Zeit hat
sich die Kombination von Trastuzumab mit Paclitaxel in der First-Line-Therapie bei

metastasiertem, HER2-positivem Brustkrebs fest etabliert. Da Trastuzumab ein
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spezifisches tumorbiologisches Angriffsziel hat, war der additive antitumorale Effekt
in der zugelassenen Kombination mit Paclitaxel eigentlich zu erwarten.

In retrospektiven Studien wurde versucht anhand des HER2-Status eine Aussage
uber eine mdogliche Therapie zu treffen. Eine CMF-Therapie (Cyclophosphamid,
Methotrexat, 5-Fluorouracil-Therapie) ist fur Patientinnen mit HER2-positiven
Tumoren erfolgversprechend. Daten beziiglich HER2-Uberexpression und einer
Tamoxifen-Behandlung deuten auf antagonistische Interaktionen [Ropero et al.,
2004].

Darluiber hinaus laufen gegenwartig eine Reihe von Studien, in denen weitere
Kombinationen von verschiedenen Zytostatika mit Trastuzumab getestet werden.
Erste klinische Daten deuten fir Kombinationen von Trastuzumab mit Cisplatin,
Docetaxel und Vinorelbin sogar auf synergistische Effekte hin [Pegram et al., 1997].
Man erhofft sich davon weiter erhdhte Ansprechraten. Gegenwartig werden grol3e
multizentrische Studien mit dem Ziel initiiert, den Einsatz von Trastuzumab in die

adjuvante Situation vorverlegen zu konnen [Wang et al., 2001].

1.2 Nanopartikel in der Tumortherapie

Die Therapiemoglichkeiten bei Tumorerkrankungen sind bis heute bei einem Grol3teil
der Falle unbefriedigend. Die Erzielung von Therapieerfolgen ist mit hohen
Nebenwirkungen und grof3en Belastungen fur die Patienten verbunden. Trotzdem
bleibt die Mortalitat bei verschiedenen Tumoren hoch.

Paul Ehrlich formulierte als Erster die Idee der ,Zauberkugel“, die Wirkstoffe gezielt
an ihre Wirkorte bringt und sie dort gesteuert freisetzt. Dies wirde zu einer optimalen
Wirkung fuhren, die im Idealfall ohne das Auftreten von Nebenwirkungen erzielt
werden konnte. Dieser Ansatz wird mit der Verwendung von Arzneistoff-
tragersystemen verfolgt. Von einem Einsatz dieser Tragersysteme erhofft man sich

unter anderem einen Durchbruch in der Behandlung von Tumoren.

1.2.1 Nanopartikel

Nanopartikel sind ultrafeine, feste Partikel im kolloidalen GroRRenbereich zwischen
10 nm bis 1000 nm [Kreuter, 1978], bestehend aus makromolekularen Materialien,
wie naturlichen Polymeren (Albuminen, Polysaccharide, Gelatine, etc.) oder
synthetischen, gewebevertraglichen Polymeren vom Typ Polyalkylcyanoacrylat,
Polyvinylpyrrolidon, Polymilchsdure und Polymilch-co-glycolsaure u.a.m.. Der

Arzneistoff befindet sich in der festen Matrix oder Hiulle im gelésten oder
5
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hochdispersen Zustand eingeschlossen, an den Randzonen adsorbiert oder
adhariert. Nach Verabreichung von Nanopartikeln findet aus diesen Tragern eine

kontrollierte Freisetzung statt.

1.2.2 Drug-Targeting

Unter Drug-Targeting versteht man die gezielte Anreicherung des Arzneistoffs am
Wirkort. Ziel des Drug-Targetings ist es, den Arzneistoff wenn méglich nur am Wirkort
anzureichern und freizusetzen, sodass andere Gewebe oder Zellorganellen nicht
beeinflusst werden [Moghimi et al., 2001].

Nanopartikel besitzen die Fahigkeit, Zielgewebe zu erreichen und die intrazellulare
Aufnahme von Arzneistoffen zu vermitteln. Sie werden hauptsachlich von Zellen des
mononukledren phagozytierenden Systems (MPS) aufgenommen [Lenaerts et al.,
1984; Bazile et al., 1992]. Zum MPS zahlen hauptsachlich Kupffersche Sternzellen
der Leber, Makrophagen der Lunge, der Milz, des Knochenmark und der
Lymphknoten. Zielgerichtete Anreicherung von Nanopartikeln in Zellen kann durch

aktives oder passives Targeting erreicht werden.

1.2.2.1 Passives Targeting

Zahlreiche Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Clearance und die
Gewebeverteilung von intravends applizierten Nanopartikeln stark von ihrer Grol3e
und Oberflacheneigenschaften beeinflusst wird [Patel, 1992; Moghimi and Dauvis,
1994]. Mit dem passivem Targeting wird versucht, eine Anreicherung der NP im MPS
zu umgehen, indem die NP-GroRe und die Oberflaicheneigenschaften der NP
optimiert werden. Diese physikochemischen Eigenschaften kdnnen die Partikel-
opsonierung in biologischen Medien kontrollieren (siehe 1.2.3.2). Die Partikelgrofie
sollte im Blut klein sein, sodass sie nicht durch einfache Filtration durch das
Kapillarbett (Lunge) zuriickgehalten werden.

Eine Mdglichkeit, das MPS zu umgehen, besteht darin, die NP mit Polyethylenglycol-
Derivaten (PEG-Derivate) zu verknupfen oder die NP mit Detergentien zu
Uberziehen. Daraus resultiert eine niedrigere Aufnahme in das MPS, was eine
langere Verweildauer im Blut zur Folge hat, verbunden mit einer verstarkten
Anreicherung in Korperkompartimenten auflerhalb des MPS. Oberflachen-
modifikation von Nanopartikeln mit PEG-Ketten kann durch die Adsorption von PEG
oder durch kovalente Bindung hergestellt werden (PLA: [Bazile et al., 1995], PLGA:
[Gref et al., 1994; Suh et al., 1998], Albumin: [Lin et al., 1994; Lin et al., 1999],
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Gelatine: [Kaul and Amiji, 2002], PIBCA: [Peracchia et al., 1997; Peracchia et al.,
1999], PS: [Dunn et al., 1994]). Erfolge einer Umgehung des MPS kdnnen ebenso
mit geeigneten Detergentien erzielt werden. In einer ausfuhrlichen Studie von Trdster
et al. wurden zahlreiche Detergentien getestet [Troster et al., 1990; Troster and
Kreuter, 1992; Kreuter et al., 2003]. Alle Detergentien ergaben eine Umverteilung der
NP in andere Organe aullerhalb des MPS. Polysorbat 80 und Poloxamer 184
fuhrten zur erheblichen Verbesserung der Blutzirkulationszeit, einer Abnahme der
Leberanreicherung, hochsten Konzentrationen in anderen Geweben und stellen die
Favoriten unter den Detergentien dar. Weitere in der Literatur beschriebene
eingesetzte Detergentien sind: Poloxamin 908 [Moghimi et al., 1993; Lode et al.,
2001] und Pluronic F68 [Chawla and Amiji, 2003]. Eine rasche Elimination der NP
aus dem Blutkreislauf vom MPS kann auch durch eine kleine Partikelgrof3e
vermieden werden [Gaur et al., 2000].

1.2.2.2 Aktives Targeting

Um das Problem des unspezifischen Targetings zu umgehen, kann die Spezifitat
durch Kopplung mit einem monoklonalen Antikdrper oder anderen Liganden erhéht
werden. Die Nachteile bestehen in ihrer Immunogenitat und in der mdglichen
Dimension des Antikorpers (AK) oder des Liganden, was eine schlechte Diffusion der
Partikel durch biologische Barrieren zur Folge haben kann.

Unter moglichen niedermolekularen Substanzen fiir kleine nicht-antigene Liganden
ist Folsaure (MW =441 Da) bekannt [Stella et al., 2000; Oyewumi et al., 2004].
Folsdure hat eine hohe Affinitdt fur einen Oberflachenrezeptor, der haufig auf
menschlichen Krebszellen Uberexprimiert ist. Dieser Folat-Rezeptor wird nach
Bindung des Liganden effizient von den Zellen internalisiert. Infolge einer weit
verbreiteten Uberexpression des Transferrin-Rezeptors in Tumoren stellt das
Transferrin einen ebenso gut untersuchten Liganden dar [Truong-Le et al., 1999].
Fur einen verbesserten Arzneistofftransport im Gastrointestinaltrakt (GIT), an der
Augenoberflache und im Mundbereich haben sich Lektine als geeignet erwiesen
[Irache et al., 1994; Hussain et al., 1997; McClean et al., 1998; Carreno-Gomez et
al., 1999; Ezpeleta et al., 1999; Russell-Jones et al., 1999]. Zahlreiche Studien
verwendeten flur ein Hepatozyten-spezifisches Targeting Zucker-tragende
(Galaktose) NP, die den Asialoglykoprotein-Rezeptor spezifisch erkennen
[Hirabayashi et al., 1996; Cho et al., 2001a; Cho et al., 2001b].
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Signifikante Fortschritte wurden auch bei einer Antikdrper -vermittelten Therapie
erreicht. Zahlreiche monoklonale Antikérper oder Antikdrperfragmente gegen
Tumorantigen wurden entwickelt, die mit Nanopartikeln konjugiert wurden [lllum et
al., 1983; Rolland et al., 1987; Akasaka et al., 1988; Velge-Roussel et al., 1996;
Breton et al., 1998; Olivier et al., 2002]. Ebenso kdnnte ein aktives Targeting in der
Brustkrebstherapie durch die Konjugation des anti-HER2-Antikérpers Trastuzumab
an NP erreicht werden.

Das Ausmal} der Aufnahme der NP wurde am meisten beeinflusst von der Dichte der
Oberflachenmodifikation auf den Nanopartikeln [Russell-Jones et al., 1999]. Die
Aufnahme Oberflachen-modifizierter NP konnte in der Gegenwart von spezifischen
Inhibitoren verhindert werden, was auf eine hohe Spezifitat der Tragersysteme zu

bestimmten Zellen schlieRen lasst.

1.2.2.3 Enhanced Permeability and Retention (EPR)-E ffekt

Arzneistofftragersysteme reichern sich in Tumorzellen durch den EPR (Enhanced
Permeability and Retention)-Effekt an [Maeda et al., 2000; Maeda, 2001]. Die
Anreicherung erfolgt aufgrund der hohen vaskuléaren Dichte in Tumoren, verbunden
mit einer erhdhten Durchléssigkeit der Tumorgefal3e, sowie einer, durch Zytokine
verursachten erhdhten Permeabilitdt. Aufgrund einer verringerten oder fehlenden
lymphatischen Drainage des Tumor-Interstitiums ist zusatzlich der Abtransport von

Substanzen aus dem Tumor behindert.

1.2.3 Aufnahme der Nanopartikel in Zielzellen

Eine weitere Besonderheit von Nanopartikeln besteht darin, dass sie die Fahigkeit
besitzen, zelluldre Barrieren zu Uberwinden. So kénnen NP dazu eingesetzt werden
Peptide oder Proteine durch das Epithel des Gastrointestinaltraktes zu
transportieren. Ebenso kénnen mit Hilfe von NP Antitumormittel, aber auch andere
Arzneistoffe, zum Wirkort ins Zentralnervensystem uber die Blut-Hirn-Schranke

transportiert werden [Lockman et al., 2002; Kreuter et al., 2003].

1.2.3.1 Endozytose

Zellen besitzen zahlreiche Mdglichkeiten, kleine Molekile, Makromolekile, und
Partikel zu internalisieren. Alle Prozesse werden unter dem Begriff Endozytose
zusammengefasst (Abbildung 1.2). Unter dieser Definition versteht man
verschiedene Methoden der Zellaufnahme von extrazellularem Material durch Zellen.
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Die heute am besten verstandene Form ist die Clathrin-abhangige Endozytose,
welche durch ihren ersten Schritt, die Internalisierung von extrazellularem Material an
den ,Clathrin-coated Pits" der Plasmamembran, charakterisiert ist. Bei der Caveolae-
abhangigen Endozytose spielt das Protein Caveolin eine bedeutende Rolle, und bei
der Clathrin-unabhangigen Endozytose wird das Material weder uber ,Clathrin-
coated Pits* noch Uber Caveolae aufgenommen [Mukherjee et al., 1997]. Einige
Zellen sind in der Lage, grof3e Mengen an extrazellularem Fluid via Makropinozytose
oder grol3e Partikel iber Phagozytose aufzunehmen.

Abbildung 1.2: Moglichkeiten der Zellaufnahme von extrazellularem Material; entnommen aus
[Mukherjee et al., 1997]

Phagocytosis

1.2.3.2 Phagozytose von partikularen Fremdstoffen

Phagozytose beinhaltet eine Rezeptor- und Aktin-abhangige und Clathrin-
unabhangige Internalisierung von Partikeln und Mikroorganismen im Grof3enbereich
von >500 nm. Partikel, die von Zellen endozytiert werden, werden direkt von Zellen
durch einen Rezeptor auf der Zelloberflache erkannt, oder die Partikel werden zuerst
durch den Uberzug von Opsoninen gekennzeichnet. Die Hauptkomponenten der
Opsoninen sind Komplementfaktoren und Immunoglobuline [Furumoto et al., 2002].
Spezifische Rezeptoren erkennen Opsonine und verschlingen die Partikel. Bei
phagozytierenden Zellen handelt es sich meistens um Neutrophile, Monozyten,
Makrophagen und die Mikroglia im Gehirn, jedoch besitzen auch andere Zelltypen
die Fahigkeit der Phagozytose.

Nach der Partikelaufnahme in Zellen ist das Tragersystem lokalisiert in einer sauren
Umgebung der Endosomen oder Lysosomen und die Partikel werden durch

lysosomale Enzyme abgebaut. Wenn der assoziierte Arzneistoff nicht aus den
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lysosomalen Kompartiment der Zelle entkommt, wird er ebenso degradiert und
gelangt nicht zu seinem Zielort in der Zelle. Eine Moglichkeit den Lysosomen zu
entkommen, stellt der Einsatz von Polyethyleniminen (PEI), die einen hohen
Aminogruppenanteil enthalten, dar. Sie fuhren durch ihre starke Pufferkapazitat zur
Aufnahme von Protonen (,proton sponge*“ Effekt) und dadurch zu einer Schwellung
und Ruptur der Lysosomen, was eine Freigabe des Arzneistoffes (meist DNA) zur
Folge hat.

1.2.3.3 Mechanismus der Partikelaufnahme

Der Mechanismus der partikularen Zellaufnahme ist noch nicht vollstandig aufgeklart.
Um die Aufnahme der Partikel in die Zelle zu beschleunigen, den intrazellularen
Verlauf zu manipulieren, und dadurch den Abbau des Arzneistoffes umgehen zu
kénnen, ist eine Klarung des Mechanismus jedoch dringend notwendig.
In der Arbeitsgruppe von Labhasetwar wurde die zellulare Aufnahme von PLGA-NP
untersucht [Panyam et al., 2002]. Die Charakterisierung der Aufnahme erfolgte durch
den Einsatz einer Kombination aus verschiedenen Endozytose-Inhibitoren, welche
mehr oder weniger selektiv einzelne Aufnahmewege hemmen.
Die NP-Aufnahme ist ein Energie-abhangiger Prozess, wie die reduzierte Aufnahme
bei niedrigeren Temperaturen (4C) und einem Energi eentzug nach Behandlung mit
Natriumazid und 6-Deoxyglucose zeigen konnte [Panyam et al., 2002; Panyam and
Labhasetwar, 2003; Qaddoumi et al., 2003]. Inhibition der ,Clathrin-coated Pit"-
Endozytose durch hypertonisches Wachstumsmedium verringert die intrazellulare
Aufnahme der NP um 40%, wahrend die Inhibition der ,Caveolae-coated Pit*-
Endozytose durch Filipin keinen Einfluss auf die NP-Aufnahme zeigte. Die NP-
Aufnahme wurde durch die Zugabe von Zytochalasin D (potenter Inhibitor der
Aktinpolymerisation) nicht beeintrachtigt. Mikrofilamente spielen daher wohl keine
Rolle bei der Aufnahme von NP. Die Inhibition der Mikrotubuli durch Nocodazol
ergab eine 66%ige Zunahme der NP-Aufnahme. NP reichern sich nicht in den
Transferrin-markierten Kompartimenten an, was darauf hinweist, dass die Mehrheit
der NP sich entweder in den spaten Endolysosomen oder im Zytoplasma befindet.
Nach der Aufnahme der NP in die frihen Endosomen kdnnen die NP entweder in die
Recycling- (Exozytose: Ausschleusen aus der Zelle) oder in die spaten Endosomen
(Transport zu den sekundaren Endosomen) gelangen [Panyam and Labhasetwar,
2003]. Ahnliche Wege sind fiir die Rezeptoren an der Zelloberflache beschrieben
worden. In einer Arbeit von Panyam et al. (2002) wird von einem raschen Austritt der
10
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PLGA-NP aus dem Endolysosom innerhalb von 10 min berichtet [Davda and
Labhasetwar, 2002; Panyam et al., 2002; Prabha et al., 2002; Sahoo et al., 2002;
Panyam and Labhasetwar, 2003]. Der Mechanismus dieses raschen Austrittes wird
durch einen selektiven Wandel der Partikeloberflichenladung von einer anionischen
zu einer kationischen Ladung im endolysosomalen Kompartiment erklart. Betrachtet
man das Zetapotential bei verschiedenen pH-Werten, besitzen die PLGA-NP bei
pH 4 ein positives Zetapotential, wahrend im physiologisch oder leicht alkalischen
Bereich die NP eine negative Ladung aufweisen. Die Folge des Ladungswechsels
der NP ist, dass die NP mit der endolysosomalen Membran interagieren und ein
Entkommen in das Zytosol stattfindet. Diese These wird unterstitzt von der
Tatsache, dass die durch Brefeldin A induzierte Tubulation der sekundaren
Endosomen oder Lysosomen zum Verlust der NP assoziierten griinen Fluoreszenz
fuhrt. In Gegenwart von Ammoniumchlorid (lysosomotropisches Agens) kommt es zu
einem vollstandigen Austritt der NP aus den Endolysosomen. Eine Zunahme des pH-
Wertes in den Endolysosomen zeigt eine Zunahme der NP im Zytoplasma.
Lysosomotrope Agenzien sind bekannt, eine Destabilisierung der Endolysosomen
aufgrund der pH-Anderung zu verursachen. Durch die Freisetzung ihres Inhaltes
haben lysosomotrope Agenzien toxische Effekte. Bei der Inkubation mit NP treten
keine toxischen Effekte in der Zellkultur nach 48h auf. Die NP werden wahrscheinlich
durch eine lokale Destabilisierung der Endosomenmembran und einer Extrusion der
NP durch die Endosomenmembran freigesetzt. Ein Vergleich mit PS-NP bestatigt
diese Tatsache. Eine Untersuchung der Zellverteilung mit PS-NP, die keine
Oberflachenfunktionalitaten und bei allen pH-Werten ein negatives Zetapotential
besitzen, zeigte, dass diese PS-NP kolokalisiert im endozytoplasmatischen
Kompartiment sind.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass die NP-Aufnahme ein
Energie-abhangiger Prozess ist. Hauptsachlich erfolgt die NP-Aufnahme Uber die
»Clathrin-coated Pit“-Endozytose. Die Lokalisation der NP in der Zelle hangt nicht nur
vom eingeschlagenen Endozytoseweg, sondern auch von den Oberflachen-
eigenschaften der NP ab.

1.2.4 Anwendungsgebiete in der Tumortherapie

Mit Antitumormittel beladene NP steigern erfolgreich die Arzneistoffkonzentration im
Tumorgewebe und verbessern dadurch die Wirksamkeit des Arzneistoffes [Brannon-

Peppas and Blanchette, 2004]. Darliber hinaus konnen NP auf zellularer Ebene
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phagozytiert und somit der enthaltene Arzneistoff internalisiert werden. Bestimmte
NP ermdglichen dadurch die Uberwindung von Chemoresistenzen. Die Assoziation
von Antitumormitteln an Tragersysteme flihrt zu einer gewiinschten Veranderung der
Arzneistoffverteilung im Korper (im Gegensatz zu Arzneistoff in freier Form) und
dadurch zu einer Anreicherung des Arzneistoffes im MPS (Behandlung von Tumoren
des MPS) oder bei an der Oberflache modifizierten Nanopartikeln zu einer
Akkumulation aul3erhalb des MPS.

1.2.4.1 Passives Targeting

Herkbmmliche NP (ohne Oberflachenmodifikation: Tabelle 1.1) reichern sich
bevorzugt im MPS an und kénnen zur Therapie von Tumoren in Leber, Lunge und
Niere eingesetzt werden [Brasseur et al., 1980; Verdun et al., 1990]. In Mausen mit
Lebermetastasen konnte eine verbesserte Wirksamkeit von mit Doxorubicin
beladenen Polyisohexylcyanoacrylat-Nanopartikeln gegentber freiem Arzneistoff
gezeigt werden [Chiannilkulchai et al., 1989; Chiannilkulchai et al., 1990]. Dabei
konnten die Nebenwirkungen des freien Arzneistoffes, wie die Kardiotoxizitat bei

Doxorubicin, reduziert werden.

Tabelle 1.1: Einsatz von unmodifizierten Nanopartikeln in der Tumortherapie
Nanopartikel Arzneistoff Literatur
PMMA Doxorubicin [Astier et al., 1988]

Polyisohexylcyanoacrylat ~ Doxorubicin [Brasseur et al., 1980; Chiannilkulchai
et al., 1989; Chiannilkulchai et al.,

1990]
Polymethylcyanoacrylat  Actinomycin D [Verdun et al., 1990]
Polyvinylpyrrolidin Taxol [Sharma et al., 1996]
Polyalkylcyanoacrylat Doxorubicin [Soma et al., 2000]
PLGA Doxorubicin [Yoo et al., 2000]
Chitosan Doxorubicin [Mitra et al., 2001]
Albumin Taxol [Damascelli et al., 2001]

Die  Partikeleigenschaften, wie  PartikelgréRe,  Oberflachenladung  und
Hydrophilie/Lipophilie des Tragersystems, haben mal3gebenden Einfluss auf eine
erfolgreichen Einsatz in der Chemotherapie (Tabelle 1.2). Chemotherapie mit
Nanopartikeln im Grél3enbereich von 50 bis 100 nm [Sharma et al., 1996; Mitra et al.,

2001] wurden in Tumor-implantierten Mausen angewandt. Aufgrund der geringen
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Partikelgrof3e und der Hydrophilie des Tragersystemes (Chitosan bzw. Polyvinyl-
pyrrolidin) ergeben sich eine verbesserte Aufnahme in das Tumorgewebe und eine
verlangerte Freisetzung des Arzneistoffes als Vorteile in einer effizienteren
Chemotherapie.

Mit Doxorubicin beladene PACA-NP fiihrten zu eine Uberwindung der
Therapieresistenz in vitro [de Verdiere et al., 1997]. Die Ergebnisse ergaben, dass
die PACA-Abbauproduke zu einer Erh6hung der Konzentration von Doxorubicin in
der Zelle fuhren und dessen Zytotoxizitat erh6hen. Das legt die Vermutung nahe,
dass Doxorubicin mit den PACA-Abbauprodukten lonenpaare bildet und so in die
Zelle transportiert wird. Die Resistenz wird Uberwunden, indem einerseits eine
Adsorption der NP an die Zelloberflachen und andererseits, aufgrund der Ausbildung
eines lonenpaares, eine erhdéhte Doxorubicin-Diffusion durch die Plasmamembran
stattfindet.

Mit Paclitaxel beladene Albumin-NP, die sich schon in der Klinischen Phase II
befinden, waren dem freien Arzneistoff hinsichtlich der Toxizitdt und der
Verweildauer im Blut weit Gberlegen. Aufgrund der vielversprechenden Daten und
ihrer guten Vertraglichkeit wurde eine Klinische Phase Il durchgefihrt, in der
Albumin-NP an Patienten mit schuppenartigen Zellkarzinom auf Wirksamkeit hin
untersucht wurden [Damascelli et al., 2001].

Tabelle 1.2: Einsatz von Nanopartikeln mit Oberflachenmodifikation durch Detergentien oder

hydrophile Polymere in der Tumortherapie

Nanopartikel Arzneistoff Modifikation Literatur
Polyisobutyl-  Mitoxantrone Poloxamine  [Beck et al., 1993; Reszka et al.,
cyanoacrylat 1508 1997]
PLA meta-Tetra- PEG [Bourdon et al., 2000]
(hydroxyphenyl)- Poloxamer 188
chlorin
PLGA Cisplatin PEG [Avgoustakis et al., 2002]
Poly(e-capro- Tamoxifen Pluronic F68 [Chawla and Amiji, 2003]
lakton)
PLA Irinotecan PEG-Derivat [Onishi and Machida, 2003]
Polybutyl- Doxorubicin Polysorbat 80 [Kreuter, 2001; Gelperina et al.,
cyanoacrylat 2002; Steiniger et al., 2004]

Werden herkdmmliche NP mit Detergentien oder hydrophilen Polymeren tberzogen,

sollte es zu einer weiteren Verbesserung der Tragereigenschaften kommen. Nach
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intravendser Injektion von mit Mitoxantrone beladenen PIBCA-NP Uberzogen mit
Poloxamine 1508 in einem Ma&usetumormodell wurden hohe Konzentrationen an
Arzneistoff in Tumorgewebe gemessen, aber eine Uberlegenheit gegeniiber
unmodifizierten NP konnte nicht belegt werden [Beck et al., 1993; Reszka et al.,
1997]. Dagegen zeigen jungste Entwicklungen mit PBCA-NP, wie solche raffiniert
gestalteten NP Uber Oberflachenmodifikation (in diesem Fall mit Polysorbat 80) die
Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kénnen und zu einer erstaunlichen Anreicherung und
Doxorubicin-Freisetzung in Glioblastomen der Ratte fiihren [Kreuter, 2001; Gelperina
et al., 2002; Steiniger et al., 2004]. Die erfolgreiche intravendse Administration von
Nanopartikeln, bestehend aus PLGA- bzw. PLA-PEG, in Mausen verspricht
interessante Ergebnisse einer verbesserten zielgerichteten Cisplatin- bzw.
Irinotecan-Therapie [Avgoustakis et al., 2002; Onishi and Machida, 2003].
Ergebnisse mit Poly(e-caprolakton)-NP zeigten, dass diese schnell von Zellen
internalisiert werden und dadurch Tamoxifen an seinen Wirkort im Zytoplasma
gelangt [Chawla and Amiji, 2003].

Mit Antitumormittel beladene NP verbessern den therapeutischen Nutzen des
eingesetzten Antitumormittels durch den Transport Uber einen langeren Zeitraum

zum Zielort.

1.2.4.2 Aktives Targeting

Die Hauptindikation fur langzirkulierende NP ist, auch aufgrund des obengenannten
EPR-Effektes (siehe 1.2.2.3), zweifelsohne der Einsatz in der Tumortherapie. Eine
Verlangerung der Blutzirkulationszeit alleine ist jedoch nicht ausschlaggebend fur
eine verbesserte Wirkung, eine Interaktion des Tragersystems mit den Zielzellen ist
ebenso wichtig. Eine Mdglichkeit besteht, kleine nicht-antigene Liganden oder
Antikorper auf die Partikeloberflache aufzubringen, was eine beschleunigte
Internalisierung der NP mit sich bringt und ideal ist fur eine Anreicherung eines
Antitumormittels in der Zelle (Tabelle 1.3). Es gibt bisher keine Oberflachen-
merkmale, die nur bei Tumorzellen vorkommen, jedoch ist meist ein spezielles

Antigen auf Tumorzellen weit aus starker exprimiert als auf Normalzellen.
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Tabelle 1.3: Einsatz von Nanopartikel mit Oberflachenmodifikation durch Liganden und Antikorper
Nanopartikel Arzneistoff Modifikation Literatur
Gadolinium Gadolinium PEG [Oyewumi et al., 2004]
Folsaure
Gelatine DNA Transferrin [Truong-Le et al., 1999]
Eisenoxid DNA [Hogemann et al., 2000]
Cyclodextrin DNA [Bellocq et al., 2003]
Kurdlan Vitamin A-Saure Galaktose [Na et al., 2000]
PLA Paclitaxel [Cho et al., 2001b]
Lipid DNA Integrin-Antagonist [Hood et al., 2002]
Lipid %0y_Radionuklid Integrin-Antagonist [Li et al., 2004]
Anti-VEGFR
PS DNA Anti-PECAM [Wiewrodt et al., 2002]

Beispielsweise sind Hepatozyten bekannt daftr, dass sie Glykoproteine mit
Galaktose -tragenden Seitenketten mit Hilfe ihres Asialoglykoprotein-Rezeptors
erkennen. Aufgrund der Ligand-Rezeptor vermittelten spezifischen Interaktion und
der kontrollierten Freisetzung des antitumoralen Arzneistoffes in Zellkultur-
experimenten, ist dieser Rezeptor eine sinnvolle Zielstruktur bei der Behandlung von
Leberkrebs [Na et al., 2000]. Mit Paclitaxel beladene NP wurden mit einem
Kohlenhydrat-tragenden Polymer, zielgerichtet auf Hepatozyten, tiberzogen [Cho et
al., 2001b]. Es konnte gezeigt werden, dass das zuckertragende Polymer von den
Hepatozyten Uber einen Rezeptor-vermittelten Mechanismus internalisiert wurde.
Eine Akkumulation im Tumorgewebe gelang Oyewumi et al. (2004) mit Folsdure
Uberzogenen Nanopartikeln [Oyewumi et al., 2004]. Zahlreiche Arbeiten behandeln
den spezifischen Transport mittels Transferrin zur Anwendung in der Gentherapie
[Truong-Le et al., 1999; Hogemann et al., 2000; Bellocq et al., 2003].

1.2.4.3 Etablierung von Eisenoxid-NP in der Tumorth  erapie

Eine weitere Strategie, um die Aufnahme der NP in das MPS zu vermeiden, ist die
Verwendung von Eisenoxid-Nanopartikeln. Der unter dem Namen ,Magnetflissig-
keitshyperthermie® publizierte Ansatz [Jordan et al., 1999a] benutzt ein von aul3en
angelegtes magnetisches Wechselfeld, um regional deponierte oder in bestimmten
Korperregionen angereicherte Eisenoxid-NP in Schwingung zu versetzen und

dadurch das Gewebe zu erwarmen. Die Weiterentwicklung dieser NP mit neuen
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Hullstrukturen ermdglicht eine differenzielle Endozytose, das heildt eine bis zu 8-fach
hohere und erheblich schnellere Teilchenaufnahme in malignen Zellen im Vergleich
zu Normalzellen desselben Gewebetyps. Erste Ergebnisse mit einem intrazerebral
transplantierten Ratten-Glioblastom scheinen dieses Endozytoseverhalten auch in
Vivo zu bestatigen [Jordan et al., 1999b].

Darlber hinaus konnen Eisenoxid-NP anstelle eines Dextraniberzugs mit einer
Transferrin-Modifikation versehen werden. In einer Studie von Hogemann et al.
[2000] wurden Eisenoxid-NP mit Transferrin verknipft, um eine verbesserte
Anreicherung in der Zelle infolge einer spezifischen Rezeptorbindung zu erreichen.
Eine mehr als 10-fache hohere Bindung an und die Aufnahme in Zellen fuhrte zu
einer 16-fach besseren Genexpression in einem zellularem Magnetic Resonance
Imaging (MRI) Assay.

Von AK auf Eisenoxid-NP wird erwartet, dass sie eine hthere Spezifitdt der NP im
Gewebe vermitteln. Die Partikel sollten eine Grof3e von 50 nm haben und die
Zirkulationszeit sollte lang genug sein, um einige Passagen durch das
Tumorgewebe, die Penetration durch die Kapillarwande und Interaktionen von NP
mit dem gekoppelten AK und dem Antigen zu ermdglichen [Tiefenauer et al., 1996].

1.3 Nanopartikel als Trager flr Antisense-Oligonukl  eotide

Molekularbiologische Techniken ermdglichen die Charakterisierung molekularer
Mechanismen als Ursache von Krankheiten. Die Kenntnis molekularer Grundlagen
von Erkrankungen ermoglicht nun die Entwicklung neuer Therapieformen auf
genetischer Ebene. Wahrend bei der Gentherapie zusatzliche genetische Information
in die Zelle eingefligt wird, zielt die Anwendung von Antisense-Oligonukleotiden auf
eine spezifische Hemmung der Bildung von Zielproteinen. Obwohl das Wirkprinzip
von Antisense-Oligonukleotiden erstmals schon 1978 gezeigt werden konnte
[Zamecnik and Stephenson, 1978], ist es bis heute nicht vollstandig gelungen, die

methodischen Hurden hinsichtlich einer therapeutischen Anwendung zu tiberwinden.

1.3.1 Antisense-Oligonukleotide (ASO)

Ein Antisense-Oligonukleotid ist eine Kkurzkettige synthetische Nukleinsaure
einzelstrangiger DNA oder RNA mit einer frei wahlbaren Abfolge von Basen, die als
Sequenz-spezifische Inhibitoren der Genexpression wirken. Ein Antisense-
Oligonukleotid bindet Uber komplementare Basenpaarung an eine Nukleinsaure,

deren Basenabfolge dazu exakt passt (Sense-Nukleinsdure). Durch die spezifische
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Bindung des Antisense-Oligonukleotids an die komplementdre Sequenz der RNA
des Zielproteins wird die Bildung des Zielproteins verhindert (Abbildung 1.3).
Wahrend dem Wirkmechanismus zahlreicher Arzneimittel die Hemmung der Funktion
von Proteinen zugrunde liegt, greift das Prinzip der Antisense-Technik an der Bildung

dieser Proteine an.

Abbildung 1.3: Antisense-Wirkung; enthommen aus [Jansen and Zangemeister-Wittke, 2002]
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ASO sind potenzielle Arzneistoffe zur Behandlung von Krebserkrankungen, viralen
Infektionen und genetisch bedingten Krankheiten. Diverse Vertreter dieser
Arzneistoffklasse befinden sich derzeit in den verschiedenen Phasen der Klinischen
Prufung und werden voraussichtlich innerhalb der nachsten Jahre Marktreife
erlangen [Jansen and Zangemeister-Wittke, 2002]. Aufgrund der Instabilitdt der
Oligonukleotide gegen degradierende korpereigene Exo- und Endonukleasen sind
die in den klinischen Prifungen befindlichen Arzneistoffe in chemischer Weise meist
an ihrem Phosphat-Zucker-Gertust modifiziert. Ein weiterer Nachteil der
unmodifizierten Oligonukleotide besteht in ihrer geringen Membrangéngigkeit, was
eine geringe Bioverfuigbarkeit der Arzneistoffe zur Folge hat.

17



Theoretischer Teil

Um die sehr geringe Stabilitat der ASO gegentiber Nukleasen in vitro und in vivo und
die bisher niedrige intrazellulare Penetration zu erhdhen, stehen verschiedene
Methoden zu Verfugung:
1) Elektroporation: wenig geeignet flir mégliche Therapien
2) Intrazellulare Mikroinjektion: nicht geeignet fur mogliche Therapien
3) chemische Modifikation:
a) Schutz gegen enzymatische Degradation
b) Verbesserung der zellularen Aufnahme
4) Tragersysteme:
a) Nanopartikel
b) Liposomen

c) virale Vektoren

1.3.1.1 Chemische Modifikation der ASO

Weltweit werden grof3e Anstrengungen unternommen, modifizierte Oligonukleotide
darzustellen, die stabil sind gegentber Nukleasen und die Zellmembranen
Uberwinden konnen (Abbildung 1.4). Hierzu gehdren die Phosphorothioate (PTO),
die a-anomeren Oligonukleotide, die Methylphosphonate und andere nichtphosphat-
verbrickte Oligonukleotide. Daruber hinaus versucht man, Oligonukleotide mit
starkeren Bindungsaffinitaten durch Verknipfung mit anderen, sehr fest DNA
bindenden Verbindungen, darzustellen.

Phosphorothioate und Phosphorodithioate:

Die wichtigste dieser Modifikationen ist die sogenannte Phosphorothioat-Modifikation
(PTO). Dabei wird ein Sauerstoffatom im Phosphat durch ein Schwefelatom ersetzt.
Hierdurch wird ein neues chirales Zentrum gebildet. Das fuhrt dazu, dass 2n
Diastereomere entstehen. Leider besitzen diese Diastereomere unterschiedliche
Paarungseigenschaften. Jedoch nahezu alle Studien wurden mit Diastereomer-
Gemischen durchgefiihrt, obwohl die verschiedenen Diastereomere verschiedene
Wirksamkeiten aufweisen, was auch an ihrer unterschiedlichen Nuklease-Stabilitat

liegen kann.
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Abbildung 1.4: Moglichkeit der chemischen Modifikation der Nukleinsé&urestruktur

Methoxyphosphonat Methylphosphonat Methylphosphorothioat

Phosphorothioat Phosphorodithionat  Alkylaminophosphonat

Durch die Verwendung der entsprechenden Phosphorodithionate kann dieses
Problem umgangen werden. Diese Veranderung hat dazu gefuhrt, dass die
Oligonukleotide wesentlich stabiler gegentber hydrolytisch aktiven Enzymen sind.
Auch die Aufnahme in die Zelle konnte verbessert werden, obwohl es sich immer
noch um Polyanionen handelt.

Phosphorothioate besitzen allerdings den Nachteil der Plasmaproteinbindung und
fuhren, besonders in hohen Konzentrationen, zu Sequenz-unspezifischen

Nebeneffekten.

Methylphosphonate:

Diese komplett nichtionischen Verbindungen gelangen gut durch die Zellmembran.
Sie sind zwar relativ basenlabil aber ausgesprochen hydrolysestabil in Gegenwart
von Nukleasen. Leider tritt erneut das Diastereomer-Problem auf. Die Verbindungen
bilden sehr stabile Duplexe und Triplexe, da die Abstol3ung der negativen Ladungen
im Ruckgrat aufgehoben ist. Sie aktivieren jedoch nicht die RNase H. Des Weiteren
bringen die Methylphosphonate aufgrund ihrer wesentlich geringeren Wasser-
|6slichkeit weitere praktische Probleme mit sich. Die neutralen Modifikationen weisen
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zwar gegenuber geladenen Nukleinsaure-Derivaten eine verbesserte Zellmembran-
permeabilitdt auf; diese ist aber immer noch zu gering, um intrazellul&r biologische
Wirkkonzentrationen zu erreichen. Bei neutralen Nukleinsaure-Derivaten kénnen
kationische Liposomen nicht als Tragersysteme genutzt werden, da keine ionische
Wechselwirkung vorliegt und diese fiir die Verkapselung in die Liposomen notwendig
zu sein scheint [Ghosh and Iversen, 2000].

Nichtphosphat verbriickte Oligonukleotide:

In jungster Zeit wurde eine Reihe von Oligonukleotiden dargestellt, in denen die
Phosphordiester-Bindungen komplett ersetzt worden sind. Fur viel Aufregung hat die
Entdeckung gesorgt, dass auch Oligonukleotide stabile Duplexe und Triplexe bilden
konnen, in denen auch die Ribose- oder Deoxyribose -also die Zuckereinheit- ganz
durch ein Peptid-Ruckgrat ersetzt worden ist (Abbildung 1.5). Diese als PNA (Peptid-
Nucleic-Acid) bezeichneten Verbindungen sind momentan grof3e Hoffnungstrager, da
sie aulRerst stabil sind und stabilere Komplexe bei der Hybridisierung mit der Ziel-
MRNA als herkdmmliche ASO eingehen.

Abbildung 1.5: Darstellung der heute sehr wichtigen Peptidnukleinsduren auch PNA genannt;

Oligonukleotid ohne Phosphatriickgrat.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Modifizierung der
Oligonukleotide allein bisher nicht zur Entwicklung therapeutisch nutzbarer,
spezifischer Antisense-Wirkstoffe gefiihrt hat. Deshalb stellt die Verwendung von
Transfersystemen fir Antisense-Oligonukleotide einen erfolgversprechenden Ansatz
dar, um spezifisch wirksame Nukleinsaurederivate mit einer Nuklease-Protektion zu

versehen und therapeutisch einsetzbar zu machen.
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1.3.1.2 Sequenz-unspezifische Wirkung von ASO

Die Wirksamkeit von ASO in Zellkultur und in vivo ist gut belegt. Allerdings wurden
neben der gezielten Sequenz-spezifischen Hemmung der mRNA zusétzlich weitere
Wirkungen von ASO nachgewiesen, die unabhdngig von dem Antisense-Effekt
auftreten. Diese Sequenz-unspezifischen Wirkungen von Oligonukleotiden beruhen
auf deren Bindung an Proteine. Die Bindung von ASO an einzelne Proteine kann
abhéangig oder unabhangig von der Basenabfolge des Oligonukleotids auftreten. Die
dadurch entstehenden Sequenz-unspezifischen Effekte werden von der Art der
chemischen Modifikation des Oligonukleotids beeinflusst. Die Gesamtwirkung eines
Oligonukleotids setzt sich aus beiden Komponenten, Sequenz-spezifischen und
Sequenz-unspezifischen Effekten, zusammen.

Die Charakterisierung von Sequenz-unspezifischen Effekten ermoglicht das
Vermeiden von Basenabfolgen und Modifikationen, die unerwinschte Wirkungen von
Oligonukleotiden verursachen, zum Beispiel kommt in bakterieller DNA die
Zweiersequenz Cytidin-Base mit darauffolgender Guanidin-Base (CpG-Dinukleotid)
haufig vor. In der DNA von Wirbeltieren ist diese Zweiersequenz weniger haufig und
durch Anlagerung einer Methylgruppe an der Base Cytidin verandert (im Gegensatz
zu nicht methylierter bakterieller DNA). Wirbeltiere erkennen mit Hilfe der Toll-like-
Rezeptoren diesen Unterschied in der Basenzusammensetzung von DNA [Zuany-
Amorim et al., 2002]. Bei Wirbeltieren fuhrt die Erkennung von bakterieller DNA zu
der Aktivierung einer unspezifischen Immunantwort. Die immunstimulierende
Eigenschaft bakterieller DNA kann von synthetischen Oligonukleotiden imitiert
werden, die CpG-Dinukleotide enthalten und deren Basen nicht methyliert sind.

1.3.1.3 Kilinische Studien

Erste klinische Studien mit Antisense-Oligonukleotiden zeigen therapeutische Effekte
bei weitgehend guter Vertraglichkeit. Obwohl diese Studienergebnisse mit
Zuruckhaltung interpretiert werden muissen, ist anzunehmen, dass Antisense-
Oligonukleotide langerfristig die Pharmakotherapie um ein grundsatzlich neues
Wirkprinzip bereichern werden. Bisher ist nur Vitravene™ bei AIDS-Kranken als
Antisense-Medikament gegen Cytomegalie-Virus (CMV)-Augeninfektionen zuge-
lassen. Daruber hinaus sind jedoch viele Antisense-Wirkstoffe in verschiedenen
Phasen der Klinischen Prifung [Jansen and Zangemeister-Wittke, 2002]. Die
wichtigsten klinischen Studien sind auf den Internetseiten der Firmen ISIS
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Pharmaceuticals (http://www.isispharm.com/), Hybridon (http://www.hybridon.com/)
und Genta (http://www.genta.com/) zusammengefasst.

Bei inflammatorischen, onkologischen und viralen Erkrankungen sind Proteine
bekannt, die wesentlich zur Pathogenese der jeweiligen Erkrankung beitragen. So
fuhrt bei inflammatorischen Erkrankungen die Hemmung der Bildung
proinflammatorischer Zytokine und leukozytarer/endothelialer Adh&asionsmolekile zu
einer Verminderung der unerwiinschten Entziindungsreaktion. Beispielsweise wurde
fur das proinflammatorische Zytokin Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNFa) eine zentrale
Mediatorfunktion bei akuten und chronisch entzundlichen Erkrankungen
nachgewiesen [Eigler et al., 1997]. Hohe Blutkonzentrationen von TNFa wurden
unter anderem bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis, Morbus Crohn, Multiple
Sklerose und Psoriasis beobachtet. Die Synthese von TNFa kann mit ISIS 104838
(ISIS Pharma), ein Antisense-Oligonukleotid der zweiten Generation (2'-O-
methoxylethyl-Modifikation), spezifisch gehemmt werden. In einer ersten Klinischen
Phase I-Studie erhielt man ein gutes Dosierungsprofil. Unter den leukozytéren
Adhéasionsmolekilen besitzt ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) eine zentrale
Bedeutung bei der Bindung verschiedener Entziindungszellen untereinander und an
das GefalRendothel. Mit der Hemmung der Expression von ICAM-1 durch Antisense-
Oligonukleotide ist daher ein entzindungshemmender Effekt zu erwarten (Einsatz
von Alicaforsen bei Colitis Ulcerosa). Bei Patienten mit Morbus Crohn wird die
Wirksamkeit des Antisense-Oligonukleotids ISIS 2302 (Alicaforsen, ISIS Pharma)
gegen das Adhasionsmolekil ICAM-1 untersucht. In einer Plazebo-kontrollierten
Phase-II-Studie an Patienten mit therapierefraktarem Morbus Crohn wurde ISIS 2302
einen Monat lang jeden zweiten Tag als Infusion gegeben. Es zeigte sich eine
signifikante Einsparung an Steroiden in der behandelten Gruppe. Eine
multizentrische Phase-IlI-Studie (Nordamerika, Europa, Israel) soll nun diese
positiven Effekte bestatigen.

Bei Tumorerkrankungen tragen in der Regel mehrere proliferationsfordernde
Proteine (Onkogene) parallel zum Wachstum eines Tumors bei. Deshalb ist die
Hemmung einzelner onkogener Proteine wenig erfolgversprechend. Bestimmte
Proteinkinasen spielen jedoch eine Ubergeordnete Rolle in der Regulation von
Proliferation und Differenzierung von Zellen. Bei Leuk&mie-Zell-Linien fuhrt die
Hemmung der Proteinkinase Al mit einem Antisense-Oligonukleotid (GEM231,
Hybridon) zu einer Gleichgewichtsverschiebung zugunsten der Expression der

Proteinkinase A2. Damit verbunden ist eine Hemmung der Proliferation und eine
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zunehmende Differenzierung der Tumorzellen. Auch fur die Hemmung der
Expression der Proteinkinasen-C-alpha mit Antisense-Oligonukleotiden konnte eine
Verminderung des Wachstums von verschiedenen tierexperimentellen Tumoren
nachgewiesen werden. Ein Proteinkinase-C-alpha-Inhibitor ist LY900003 (Affinitak™,
ISIS Pharma/ Eli Lilly), der in Kombination mit anderen Zytostatika (Carboplatin und
Paclitaxel) additive oder synergistische Effekte aufweist. Affinitak™ wurde bereits in
mehreren Studien untersucht (Klinische Phase Ill). In Kombination mit klassischen
Zytostatika konnte die Uberlebenszeit bei Patienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom deutlich verlangert werden.

Das Apoptose-Schutzprotein bcl2 ist in den meisten Tumoren uberexprimiert und
wurde in préklinischen Studien mit zahlreichen Zytostatika kombiniert. Die Hemmung
von bcl2 mit einem Antisense-Oligonukleotid (Genasense™, Genta) hat in einer nicht
kontrollierten Studie an einer kleinen Gruppe von Patienten (n=9) mit
therapierefraktarem Non-Hodgkin-Lymphom bei einem Patienten zu einer kompletten
Remission gefuhrt [Webb et al., 1997]. Bei einem weiteren Patienten zeigte sich eine
Verringerung des Tumorvolumens. Zur Dokumentation des Wirkmechanismus
konnte bei zwei von neun Patienten eine Verminderung der bcl2-Expression
nachgewiesen werden. Randomisierte Studien in Phase Ill werden an Patienten mit
chronischer lymphozytarer Leukdmie, malignem Melanom und multiplem Melanom

durchgefuhrt.

1.3.1.4 Perspektiven

Insgesamt ist zu erwarten, dass therapeutische Oligonukleotide fur ausgewahlte
Indikationen in absehbarer Zeit Eingang in die Klinik finden werden. International, mit
Schwerpunkt in den USA, Kanada und der Schweiz, arbeiten zahlreiche
biotechnologische Unternehmen an der Entwicklung von Oligonukleotiden als neuen
Therapeutika. In Deutschland zahlen dazu die Forschungsabteilungen der
Unternehmen Byk Gulden, Aventis und Boehringer Ingelheim. Allerdings werden erst
weitere klinische Studien zeigen, ob bestimmte Antisense-Oligonukleotide den heute
etablierten Therapieformen tatsachlich tberlegen sind.

Das Konzept einer zielgerichteten Hemmung der Bildung krankheitsverursachender
Proteine mit Antisense-Oligonukleotiden zeigt in klinischen Studien bei viralen,
inflammatorischen und Tumorerkrankungen erste positive Ergebnisse. Die
Wirksamkeit eines Antisense-Oligonukleotids gegen die CMV-Retinitis bei AIDS-
Patienten ist nachgewiesen. Die Untersuchungen bei Patienten mit Morbus Crohn
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und mit Non-Hodgkin-Lymphom wurden bisher an kleinen Patientenkollektiven
durchgefuhrt und missen noch in gro3eren Studien bestétigt werden.

Oligonukleotide mit verbesserten Eigenschaften sind in der Entwicklung. Die
chemischen Modifikationen dieser Oligonukleotide gewahrleisten sowohl eine héhere
Affinitat an die Ziel-RNA als auch eine hohere Stabilitat gegentber Nukleasen. Damit
verbunden ist eine Verstarkung der spezifischen Antisense-Wirkung und eine
Verminderung von begleitenden unerwiinschten Sequenz-unspezifischen Effekten.
Trotzdem sind viele der Oligonukleotide nicht als Medikamente einsetzbar. Als
Polyanionen sind sie nicht in der Lage, die hydrophobe Zellmembran zu Gberwinden.
Eine Alternative kdnnte der Einsatz partikularer Tréagersysteme fur unmodifizierte
Oligonukleotide darstellen, um ihre Stabilitdt zu erhéhen und die Penetration der

geladenen Arzneistoffe durch Zellmembranen zu erleichtern.

1.3.2 Einsatz von Nanopartikeln in der ASO-Therapie

Durch Verwendung bestimmter Tragersysteme wie den Nanopartikeln (NP) kann
eine Verbesserung der Transfektion und eine fur die Wirkung der Antisense-
Oligonukleotide (ASO) gunstigere intrazellulare Verteilung erreicht werden. Aufgrund
des hydrophilen und polyanionischen Charakters der ASO bestehen geringe
Wechselwirkungen zwischen ASO und Polymeren. Daher werden zur Verkapselung
in oder Assoziation an NP zwei verschiedene Strategien angewendet:

1) ASO werden an ein hydrophobes Molekil gebunden (ASO-Konjugate). Es kommt
zu Wechselwirkungen zwischen Polymerbestandteilen der NP und ASO-
Konjugaten (Adsorption) oder einer Losungsvermittlung des ASO-Konjugats in die
Matrix der NP (Inkorporation).

2) Kationische Polymere werden verwendet, um NP zu Uberziehen oder positive
Ladungen in NP einzubringen. Hierbei kommt es zu ionischen Wechselwirkungen
mit den negativ geladenen ASO [Chavany et al., 1992; Godard et al., 1995; Fattal
et al., 1998].

Unmodifizierte Oligonukleotide (ODN) und Phosphorothioate (PTO) wurden
erfolgreich an die verschiedensten NP gebunden. Die am haufigsten verwendeten
Polymere sind Albumin, Gelatine, PEG-Polymilchsédure (PEG-PLA-Konjugate),
Polybutylcyanoacrylat (PBCA), Polyisohexylcyanoacrylat (PIHCA), Polyhexylcyano-

acrylat (PHCA) und Protamin.
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1.3.2.1 Kationische Reagenzien als Hilfsstoffe

Polyalkylcyanoacrylat-NP werden meist durch sterische Effekte des Dextran
stabilisiert. Dextran ist zwar biokompatibel, aber ein Nachteil ist, dass die
verfugbaren Hydroxylgruppen wenig geeignet sind fur eine chemische Modifikation.
AulBerdem 10st sich Dextran mit der Zeit aus der NP-Matrix. Daher dient als
kationisches Polymer Diethylaminoethyl- (DEAE)-Dextran , was auch als
Transfektionsbeschleuniger bekannt ist [Zobel et al.,, 1997]. Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid (CTAB) st ein Detergens. Es wurde bisher schon mit PIBCA-
oder PIHCA-NP kombiniert und dient als Adsorptionsbeschleuniger fir hydrophile
anionische ASO [Chavany et al., 1992].

Die Beladung von NP durch die Aushildung von ASO-Kation-Komplexen h&ngt von
vielen Faktoren ab:
Kettenlange der ASO
Eigenschaften des Basispolymers
Hydrophobizitdt des Kations, das als lonenpaarbildner fir das ASO
verwendet wird

die lonenstarke des verwendeten Mediums [Chavany et al., 1992]

In Studien von Zobel et al. [1997] konnte gezeigt werden, dass ASO an PHCA-NP
entweder mit DEAE-Dextran oder in Kombination mit lipophilen lonenpaar-
Verbindungen, wie zum Beispiel CTAB gebunden werden kdnnen.

Werden ASO/CTAB-Komplexe an PIBCA-NP adsorbiert, kommt es zu einer
Neutralisation der ASO-Ladung durch CTAB, dadurch werden die NP instabil und die
sterische Stabilisierung durch Dextran ist nicht mehr ausreichend. Bei grof3en
Mengen von ASO wird das Zetapotential wieder negativ und die NP wieder stabiler
[Lambert et al., 1998]. Wenn ODN mittels CTAB an PIHCA-NP adsorbiert werden,
werden ODN effizient gegen enzymatischen Abbau geschiitzt, sogar nach 5 Stunden
Inkubation mit Phosphodiesterasen oder in Zellkulturmedium [Chavany et al., 1992].
Ahnliche Ergebnisse erzielten Zobel et al. mit an DEAE-Dextran-PBCA-NP
adsorbierten ODN, die mit DNase inkubiert wurden [Zobel et al., 1997]. Es wird auch
angenommen, dass eine Adsorption von Plasmaproteinen an NP einen schiitzenden
Effekt besitzt. ODN-DEAE-NP-Komplexe sind stabiler im Zellkulturmedium, das 10%
FCS enthalt, als ODN, die mit Hilfe von CTAB an NP adsorbiert wurden. Der
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geringeren Stabilitdat der CTAB-ODN-NP liegt vermutlich eine Verdrangung des
CTAB durch Plasmaproteine zugrunde [Chavany et al., 1994; Nakada et al., 1996].
Diese Verdrangung konnte in Gegenwart eines konzentrierten Mauseplasmas (70%)
bestatigt werden. Sowohl freie als auch an NP gebundene ODN werden sehr schnell
abgebaut; die Bindung an NP scheint den ODN jedoch einen Schutz vor den
Nukleasen zu geben.

Um die Bindung an eine Zellmembran zu ermdglichen, wurde versucht die ASO
hydrophober zu machen [Godard et al., 1995]. In einem Ansatz wurden
Phosphonium- bzw. Ammoniumsalze verwendet, die gleichzeitig die negative Ladung
neutralisieren und an die ASO hydrophobe Reste anbringen. Diese Salze
verbesserten die zellulare Aufnahme nicht. Au3erdem zeigte es sich, dass CTAB und
Hexadecyltributylphosphoniumbromid bei einer Konzentration von mehr als 1uM eine

starke zytotoxische Wirkung in Zellkulturen entfalten.

1.3.2.2 Konjugation des ASO an ein hydrophobes Mole kil

Mit Hilfe chemischer Abkémmlinge von ASO konnen die beiden grof3ten Probleme,
die Instabilitat in biologischen Medien und die geringe Penetration der ASO durch die
Membranen der Zellen vermindert werden. Die ASO werden mit sperrigen,
geladenen oder hydrophoben Resten konjugiert. Cholesterol, Phospholipide [Filion
and Phillips, 1997], Dodecanol-Ketten, Alkylgruppen, Porphyrine, Polykationen,
Proteine, Peptide [Emile et al., 1996] oder ihre Derivate wurden bisher verwendet,
um ASO an den terminalen Enden zu modifizieren [Godard et al., 1995].

In Abwesenheit von CTAB binden unmodifizierte ODN nicht an PIHCA-NP, wahrend
60% eines Cholesterol-ODN-Konjugats adsorbiert werden [Godard et al., 1995]. Die
niedrigere Ladungskapazitat der Cholesterol-ODN-Konjugate in Vergleich zu CTAB-
ODN-Adsorbaten lasst sich durch eine moglicherweise elektrostatische AbstoRung
zwischen gebundenen geladenen ODN-Molekilen und negativ geladenen NP
erklaren.

Bei Cholesterol-ODN-Konjugaten wird vermutlich der Cholesterolrest in die
Zellmembran verankert und es erfolgt wahrscheinlich tber eine nicht Rezeptor-
vermittelte Endozytose eine Internalisierung des Konjugats in ein Endosomen-
ahnliches Vesikel. Innerhalb der Zelle verbleiben die Konjugate jedoch in den
Endosomen. Sie werden innerhalb einer sechsstiindigen Inkubationszeit nicht
abgebaut [Boutorine and Kostina, 1993].
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Die niedrigere biologische Aktivitat der mit Cholesterol modifizierten ODN wird zum
einen erklart durch eine zusatzliche Interaktion zwischen Cholesterolrest und
Zellmembran wahrend der Penetration und des Transports, zum anderen durch eine
Destabilisierung des komplementaren Komplexes mit der mRNA infolge des
hydrophoben Cholesterolrestes [Godard et al., 1995]. Eine andere Formulierung mit
an PIHCA-NP gebundenen Cholesterol-ODN-Konjugaten ermoéglichte eine
spezifische Inhibition der Proliferation von kultivierten menschlichen T24
Blasenkarzinomzellen [Godard et al., 1995].

1.3.2.3 Adsorption des ASO an die Partikeloberflach e

Kationische Polystyren (PS)-NP eignen sich fir die Beladung von ASO. Vergleicht
man die Beladung von negativ und positiv geladenen modifizierten PS-NP,
beobachtete man, dass selbst bei negativ geladenen Partikeln eine Adsorption
festgestellt werden konnte [Elaissari et al., 1994]. Eine wichtige Rolle beim
Adsorptionsprozess scheinen daher nicht nur elektrostatische Kréafte, sondern
ebenso hydrophobe Bindungskrafte zu spielen [Elaissari et al., 1994; Ganachaud et
al., 2000].

Es erfolgt eine rasche Adsorption der ASO an die PS-NP; 70% der Endadsorption ist
in den ersten Minuten erreicht. Eine weitere Adsorption der ASO wird durch eine
reduzierte Diffusion der ASO zu der Partikel-Zwischenphase verhindert, da sich freie
und adsorbierte ASO elektrostatisch abstof3en. Die Beladung von mit Aminogruppen
modifizierten PS-NP mit ASO ist vom pH-Wert abhangig. Wird der pH-Wert Gber den
pKs der Aminogruppen angehoben, nimmt die Adsorption von ASO an NP ab.
Andererseits wird bei einem niedrigen pH-Wert mehr ASO adsorbiert, da die
kationische Oberflachenladung bei einem saurem pH zunimmt [Elaissari et al., 1994].
Die Aufnahme der ASO bei einem basischen pH-Wert ist trotzdem bemerkenswert.
Die maximale Menge an adsorbierten ASO wird theoretisch erreicht, wenn die ASO
eine dichtgepackte Monoschicht auf der NP-Oberflache bilden. Das wirde bedeuten,
dass die ASO nicht in der zylindrischen Konformation vorliegen. Diese Konformation
ware jedoch nicht die geeignetste fir die spatere Hybridisierung mit der
komplementaren Sequenz [Ganachaud et al., 2000].

Des Weiteren untersuchten Zobel et al. [Zobel et al., 1999] verschieden substituierte
Aminoalkylacrylat-Derivate als Basismaterial fur NP. Die Ladungskapazitat nimmt mit
steigendem Anteil an basischem Polymer im Copolymer zu. Die Substitution der
Aminogruppen mit Methylgruppen fihrt zu einer héheren Adsorption an ODN und
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einer reduzierten Zytotoxizitdt. NP mit einer quartdren Ammoniumstruktur zeigen
eine pH-Wert-unabhéngige Ladungseffizienz; doch wirkt sich eine permanente
positive Ladung unglnstig auf die Zytotoxizitdt aus. Als optimales Monomer
bezuglich der Biokompatibilitit und der Tragereigenschaften fir hydrophile
anionische ASO stellte sich in dieser Studie Monomethylaminoethyl-methacrylat
(MMAEMA) heraus.

1.3.2.4 Inkorporation des ASO in die Partikelmatrix

Eine weitere Moglichkeit stellt die Komplexierung des ASO und die anschlieRende
Inkorporation in die Partikelmatrix dar. ASO weisen eine starke Bindung zu
Oligopeptiden mit Lysinresten auf (Polylysin). Emile et al. zeigten, dass diese ODN-
Komplexe fahig sind, Coprazipitate mit den PLA-PEG-Copolymer zu bilden [Emile et
al., 1996]. In gleicher Weise kdonnen PLA-NP mit ASO beladen werden. Nach
Komplexierung mit CTAB wird der ASO-Komplex in die Partikelmatrix stabil
eingebaut [Delie et al., 2001]. Je nach verwendeter Herstellungsmethode werden die
ASO schnell oder verzogert freigesetzt. PLA-NP, die durch die Doppelemulsions-
technik hergestellt werden, konnen in der wassrigen Phase ASO beinhalten.
Vorteilhaft ist, dass fur die Beladung der NP keine weiteren toxischen Hilfsstoffe
notwendig sind [Berton et al., 1999].

Protamin, ein polykationisches Peptid (MW = 4000-4500Da), wurde als mdglicher
Penetrationsbeschleuniger fir ODN untersucht [Junghans et al., 2000; Gonzalez
Ferreiro et al., 2001]. Die Stabilitat der ODN gegenuber Nukleasen und die
Forderung der zellularen Aufnahme ist erhéht; nach 24h Inkubation mit nicht
hitzeinaktiviertem FCS sind noch 60% der gebundenen ODN intakt. Darliber hinaus
wurden von Junghans et al. [Junghans et al., 2001] aus kationischen Peptiden
(Spermin, Spermidin) erfolgreich ASO-beladene Partikel hergestellt.

Erfolgreich kdnnen ASO in die Matrix von Albumin-Nanopartikeln eingebunden und
vor enzymatischen Abbau geschitzt werden [Arnedo et al., 2002; Arnedo et al.,
2004]. Im Vergleich zu ASO gebunden an die Oberflache von Albumin-Nanopartikeln

kommt es nach Einbau in die Matrix zu einem verbesserten Schutz vor Abbau.

1.3.2.5 Testung in Zellkulturversuchen

Nachdem die Partikel in das lysosomale Kompartiment der Zelle aufgenommen
worden sind, werden sie dort in niedrigmolekulare I6sliche Verbindungen abgebaut

und vom Korper renal eliminiert. Um eine Anreicherung im lysosomalen System zu

28



Theoretischer Teil

verhindern und damit sicherzustellen, dass ASO ins Zytoplasma gelangen, kdnnen
einige Substanzen zugesetzt werden, die die lysosomale Membran destabilisieren.
Dazu gehoren zum Beispiel kationische Detergentien oder kationische hydrophobe
Peptide [Chavany et al., 1992; Emile et al., 1996].

Es wird vermutet, dass der Zusatz von CTAB als quartarem Ammoniumsalz die
lysosomale Membran destabilisiert [Zobel et al., 1997]. Zobel et al. ersetzten das
CTAB durch ein DEAE-Dextran-Konjugat. Dadurch wird eine hdhere Aufnahme von
ODN in die Zellen erreicht. Die zellulare Aufnahme der NP erfolgt durch einen
endozytotischen Prozess. Eine Membrandestabilisierung konnte bei NP, die ASO mit
DEAE-Dextran komplexierten, nicht beobachtet werden. Diese NP verblieben in den
Phagolysosomen.

Die Bildung von lonenpaaren zwischen an PIBCA- oder PIHCA-NP gebundenen
ODN und quartaren Ammonium-Verbindungen verhindert einen Angriff der
Nukleasen an ODN im Zellkulturmedium und erhoht ihre zellulare Aufnahme. CTAB
als quartdres Ammoniumion destabilisiert die lysosomale Membran, was die
Freigabe von ODN in das Zytoplasma ermdglicht [Fattal et al., 1998].

Wird ein basisches Polymer (MMAEMA) zur Adsorption von ODN verwendet, so
hangen die toxischen Einflisse auf die Integritat der Zellmembranen von den
Aminoalkylgruppen auf der Partikeloberflache ab (Nachweis tUber MTT-Test oder
Haemolyse). Die zytotoxischen Effekte nehmen mit der Anzahl der Verlangerung der
N-Alkyl-Seitenketten des Polymers zu. Die ODN wurden signifikant vor dem
enzymatischen Abbau geschutzt, die zellulare Aufnahme von ODN-beladenen
Aminoalkylacrylat-Derivat-NP in Vero-Zellen war beschleunigt [Zobel et al., 1999].
Die Studie von Berton et al. [Berton et al.,, 1999] beschéaftigt sich mit der
intrazellularen Aufnahme von mit PTO-beladenen NP aus Polymilchsaure. Die
intrazellulare Verteilung auf die verschiedenen Zellkompartimente ist in DU145-
Zellen anhand von Fluorescein-markierten Phosphorothioat untersucht worden. Nach
Zugabe des Saure-Inhibitors Monensin konnte bei freien PTO eine Zunahme der
Fluorescein-Signalintensitat beobachtet werden, was anzeigt, dass freie PTO in der
sauren intrazellularen Umgebung liegen, wéhrend PTO aus Nanopartikeln nicht im
sauren Kompartiment gefunden wurden. Freie PTO und mit PTO-beladene NP
stromten aus DU145-Zellen aus 2 verschiedenen intrazellularen Kompartimenten
aus. Die Verwendung von NP stellt somit eine Moglichkeit zum Einschleusen von
PTO in Zellen dar und verandert auch die zellulare Lokalisation der PTO [Berton et

al., 1999]. Die Messung der Signalintensitat und deren Auswertung erscheint jedoch
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fragwurdig. Die Testung in einer lymphozytaren Zell-Linie mit CTAB komplexierten
PTO-beladenen PLA-NP fuhrte zu einer starken Konzentrations-abhéngigen
Inhibition der viralen Produktion im nanomolaren Bereich [Berton et al., 2001].

Die Aufnahme eines 15-mer Oligothymidilats, das an PIHCA-NP adsorbiert wurde,
wurde unter nicht toxischen Bedingungen in U937 Zellen untersucht [Chavany et al.,
1994]. Die Aufnahme der ODN nahm drastisch zu, wenn sie an die NP gebunden
waren. Bei niedrigeren Temperaturen (4C) war sie re duziert. Diese Ergebnisse
verdeutlichen, dass es sich bei der Aufnahme um einen aktiven
endozytotischen/phagozytotischen Prozess handelt und das Tragersystem nicht nur
an die Zelloberflache adsorbiert wird. Bestatigt wurde dies durch konfokale
Mikroskopie mit Fluoreszenz-markierten NP: nach der Internalisierung akkumulierten
NP in den Phagosomen oder Lysosomen. Diese intrazellulare Verteilung hat
allerdings einen alsbaldigen Abbau der ODN zur Folge.

Die Aufnahme von Protamin-NP in die Zellen erfolgt Gber eine aktive Endozytose
[Junghans et al., 2000]. Dies wurde durch Kontrollversuche bestatigt, die bei 4C
durchgefuihrt wurden: bei niedrigen Temperaturen konnte keine Aufnahme in die
Zelle beobachtet werden. Das Fluorescein-markierte ASO wurde in der Zelle
hauptsachlich im Zytosol so wie Zellkern detektiert [Junghans et al., 2001].
Albumin-NP wurden mit ODN und mit PTO-beladen. Die Testung in einem viralen
Assay dieser Partikel erbrachte eine gleich gute Wirkung von PTO wie ODN,
wahrend Kontrollzubereitungen mit PTO dem ODN uberlegen war [Arnedo et al.,
2004].

Durch die verbesserte Zellaufnahme gelang es, mit den verschiedenen

Nanopartikeln die Wirksamkeit des ASO zu erhdhen.

1.3.2.6 Testung in Tiermodellen

Nach intraventser Gabe bei Mausen wurde die Stabilitdtt der ODN im Plasma
verbessert und eine Anreicherung von ODN-PIBCA- und PIHCA-NP in der Leber
gezeigt [Fattal et al., 1998]. In einer anderen pharmakokinetischen Studie mit PIBCA-
NP konnte die Halbwertszeit von ODN im Blut nicht erhéht werden. Hauptsachlich
fand eine Anreicherung in der Leber statt, die Aufnahme in die Milz war gering
[Nakada et al., 1996]. Nach Anwendung einer Methode, bei der die verschiedenen
Kettenlangen der ODN bestimmt werden kdnnen, zeigte sich, dass ODN in der Leber
und im Plasma intakt vorlagen, wenn sie mit Hilfe von NP appliziert wurden [Schwab
et al., 1994].
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An PIHCA-NP mit CTAB adsorbierte ODN inhibieren spezifisch die Ha-ras vermittelte
Zellproliferation und die Tumorentstehung nach subkutaner Injektion in Nacktmausen
[Schwab et al., 1994]. Es wurde gezeigt, dass die Stabilitat und die zellulare
Aufnahme durch Adsorption an PIHCA-NP verbessert werden kann. Eine Inhibition
der Zellproliferation von Zellen, die das punktmutierte Ha-ras Gen exprimieren,
konnte mit einer 100fach geringeren Konzentration als mit den freien ODN erreicht
werden.

Die Anreicherung in der Leber nach intraventser Applikation wird genutzt, um
zielgerichtet mit einer ASO-Therapie Leberkrankheiten zu bekdmpfen [Bijsterbosch
et al., 2001]. Oberflachen-modifizierte LDL-Partikel wurden mit einem Cholesterol-
ASO-Konjugat beladen. Durch eine spezifische Internalisierung tiber den Galaktose-
spezifischen Rezeptor werden hohe Konzentrationen nach Applikation in Ratten in
der Leber erreicht.

1.4 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit ASO-beladene Albumin-NP zur Anwendung in
der Brustkrebstherapie entwickelt. Zunéachst wurde die Beladung von Albumin-NP mit
ASO optimiert. Im Anschluss wurden diese NP-Zubereitungen in der Zellkultur auf
biologische Aktivitdt getestet. Weiterhin wurde die Oberflache der NP durch
Konjugation mit einem anti-HER2-Antikorper modifiziert, um ein aktives Targeting
von HER2-uberexprimierenden Brustkrebszellen zu erlangen.

Die Verwendung von Albumin-NP als Trager fir ASO bietet eine Anzahl an Vorteilen.
Albumin-NP besitzen die Fahigkeit ASO ohne weiteren Zusatz von mdglichen
toxischen Hilfsstoffen zu binden. NP aus humanem Serumalbumin (HSA) werden als
korpereigene Substanz gut toleriert. Es kommt nicht zu einer unerwiinschte
Akkumulation des Tragersystems im Korper, da Albumin-NP vom Kdrper abgebaut
werden. Dartber hinaus kdnnen Albumin-NP die intrazellulare Aufnahme von ASO
fordern und die ASO zu ihrem Wirkort transportieren. Durch die vorhandenen
funktionellen Gruppen auf der Partikeloberflache der Albumin-NP kann nach einer
erfolgreichen Beladung mit ASO ein monoklonaler Antikdrper oder Ligand fur ein
spezifisches Targeting leicht aufgebracht werden. Dadurch wird das Problem des
unspezifischen Targetings bei intravendser Gabe der HSA-NP-Zubereitung
umgangen und eine spezifische Anreicherung von ASO-NP kann im Tumorgewebe
erhoht werden.
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NP aus humanem Serumalbumin (HSA) stellen einen moglichen Ansatz in der ASO-
Therapie dar. Ein zielgerichtetes Targeting an den HER2-Rezeptor wird mit einem
spezifischen Antikdrper erreicht. Mit einer geeigneten Formulierung von HSA-NP
konnte somit die Dosierung und die Nebenwirkungen von ASO erheblich reduziert
werden.
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2 Material und Methoden

Das folgende Kapitel beschéftigt sich mit der Durchfiihrung der im Rahmen dieser
Arbeit angewendeten Methoden. Sofern bei der Herstellung von LOsungen keine
anderen Angaben gemacht sind, wurden diese in entmineralisiertem Wasser (MilliQ
Wasser) hergestellt.

2.1 Herstellung von ASO-beladenen HSA-Nanopartikeln

Die Nanopartikel (NP) aus humanem Serumalbumin (HSA) wurden in Anlehnung an
die Desolvatationsmethode von Marty et al. [1978] und Weber et al. [2000a]
hergestellt und hinsichtlich ihrer Partikelgrof3e, PartikelgroéRenverteilung, nicht
desolvatisiertem Anteil an HSA, der Partikelausbeute und des ASO-Gehaltes

charakterisiert.

2.1.1 Chemikalien und Gerate

Ethanol reinst Merck, Darmstadt
Glutaraldehyd 25% Merck, Darmstadt
Humanes Serumalbumin (Fraktion V) Sigma, Steinheim
Natronlauge 1N bzw. 0,1N Merck, Darmstadt
Salzsdure 1N bzw. 0,1N Merck, Darmstadt

Adsorptions- und Einbindungsversuchen: MWG, Ebersberg

15mer ODN bzw. PTO: 5’ tgt ctt ctt ttt tat 3’
20mer ODN bzw. PTO: 5’ cta cga tct act ggc tcc at 3’
20mer Cy5-PTO: Cy5 - 5’ cta cga tct act ggc tcc at 3’
Centrifuge 5417 D Eppendorf, Engelsdorf
Microcon® 30.000, microconcentrators Amicon, Beverly, USA
pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin
Ultraschallbad Transonic Digital Elma, Singen

Variomag, Multipoint, Magnetruhrplatte H+P Labortechnik AG,
Oberschlei3heim
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2.1.2 Adsorptionsversuch von ASO an gelostem HSA

Der pH-Wert einer 2%igen HSA-L6sung wurde auf pH 5,5 bzw. 7,0 eingestellt. Ein
Anteil von 41,3 ul einer ASO-L6sung (= 100 pg 15mer ODN oder PTO) wurde mit
330,0 pl dieser 2%igen HSA-L6sung (= 6,6 mg) inkubiert. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min wurde das HSA mittels Ultrafiltration tUber eine Membran mit einer
AusschlussgréfRe von einem Molekulargewicht 30 kDa von ungebundenem ASO
getrennt. Der ASO-Gehalt in den Ultrafiltraten wurde mittels Anionenaustauscher-
HPLC bestimmt (siehe 2.5.2).

2.1.3 Optimierung der Partikelherstellung

Ein Volumen von 330,0 pl einer 2%igen HSA-L6sung (= 6,6 mg) wurden mit einem
entsprechendem Volumen an ASO-LOsung (=100pug ASO) inkubiert. Der
Herstellungsprozess wurde optimiert durch die Variation verschiedener Parameter
wie der Menge an Ethanol (330 ul; 450 ul; 600 pl; 900 pl) zur Desolvatation und der
Zugabe einer 8%igen Glutaraldehydlosung (1,55 pl, 3,88 pl, 7,75 ul) zur Quer-
vernetzung der Partikel. Dartber hinaus wurden alternative Aufreinigungsmethoden
untersucht: (1.) Anderung der Menge an MQ-Wasser von 500 pl anstelle von 1000 pl,
(2.) Verwendung von 50% Ethanol zum Redispergieren und (3.) Verringerung der
Zentrifugationsgeschwindigkeit von 16.100 g auf 8.000 g fur 10 min.

2.1.4 Standardprotokoll der ASO-Einbindung in HSA-N P

Zunachst wurde zu 330,0 pl einer 2%igen HSA-Losung pH 55 100 ug ASO
hinzugegeben. Nach 30 mindtiger Inkubation bei RT wurde das Protein durch
tropfenweise Zugabe von 900 ul Ethanol zu Nanopartikeln desolvatisiert. Zur
Stabilisierung der partikularen Struktur wurde direkt im Anschluss an die
Desolvatation 1,56 pl 8%ige Glutaraldehydldsung zugegeben.

Nach 24 h Rihren (500 U min™) wurden die Partikel durch 3-faches Zentrifugieren
und Redispergieren in MQ-Wasser gereinigt: Bei 16.100 g wurden die Partikel in
einer Eppendorf-Zentrifuge 8 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das
NP-Pellet in 1000 uI MQ-Wasser resuspendiert. Um eine vollstdndige
Resuspendierung zu gewahrleisten, wurden die Partikel im Ultraschallbad fir ca.

3 min behandelt.
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2.1.5 Variation des ASO

ASO-beladene HSA-NP wurden nach dem Standardprotokoll hergestellt und mit
unterschiedlichen ASO-beladen (siehe 2.1.1). Es wurde der Einfluss der Kettenlange
(15mer vs. 20mer), der Modifikation des Riickgrates (ODN vs. PTO) sowie einer

endstandigen Markierung (Cy5) untersucht.

2.2 Einbindung von ASO in kationisierte HSA-Nanopar tikel

2.2.1 Chemikalien und Gerate

Kationisierung des HSA:

Cholamin Merck, Darmstadt
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid Sigma, Steinheim
MES (BupH™ MES buffered saline pack) Pierce, lllinois, USA
Spectra/Por®CE Dialysiermembran (MWCO 30kDa) Spectrum, Karlsruhe
D-Salt™ Dextran desalting column Pierce, lllinois, USA
Phosphatpuffer pH 7,0: 2,158 g Naz;HPO,4 x 2 H,O Merck, Darmstadt
1,069 g NaH2PO4 x H20 Merck, Darmstadt
8,766 g NaCl Merck, Darmstadt

ad 1,0 L MQ-Wasser

Acrylamidgelelektrophorese:

Ammoniumperoxodisulfat 10% Serva, Heidelberg
40% Acrylamid, 2% N,N,N’,N’-Methylen-bisacrylamid Roth, Karlsruhe
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva, Heidelberg

Partikelherstellung:

Ethanol reinst Merck, Darmstadt
Glutaraldehyd 25% Merck, Darmstadt
Humanes Serumalbumin (Fraktion V) Sigma, Steinheim
Natronlauge 1N bzw. 0,1N Merck, Darmstadt
20mer PTO siehe 2.1.1
Salzsdure 1N bzw. 0,1N Merck, Darmstadt
Centrifuge 5417 D Eppendorf,
Engelsdorf
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pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin
Ultraschallbad Transonic Digital Elma, Singen
Variomag, Multipoint, Magnetrihrplatte H+P Labortechnik,

Oberschleilfheim

2.2.2 Kationisierung von HSA

Humanes Serumalbumin wurde in Anlehnung an Cui und Mumper mit leichten
Abanderungen kationisiert [2002]. Eine Menge von 400 mg Albumin wurde in 4,0 ml
MQ-Wasser geldst, zunachst mit 2160 pl einer Cholaminlésung (100 mg/ml), und
anschlieRend mit 4916 ul EDC-L6sung (120 mg/ml) versetzt. Das Volumen der
Reaktionslosung wurde mit MES-Puffer pH 4,7 auf 15,0ml erganzt. Die
Konjugationsreaktion wurde bei Raumtemperatur und Uber Nacht (24 h)
durchgefuhrt. Kationisiertes HSA (cHSA) wurde Uber eine D-Salt™ Dextran Desalting
Saule aufgereinigt und mit PBS pH 7,0 eluiert. Um Nebenprodukte zu beseitigen,
wurde das entstandene Albuminkonjugat im Verhaltnis 9:1 mit 1N NaOH Uber Nacht
inkubiert. Danach wurde die Losung gegen MQ-Wasser dialysiert. Die
Proteinkonzentration wurde nach Gefriertrocknung Uber 72 h mittels Gravimetrie
bestimmt. Die Kationisierung des Albumins wurde mit einer Polyacrylamidgel
Electrophorese unter nicht denaturierenden Bedingungen Uberprift. Das Gel wurde
mit Coomassie Blau angefarbt, um die Position des Proteins auf dem Gel sichtbar zu

machen.

2.2.3 Optimierung der Partikelherstellung

Der Herstellungsprozess von kationisierten HSA-NP (cHSA-NP) wurde durch die
Variation verschiedener Parameter optimiert: (1.) pH-Wert der HSA:cHSA-LAsung
(pH 5,5; 7,0; 8,0) und (2.) Anteil an cHSA (zwischen 5% und 40%; m:m) zur
verbesserten Adsorption und Einbindung des ASO. Ein Volumen von 330,0 pl einer
2%igen HSA:cHSA-L6sung (= 6,6 mg) wurden mit einem entsprechendem Volumen
an ASO-Losung (=100 pg ASO) inkubiert. Nach 30 minutiger Inkubation bei RT
wurde das Protein durch tropfenweise Zugabe von 900 pl Ethanol zu Nanopartikeln
desolvatisiert. Zur Stabilisierung der partikularen Struktur wurde direkt im Anschluss
an die Desolvatation 1,56 pul 8%ige Glutaraldehydldsung zugegeben. Nach 24 h
Rihren (500 U min™®) wurden die Partikel durch 3-faches Zentrifugieren und
Redispergieren in MQ-Wasser gereinigt. Bei 16.100 g wurden die Partikel in einer
Eppendorf-Zentrifuge 8 min zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das NP-
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Pellet in 1000 ul MQ-Wasser resuspendiert. Um eine vollstandige Resuspendierung
zu gewabhrleisten, wurden die Partikel im Ultraschallbad fir ca. 3 min behandelt. Die
Partikelcharakterisierung erfolgte durch die Bestimmung der Partikelgroi3e,
PartikelgroRenverteilung, des Zetapotentials, der Partikelausbeute (siehe 2.4) und
Beladungseffizienz des ASO (siehe 2.5.4).

2.3 Adsorption von ASO an Oberflachen-kationisierte HSA-

Nanopartikel

2.3.1 Chemikalien und Gerate

Partikelherstellung:

Ethanol reinst Merck, Darmstadt
Glutaraldehyd 25% Merck, Darmstadt
Humanes Serumalbumin (Fraktion V) Sigma, Steinheim
20mer PTO siehe 2.8.1
Centrifuge 5417 D Eppendorf,
Engelsdorf
pH-Meter 766 Calimatic Knick, Berlin
Ultraschallbad Transonic Digital Elma, Singen
Variomag, Multipoint, Magnetrihrplatte H+P Labortechnik,

Oberschleifheim

Kationisierung der HSA-NP:

Cholamin Merck, Darmstadt
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) Sigma, Steinheim
MES (BupH™ MES buffered saline pack) Pierce, lllinois, USA

2.3.2 Kationisierung der Partikeloberflache

Zunachst wurden Albumin-Nanopartikel aus 1,0 ml einer 10%igen wassrigen HSA-
Losung durch Desolvatation mit 3 ml Ethanol hergestellt und mit 118 pl einer 8%igen
Glutaraldehydlosung vernetzt. Nach der Aufreinigung der Partikel (siehe 2.1.4) wurde
die Partikeloberflache kationisiert. Dazu wurden 75mg NP mit 870 pl
Cholaminloésung (216 mg/ml) und 170 pul EDC-L6sung (66 mg/ml) fur 24 h bei RT

unter Ruhren auf einer Magnetrihrplatte inkubiert. Der pH-Wert des
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Reaktionsmediums wurde mit MES-Puffer auf pH 4,7 eingestellt. Die NP wurden
aufgereinigt und wie unter 2.4 beschrieben charakterisiert.

2.3.3 Adsorption von ASO an Oberflachen-kationisier  te HSA-NP

Verschiedene Menge an PTO im Bereich zwischen 10 pg und 100 pug wurden an
1 mg Oberflachen-kationisierte HSA-NP (NP+) in 200,0 yl MQ-Wasser fir 1h
adsorbiert. Das Ausmal3 der Adsorption wurde durch die Messung des Zetapotentials
ermittelt. Die Menge an ungebundenem ASO im Uberstand der Partikel wurde mittels
HPLC nach Zentrifugation detektiert. Um die Stabilitat der Adsorption des PTO an die
Partikeloberflache zu zeigen, wurden diese Partikel in serumhaltigen
Zellkulturmedium fir 1 h bei RT inkubiert. Die Anderung des Zetapotentials, der
Partikelgrof3e und des PTO-Gehaltes im Zellkulturmedium wurde gemessen (siehe
2.4 und 2.5.3).

2.4 Charakterisierung der Nanopartikel

2.4.1 Chemikalien und Gerate

Mikrowaage Sartorius Supermicro Sartorius, Géttingen
Spektralphotometer U-3000 Hitachi, Berkshire, UK

Sterilfilter, 0,22 pm Schleicher & Schull, Dassel
Thermomixer 5436 Eppendorf, Engelsdorf
Trockenschrank Ehret, Emmendingen

Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, USA
Wageschiffchen Ladi AG, Flawil, Schweiz

Zetasizer 3000 HSa Malvern, Worcestershire, UK
BCA-Protein-Assay-Reagent Pierce, lllinois, USA

2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration in den Was  chuber-
standen der Partikel mittels BCA

Der BCA-Assay beruht auf der Reduktion von Cu? zu Cu* durch Proteine im
alkalischen Milieu (Biuret-Reaktion) und der kolorimetrischen Bestimmung des
Kupfer-Kations durch Chelatierung mit zwei Bicinchoninsdure-Molekilen [Smith et
al., 1985]. Der gebildete Komplex besitzt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm. Die
Messung kann im Wellenlangenbereich zwischen 540-590 nm erfolgen.
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Je 25,0 ul Probe bzw. 25,0 ul einer entsprechenden Verdinnung wurden in ein
1,5 ml Reaktionsgefald gegeben und mit 800,0 ul frisch hergestelltem BCA-Reagenz
versetzt. Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei 37C wurden die Losungen am
Photometer vermessen und die Proteinkonzentration anhand einer mitgefuhrten
HSA-Standard-Eichgerade berechnet.

2.4.3 Bestimmung der Partikelgrofe

Die Grol3e der Nanopartikel und deren Groéf3enverteilung wurden nach dem Prinzip
der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) bestimmt. Die Proben wurden dazu
mit filtriertem (PorengréRe 0,22 um) MQ-Wasser verdinnt und in geeigneten
Klvetten am Zetasizer 3000 HSa bei 25T, einem Messwinke | von 90T und einer
Wellenlange von 633 nm gemessen.

2.4.4 Bestimmung des Zetapotentials

Die Oberflachenladung der NP, genannt Zetapotential, wurde nach dem Prinzip der
Mikroelektrophorese am Zetasizer bestimmt. Die NP wurden nach dem Verdiinnen
der Proben mit filtriertem Wasser oder 1 mM Kaliumchlorid in die M3-Elektrophorese
Messzelle gegeben und die elektrophoretische Mobilitdt der suspendierten Teilchen
bei 140 Volt gemessen. Daraus wurde dann vom Geréat Uber die Debye-Huckel-
Naherung und die Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung das Zetapotential der NP
berechnet.

Ebenso wurde auf diese Weise das Zetapotential in Abhangigkeit des pH-Wertes
bestimmt. Hierzu wurden die NP mit MQ-Wasser in einem Becher verdinnt, der an
der Titrationseinrichtung des Zetasizers montiert war. Uber ein vom Zetasizer
gesteuertes Hinzutitrieren von Salzsdure 0,1 N bzw. Natronlauge 0,1 N konnte das
Zetapotential der NP bei pH-Werten zwischen 3 und 10 kontinuierlich gemessen

werden.

2.4.5 Bestimmung des Nanopartikelgehaltes

Der Gehalt der Nanopartikelsuspension wurde gravimetrisch bestimmt. Dazu wurden
50,0 ul der jeweiligen Praparationen in ein tariertes Mikroanalysen-Schiffchen aus
Aluminium pipettiert und die Proben bis zur Gewichtskonstanz im Trockenschrank
bei 80C getrocknet. Die Schiffchen wurden anschlieend auf einer
Mikroanalysenwaage gewogen und die Ausbeute an Festsubstanz als Gehalt in

mg / ml ermittelt.
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2.5 Bestimmung des ASO-Gehaltes in Partikeln

2.5.1 Chemikalien und Gerate

HPLC-Analytik:
Autosampler AS-200A

Dioden-Array-Detektor (DAD) L-4500
HPLC-Gradienten-Pumpe L-6220

HPLC-Mikroeinsatze

HPLC-Saule: DNApac® PA 100 4 x 250

Interface D-6000A

FlielRmittel:

Dinatriumhydrogenphosphat x Monohydrat

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat x Dihydrat

Natriumhydroxid 2 N
Natriumperchlorat

Partikelabbau:

Proteinase K
Trypsin 10x

Thermomixer 5436

Puffer:

Phosphatpuffer pH 7,5:

TRIS HCI pH 8,5:

16,89
2,39
0,37 g

Merck-Hitachi, Darmstadt
Merck-Hitachi, Darmstadt
Merck-Hitachi, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Dionex, ldstein

Merck-Hitachi, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Eppendorf, Engelsdorf

NazHPO4 X2 Hzo

NaH2P04 X Hzo
NaEDTA

ad 1,0 L MQ-Wasser

1,515 g
2,192 g
0,093 g

TRIS
NacCl
NaEDTA

ad 50 ml MQ-Wasser
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2.5.2 HPLC-Methode

Zur HPLC-analytischen Bestimmung der Oligonukleotide wurden jeweils 100 ul der
Oligonukleotidiésungen mit einer Konzentration zwischen 0 und 50 pg/ml
Oligonukleotid in einen Mikroeinsatz pipettiert. Durch Einsatz zweier Fliel3mittel mit
unterschiedlichem Salzgehalt wurde ein Flie3mittelgradient generiert. Es wurde ein
Volumen von 20,0 ul eingespritzt, der FlieBmittelfluss wurde auf 1,0 mi/min
eingestellt und die Detektion erfolgte unter Verwendung eines Dioden-Array-
Detektors bei 260 nm. Die Konzentration der Proben wurde durch die Auswertung
der Peakflachen ermittelt und anhand einer Eichgeraden berechnet. Fur die Analytik
von unmodifizierten Oligonukleotiden (ODN) und modifizierten Oligonukleotiden
(PTO) wurden unterschiedliche Fliel3mittel gewahlt.

2.5.2.1 Methode A: Quantifizierung von ODN

Flielmittel A: MQ-Wasser
FlieRmittel B: 100 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,0
FlieRmittel C: 1 M Natriumchlorid

FlieRmittelgradient:

Der ODN-Gehalt wurde mit einem Gradienten aus einer Mischung der
obengenannten 3 FlieBmittel bestimmt. Es wurde ein linearer Gradient verwendet,
der von 0 auf 250 mM Natriumchlorid innerhalb von 14 min anstieg. Der pH-Wert des
Eluentensystems wurde mittels 10 mM Natriumphosphatpuffer konstant bei pH 7,0

gehalten.

2.5.2.2 Methode B: Quantifizierung von PTO

Flielmittel A: MQ-Wasser
FlieRmittel B: 250 mM Natriumhydroxid
FlieRmittel C: 1 M Natriumperchlorat

FlieRmittelgradient:

Fur die Konzentrationsbestimmung von modifizierten Oligonukleotiden stieg durch
einen linearen Gradienten die Natriumperchlorat-Konzentration von 0 auf 450 mM
innerhalb von 14 min. Der pH-Wert des Eluentensystems wurde mit 25 mM Natrium-
hydroxid konstant im stark Alkalischen gehalten.
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2.5.3 Indirekte Bestimmung Uber Waschtiberstande der Partikel

Die Menge an ASO gebunden an HSA-Nanopartikel wurde berechnet anhand der
Differenz zwischen Gesamtmenge an eingesetztem ASO und der Menge an ASO in
den Waschuberstanden der Partikel, die wahrend der Partikelaufreinigung erhalten
wurden. Die ASO-Beladungseffizienz wurde berechnet als die Menge an ASO in der
Partikelmatrix relativ zur eingesetzten Initialmenge an ASO.

2.5.4 Direkte Bestimmung mittels Partikelabbau

Zur direkten Bestimmung des ASO-Gehaltes der Nanopartikel wurde die Beladung
der Partikel nach enzymatischen Abbau der Partikelmatrix detektiert.

2.5.4.1 Etablierung einer Methode zum Partikelabbau

Fur die Untersuchung des enzymatischen Abbaus der Nanopartikel wurden Partikel
wie folgt hergestellt: 3,0 ml Ethanol wurden tropfenweise unter stdndigem Ruhren zu
1,0 ml einer 2%igen wassrigen HSA-LOsung hinzugegeben und die erhaltenen
Nanopartikel mit verschiedenen Mengen an Glutaraldehydlésung 8% quervernetzt
(4,7 pl; 5,9 ul; 7,0 pl; 8,2 ul; 9,4 pl; 10,6 pl).

Eine Menge von 1,0 mg der HSA-Nanopartikel wurden in einer 50 pg/ml Trypsin-
l6sung (PBS pH 7,5) oder in 1,0 ml einer 2 pg/ml Proteinase K-Losung (TRIS pH 8,5)
redispergiert. Die Proben wurden bei 37T unter permanentem Schitteln bei
600 U min™ im Thermomixer inkubiert.

Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurden 50,0 ul der jeweiligen Proben ent-
nommen und mit 950,0 pl entsprechendem Puffer verdinnt. Die verbleibende
Tribung der Proben wurde photometrisch bei 280 nm bestimmit.

Der Nanopartikelgehalt der Proben wurde relativ zu Referenzproben berechnet. Die
Referenzproben wurden unter gleichen Bedingungen mit Ausnahme des
Enzymzusatzes inkubiert und beinhalteten verschiedene Mengen an HSA-NP.
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2.6 Zellkulturen

2.6.1 Chemikalien und Gerate

Brutschranke
Laminar-Flow-Sterilwerkbanke

Chamber Slide Flask
Eppendorf-Reaktionsgefale (1,5 und 2,0 ml)
Pipettenspitzen (10, 20, 100, 200, 1000 ul)
Plastikréhrchen Falcon® (15 und 50 ml)
Sterile Einmalpipetten (5, 10 und 25 ml)
Sterilfilter 0,2 pm

Zahlkammer

Zellkulturflaschen (25, 75 und 175 cm?)

6-, 12- und 24-Well-Platten
96-Well-Mikrotiterplatten

Reagenzien fur die Zellkultur:
DMSO
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
DMEM nutrient mixture F-12 Ham
Fotales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin (200 mM)
Leibovitz's L-15 Medium

McCoy’s 5a Medium
Penicillin/Streptomycin (10.000 pg/ml)
1x PBS, Dulbecco’s

RPMI 1640 Medium
Trypanblau-L6sung

Trypsin/EDTA
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Heraeus, Hanau

Holten, Nunc

Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Costa

Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen
Schleicher & Schiill, Millipore
Assistent, Sondheim

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

PAA Laboratories, Célbe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
PAA Laboratories, Célbe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibcol/Invitrogen, Karlsruhe
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Zellaufnahmestudien:

Partikelherstellung siehe 2.1.4
20mer Cy5-PTO siehe 2.1.1
Alexa594 Concanavalin A Molecular Probes, Géttingen
Vectashield™ Vector, Burlingame, USA
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Steinheim
CLSM:
Mikroskop Leitz DMI RB Leica, Wetzlar
True confocal Scanner TCS 4D Leica, Wetzlar
Imaris Bildbearbeitungssoftware Bitplane, Zurich, Schweiz
Selima-Bilddaten-Software Bitplane, Zurich, Schweiz
EACS:
Partikelherstellung siehe 2.1.4
FACScan Flow Cytometer Becton Dickinson, Heidelberg
CellQuest Software BD-Biosciences, Heidelberg
FACS Puffer BSA 3,09 Sigma, Steinheim
Natriumazid 0,59 Merck, Darmstadt
PBS ad 500 mi PAA, Colbe

2.6.2 Krebszell-Linien

A549 CLS, Heidelberg
BT474 DSMZ, Braunschweig
MCF7 DSMZ, Braunschweig
MDA-MB-435 CLS, Heidelberg
MDA-MB-468 ATCC, Manassas
SK-Br-3 ATCC, Manassas

2.6.2.1 Charakteristika der Krebszell-Linien

Die A549-Zell-Linie wurde 1972 aus Lungenkarzinomagewebe eines 58 Jahre alten
kaukasischen Mannes gewonnen [Giard et al., 1973].

Die BTA474-Zell-Linie ist eine humane Adenokarzinom-Zell-Linie mit einer
Uberexpression des HER2 Oberflachenprotein [Lasfargues et al., 1978].
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Die MCF7-Zell-Linie besitzt Eigenschaften von differenzierten Mammaepithelzellen,
einschlie3lich der Fahigkeit durch Estradiol Uber den zytoplasmatischen Rezeptor
das Wachstum der Zelle zu fordern [Brooks et al., 1973].

Die MDA-MB-435- ebenso wie die MDA-MB-468-Zell-Linie wurden aus
Thoraxgewebe einer 31 Jahre alten Frau bzw. einer 51 Jahre alten schwarzen
Patientin mit metastasierendem Brustadenokarzinom isoliert [Cailleau et al., 1978].
Die SK-Br-3-Zell-Linie ist eine Mammakarzinom-Zell-Linie und tberexprimiert das
HER2-Protein [Trempe, 1976].

2.6.2.2 Kultivierung der Krebszell-Linien

Die Kultivierung der adharenten Zell-Linien A549, BT474, MCF7, MDA-MB-435,
MDA-MB-468 und SK-Br-3 erfolgte in 25 cm? und 75 cm?-Kulturflaschen. MCF7-
Zellen wurden in RPMI Medium, SK-Br-3-Zellen in McCoy’s 5a Medium, A549-Zellen
in DMEM Medium, MDA-MB-435-Zellen in DMEM F12 Ham Medium und BT474-
Zellen in RPMI Medium im Brutschrank bei 37C und 5% C O,-Anteil kultiviert. Die
entsprechenden Medien wurden mit 10% fotalem Kalberserum (FCS), 2%
L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin supplementiert. Im Fall der BT474-Zellen
beinhaltete das Medium Insulin (10 pg/ml) und 20% FCS.

MDA-MB-468-Zellen wurden in Leibovitz's L-15 Medium, das mit 10% FCS, 2%
L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin supplementiert war, in einem Brutschrank
mit kontrollierter Luftfeuchte in Abwesenheit von CO, bei 37<C kultiviert.

Zum Weiterziehen der Zellen wurden sie regelmallig mit Trypsin alle 3 Tage
gesplittet. Zum Ausplattieren in Well-Platten wurden sie trypsiniert, in Zahlkammern
gezéahlt und anschlielBend in frischem Medium in der gewinschten Zellzahl in die
Wells der Platten ausgesét. Die Zellen wurden tber Nacht adharieren gelassen und
am nachsten Tag erfolgte die Inkubation mit den verschiedenen Nanopartikel-

zubereitungen.

2.6.3 Zytotoxizitats-Test

Die beiden Brustkrebszell-Linien SK-Br-3 und MDA-MB-468 wurden in einer
Ausgangskonzentration von 50.000 Zellen/Well in 24-Well-Platten ausplattiert. Nach
24 h waren die Zellen adharent und das Medium wurde mit verschiedenen
Nanopartikelzubereitungen, die auf die gewlnschte Partikelkonzentration mit
Medium verdinnt wurden, ausgetauscht. Nanopartikelkonzentrationen von

0,1 mg/ml, 1,0 mg/ml und 5,0 mg/ml wurden Uber einen Zeitraum von 144 h getestet.
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Die Zellproliferation wurde anhand der Zellzahl nach Abldsen der Zellen mit Trypsin
und Trypanblaufarbung bestimmt.

2.6.4 Partikelstabilitat in Zellkulturmedium

Fur die Untersuchung der Partikelstabilitat in Zellkulturmedium wurden HSA-
Nanopartikel durch Desolvatation von 330,0 ul einer 2%igen HSA-LOsung (= 6.6 mg
HSA) mit 900 ul Ethanol hergestellt. Die Partikel wurden mit 1,55 ul oder 7,75 pl
einer 8%igen Glutaraldehydlésung quervernetzt und wie unter 2.1.4 beschrieben
aufgereinigt.

Die Partikelzubereitungen wurden in Konzentrationen von 1,0 mg/ml und 5,0 mg/ml
in den entsprechenden Zellkulturmedien fur 1, 4, 6, 24 und 48 h bei 37T unter
permanentem Schiutteln inkubiert. Der Einfluss des Zellkulturmediums auf die
Partikelstabilitat wurde anhand der PartikelgroRen und PartikelgréRenverteilung so
wie einer Tribungsmessung (siehe 2.5.4.1) analysiert.

2.6.5 Zellaufnahmestudien der NP mittels CLSM

2.6.5.1 Partikelherstellung

Zellaufnahmestudien wurden mit Nanopartikel durchgefihrt, die aus 1,0 ml einer
2%igen wassrigen HSA-L6sung durch Desolvatation mit 2,7 ml Ethanol hergestellt
und mit 23,5 pl einer 8%igen Glutaraldehydldsung vernetzt wurden.

2.6.5.2 Konfokales Laserscanning Mikroskop (Confoca | Laser Scanning
Microscope, CLSM)

Zur Dokumentation der Aufnahme der NP in Zellen wurden die Proben unter dem
CLSM betrachtet. Beim CLSM wird das zu mikroskopierende Objekt nicht im Ganzen
ausgeleuchtet, sondern Punkt fir Punkt mit einem Argon-Krypton-Laser abgerastert.
Durch diese Untersuchung wird eine dreidimensionale Darstellung der Zelle
ermoglicht, indem Aufnahmen von 42 Ebenen in einem Abstand von ungeféhr
600 nm einer fluoreszenzmarkierten Zelle gemacht werden. Der Ar-Kr-Laser verfugt
uber drei diskrete Laserlinien verschiedener Wellenlangen (A = 488, 568, 647 nm)
und kann damit sowohl FITC (Fluoresceinisothiocyanat)- als auch TRITC
(Tetramethylisothiocyanat)-Farbstoffe zur Fluoreszenz anregen. Durch optische Filter
kann der jeweils unerwiinschte Anteill des emittierten Fluoreszenzlichtes

ausgeblendet werden. So ist es moglich, mit einer 2-Kanal-Aufnahmetechnik die von
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Zellmembran und Nanopartikel ausgehenden Fluoreszenzen getrennt aufzunehmen
und die generierten Bilder beider Kanéle anschlieRend uUbereinander zu legen.
Daraus kann ein dreidimensionales Bild der Zelle errechnet und die Aufnahme der
Nanopartikel in der Zelle aufgrund ihrer Eigenfluoreszenz verfolgt werden.

Zellulare Proteoglycane, Glycoproteine und Glycolipide enthalten eine grof3e Anzahl
an verschiedenen Oligosacchariden. Sie befinden sich zahlreich an Zelloberflachen,
sind aber auch im Zellinneren zu finden. Lektine, die spezifisch an diese Strukturen
binden, kénnen somit zum Nachweis herangezogen werden. In diesem Fall wurde
mit einem fluoreszierenden Konjugat des Lektins Concanavalin A gearbeitet.
Concanavalin A bindet selektiv an a-Mannopyranosyl und a-Glycopyranosyl-Reste
auf der Zelloberflache und kann so das Fluorophor mit den Zellen verbinden.

Um die Farbung der Zellmembran von den autofluoreszierenden NP zu
unterscheiden, sollten die Fluoreszenzwellenlangen der beiden Label moglichst weit
auseinander liegen. Der Hauptanteil der Autofluoreszenz von HSA-NP liegt im FITC-
Bereich, wahrend die Farbung der Zellmembran in den Experimenten mit einem rot
fluoreszierenden Farbstoff (Alexa594 ConA) durchfefihrt wurde. Das hier
verwendete Fluorophor besitzt eine hohere Photostabilitdt. Ein Ausbleichen der
Proben ist dadurch erst viel spater als bei einer direkten FITC-Markierung zu
erwarten. Es absorbiert bei einer Wellenlange von 590 nm und emittiert bei einer
Wellenléange von 617 nm.

2.6.5.3 Inkubation und Fluoreszenzmarkieren der Zellm  embran

Zellen wurden in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro Slide Flask ausplattiert und
uber Nacht adhéarieren gelassen.

Zum Nachweis der Partikelaufnahme wurden die Zellen mit einer entsprechenden
Menge an NP (1 mg/ml Medium) fir 1 h, 6 h, 12 h, 24 h und 48 h bei 37 inkubiert.
Anschliel3end wurde zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. Eine Farbung der Membran
wurde durch Inkubieren mit 500 pl Alexa-594 Concanavalin A 0,0005% uber 2 min
erreicht. Zur Fixierung der Zellen wurden sie mit 500 pl Paraformaldehyd-Losung
(4% in PBS) fur 30 min behandelt. Daraufhin wurde zweimal mit 2 ml PBS
gewaschen. Um ein dauerhaftes Praparat zu erhalten, wurden die Zellen in
Vectashield™-Losung eingebettet. Die Praparate wurden bis zur CLSM-

Untersuchung bei 4C unter Lichtausschluss aufbewabhrt.
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2.6.6 Untersuchung der intrazellularen Freisetzung v on Cy5-ASO
aus HSA-NP mittels CLSM

Fur die Experimente der intrazellularen Verteilungen eines Cy5-gelabelten ASO
wurden Nanopartikel mit 100 pg Cy5-PTO-beladen. Ein Volumen von 330,0 pl einer
2%igen HSA-LOsung (= 6,6 mg HSA pH 7,0) wurde mit 100 pg Cy5-PTO fir 30min
bei RT inkubiert, mit 900 ul Ethanol desolvatisiert und die erhaltenen Partikel mit
1,55 ul einer 8%igen wassrigen Glutaraldehydlésung stabilisiert. Die Nanopartikel
wurden wie unter 2.1.4 beschrieben aufgereinigt.

Die intrazellulare Freisetzung von Cy5-PTO aus HSA-NP wurde wie unter 2.6.5.3
untersucht. Das Cy5-markierte PTO absorbiert im CLSM bei einer Wellenlange von
643 nm und emittiert bei einer Wellenlange von 667 nm.

2.6.7 Quantifizierung der Partikelaufnahme mittels FACS-Analyse

2.6.7.1 Partikelherstellung

Zellaufnahmestudien wurden mit Nanopartikeln durchgefihrt, die aus 1,0 ml einer
2%igen wassrigen HSA-L6sung durch Desolvatation mit 2,7 ml Ethanol hergestellt
und mit 23,5 pl einer 8%igen Glutaraldehydldsung vernetzt wurden.

2.6.7.2 Inkubationsbedingungen und FACS-Analyse

Die Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesat, bis zu einer Konfluenz von < 70%
kultiviert und anschlielBend mit den entsprechenden Nanopartikelproben in einem
Konzentrationsbereich zwischen 10 und 1000 pg/ml in Zellkulturmedium bei 37T
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen, trypsiniert, zentrifugiert und in FACS-Puffer resuspendiert.

Alle Daten wurden mit einem FACScan Flow Cytometer aufgenommen. Die
Akquisitionsparameter wurden fur die Detektion der Nanopartikel im FITC Bereich
(Absorption bei 488 nm mit einem Argonlaser und Detektion bei 505 nm) optimiert.
Eine Anzahl von 10.000 Zellen wurden je Messung/Zellprobe ausgezahlt. Alle
Messungen wurden mit der CellQuest Software ausgewertet. Die Analysen der
Daten wurden mit der gleichen Software unter Anwendung des Multiparameter
Gating fertiggestellt.
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2.7 AntikOrper-vermittelte zellulare Partikelaufnah  me

2.7.1 Chemikalien und Gerate

Biotinylierung des AK:
Avidin

MoBiTec, Gottingen

Biotin Fluka, Neu-Ulm
D-Salt™ Dextran Desalting column Pierce, lllinois, USA
DMSO Merck, Darmstadt

4-Hydroxyazobenzene-2-carboxylic acid

(HABA)

Sigma, Steinheim

MicroBC Assay Protein Quantitation Kit Uptima-Interchim, Montlucon, France

N-Hydroxysuccinimidobiotin (NHS-Biotin)  Pierce, lllinois, USA

Trastuzumab (Herceptin®) Roche Diagnostic, Mannheim
Puffer:
PBS pH 7,0: siehe 2.2.1
TEA pH 8,0 7,46 g Triethanolamin Merck, Darmstadt
0,372 g NaEDTA Merck, Darmstadt
ad 1,0 L MQ-Wasser
TRIS pH 8,5 siehe 2.5.1

NP-Herstellung:

Gerate

siehe 2.1.1

Gelatine Typ A (porcine skin, 175 bloom)  Sigma, Steinheim

Aceton

Merck, Darmstadt

Humanes Serumalbumin (Fraktion V) Sigma, Steinheim

Poly(ethylene glycol)-a-maleimide-w-NHS
Ester (NHS-PEG3400-Mal) Nektar, Huntsville, USA

MPEG-SPA-5000
NeutrAvidin™

Nektar, Huntsville, USA
Pierce, Rockford, USA

2-Iminothiolane (Trauts Reagenz) Pierce, Rockford, USA

5,5"-Dithio-bis-(2-nitrobenzoesaure)

(Ellmans Reagenz)

Pierce, lllinois, USA
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m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy-
sulfosuccinimide (sulfo-MBS)

D-Salt™ Dextran Desalting column

Western Blot:

Zellen
Natriumdodecylsulfat (SDS)
BioRad Protein Assay

Nitrocellulosemembran, Hybond-C Extra

x-Ray Film

Scanner

Gelscan 5.02 Software
Antikorper (AK)

HER2, monoklonaler Maus AK

Aktin, monoklonaler Maus AK

Sekundar-AK, goat anti mouse

ECL-Super-Signal West Pico Chemilu-

minescent Substrat

Lysepuffer:
RIPA-Puffer: 150 mM
50 nM
1 mM
0,5% (w/v)
0,1% (w/v)
1,0% (wiv)
Zellkultur:
siehe 2.6.2
FACS:
siehe 2.6.7.2
CLSM:
siehe 2.6.5.2

50

Pierce, lllinois, USA
Pierce, lllinois, USA

siehe 2.6.2

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Richmond, CA
Amersham, Arlington, Heights, IL
Kodak, Rochester, NY
Snapscan1236, Agfa, Kdln
BioSciTec, Frankfurt

Oncogene, Boston, USA
Sigma, St. Louis, USA

Santa Cruz, Heidelberg

Pierce, lllinois, USA

NacCl Merck, Darmstadt
TRIS pH 8,0 Merck, Darmstadt
EDTA Merck, Darmstadt

Natriumdesoxycholat Merck, Darmstadt
Nonidet P-40
Natriumdodeylsulfat Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim
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2.7.2 Biotinylierung von Trastuzumab

Um die extrazelluare Domane des HER2-Rezeptors spezifisch zu erkennen, wurde
der humanisierte monoklonale Antikdrper Trastuzumab verwendet. Um eine
Verknupfung des AK mit NeutrAvidin™-modifizierten Nanopartikeln zu ermdglichen,
wurde Trastuzumab in Anlehnung an ein Standardproteinmodifikationsprotokoll
biotinyliert (Sigma-Aldrich, Steinheim). Zun&chst wurde Trastuzumab in einer
Konzentration von 1 mg/ml in PBS Puffer pH 7,0 hergestellt. Das molare Verhaltnis
wahrend der Biotinylierungsreaktion betrug 5:1 des Biotinylierungsreagenz (NHS-
Biotin 1 mg/ml in DMSO) zu Trastuzumab (ca. MW = 150.000 Da). Die Reaktion
erfolgte bei RT unter stdndigem Ruhren fir 30 min. AnschlieBend wurde der
modifizierte AK Uber eine D-Salt™ Dextran Desalting Séule aufgereinigt. Die AK
enthaltenen Fraktionen wurden vereinigt und die Proteinkonzentration mit einem
MicroBC-Assay bestimmt. Das Biotin/AK-Verhéltnis wurde mit dem kolorimetrischen
HABA-Assay bestimmt und anhand des Herstellerprotokolls mit leichten
Abweichungen durchgefuhrt (gemessene Konzentration 1 bis 2 Biotinmolektle pro
AK). Zu 50,0 ul der Leerprobe (PBS pH 7,0), 50,0 ul der Analysenprobe und 50,0 pl
eines Standards (14,6 uM Biotin in PBS pH 7,0) wurden 50,0 pul HABA/Avidin-Losung
(300 puM HABA und 7,5 uM Avidin in PBS pH 7,0) hinzugefiigt und sofort bei 500 nm
photometrisch vermessen. Diese kolorimetrische Methode basiert auf dem
Austausch des von Avidin gebundenen HABA gegen Biotin. Durch die Abnahme der
Absorption bei Verdrangen des Avidin gebundenen HABAs kann die
Biotinkonzentration in der Analysenprobe berechnet werden (HABA/Avidin
Extinktionskoeffizient Esgo = 34,000 L*mol™*cm™).

2.7.3 Herstellung AK-modifizierter Partikelsysteme

Fur die FACS-Analysen wurden Nanopartikel eingesetzt, die den anti-HER2 AK Uber
das NeutrAvidin/Biotin-System gebunden hatten. Die Herstellung wurde vereinfacht.
In den Untersuchungen zur intrazellularen Freisetzung eines Cy5-markierten PTO
aus anti-HER2-HSA-NP mittels CLSM wurden Nanopartikel verwendet, die den
thiolierten AK direkt an die sulfhydrylaktiven Gruppen der Nanopartikel gebunden
hatten.

2.7.3.1 Herstellung von Gelatine-Nanopartikeln

Gelatine-Nanopartikel wurden nach zweifach Desolvatationsmethode hergestellt

[Coester et al., 2000]. Eine Menge von 500 mg Gelatine wurde in 10 ml MQ-Wasser
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bei 50C im Wasserbad gelost und 10 ml Aceton wurde hinzugegeben. Der
Uberstand wurde verworfen, der Niederschlag in 10 ml MQ-Wasser wieder gelost.
Der pH-Wert der Losung wurde auf 2,5 eingestellt, 30 ml Aceton wurden hinzugefiigt
und die Nanopartikel wurden mit 500 pl einer 8%igen wassrigen Glutaraldehyd tber
Nacht chemisch quervernetzt. Die Nanopartikel wurden durch mehrfaches
Zentrifugieren und Redispergieren in MQ-Wasser aufgereinigt (siehe 2.1.4).

Fur die Thiolierung der Nanopartikeloberfliche wurden 30 mg 2-Iminothiolan in
2,5 ml TRIS Puffer pH 8,5 zu 1,0 ml Nanopartikelsuspension (20 mg/ml) hinzugefugt.
Die Probenmischung wurde tber Nacht inkubiert und die Partikel anschlieRend
aufgereinigt. Die eingefuhrten Sulfhydrylgruppen wurden mit 5,5 -Dithio-bis-(2-
nitrobenzoeséaure) photometrisch bestimmt [Weber et al., 2000b]. FITC-konjugiertes
NeutrAvidin™ (NAv-FITC, 2,5 mg) wurde in 500 pl PBS Puffer pH 7,0 geldst und mit
einer sulfo-MBS-L6sung (0,75 mg in 50 pl PBS) versetzt. Nach 1 h bei 20C wurde
das sulfo-MBS aktivierte NAv-FITC Uber eine D-Salt™ S&ule aufgereinigt. Ein Antell
der Proteinlésung wurde zu einem gleichen Volumen an thiolierten Nanopartikeln
hinzugesetzt. Die Probenmischung wurde unter permanentem Schitteln im
Thermomixer fur 12 h bei RT stehen gelassen. Das ungebundene Avidinderivat
wurde durch wiederholtes Zentrifugieren und Redispergieren abgetrennt. Die
gesammelten Uberstande wurden photometrisch bei 280 nm vermessen und auf
ungebundenen Anteil an NAv-FITC analysiert.

Zu 550 pl (18 mg/ml) NAv-FITC modifizierten Nanopartikeln wurden mit 140 pl
biotinylierten anti-HER2 AK (50 pg) fur 90 min bei 10C inkubiert. Danach wurden die
Nanopartikel durch mehrfaches Zentrifugieren und Redispergieren aufgereinigt. Die
gesammelten Uberstande wurden auf ungebundene AK durch Immunoblotting
analysiert [Wartlick et al., 2004a].

Kontrollexperimente wurden mit unmodifizierten NP anstelle von anti-HER2-NP
durchgefiihrt. Dazu wurde NeutrAvidin™ kovalent an die Nanopartikeloberflache

gekoppelt, jedoch wurde kein biotinylierter AK zugesetzt.

2.7.3.2 Indirekte Konjugation des Antikopers an Alb  umin-Nanopartikel

Albumin-Nanopartikel wurden nach der Desolvatationsmethode, beschrieben bei

Weber et al. [2000a], hergestellt. Nach der Aufreinigung wurden die Nanopartikel mit

einem heterobifunktionalen Crosslinker Poly(ethylene glycol)-a-maleimide-t:-NHS

Ester mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 3,4 kDa (NHS-PEG3400-

Mal) aktiviert, um eine Reaktivitat fur Sulfhydrylgruppen (Maleinimidgruppen) auf der
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Partikeloberflache einzufihren. Zu 2,0 ml Nanopartikeldispersion (pH 8,0) wurden
500 pl Crosslinker-Losung (20 mg in PBS Puffer pH 8,0) hinzugegeben. Die
Probenmischung wurde unter permanentem Schutteln im Thermomixer fir 1 h bei
RT stehen gelassen. Anschlie3end wurden die Partikel aufgereinigt.

Fur die nachfolgende Konjugation mit NeutrAvidin™ (NAv) an die sulfhydrylreaktiven
Nanopartikel mit dem heterobifunktionalen Crosslinker wurden im ersten Schritt freie
Sulfhydrylgruppen in das NAv-Molekul eingefihrt. Fur die Thiolierungsreaktion
wurden 10,0 mg NAv in 1,0 ml TEA-Puffer pH 8,0 und 0,2 mg 2-Iminothiolan (Trauts
Reagenz) in 1,0 ml TEA-Puffer pH 8,0 hinzugegeben und fur 12 h bei RT inkubiert.
Das thiolierte Protein wurde Uber eine Groél3enausschlusschromatographie (D-Salt™
Saule) aufgereinigt. Die Bestimmung der Anzahl an eingefiihrten Sulthydrylgruppen
in das NAv-Molekil wurden mit dem Ellmans Reagenz (5,5 -Dithio-bis-(2-
nitrobenzoeséaure) bestimmt [Weber et al., 2000b].

Fur die Konjugationsreaktion zwischen thioliertem NAv und sulfhydrylreaktiven
Nanopartikeln wurde 1 ml thiolierter NAv-L6sung zu 1 ml sulfhydrylreaktive HSA-
Nanopartikel hinzugesetzt und fir 12 h bei RT unter Schiutteln inkubiert. Das nicht
abreagierte thiolierte NAv wurde durch Zentrifugieren und Redispergieren der
Partikel in MQ-Wasser abgetrennt. Die Uberstande der Aufreinigungsschritte wurden
photometrisch bei 280 nm auf ungekoppeltes NAv analysiert.

Fur die Herstellung von anti-HER2-NP wurden ungefahr 400 pl der aufgereinigten
NAv-modifizierten HSA-NP (10 mg) mit 140 ul biotinylierten anti-HER2 AK (50 ug)
inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 12 h wurden die Nanopartikellberstande
auf ungebundenen AK durch Immunoblotting gescreent [Wartlick et al., 2004a].

2.7.3.3 Direkte Konjugation des Antikorpers an Albu  min-Nanopartikel

Albumin-Nanopartikel wurden nach der Desolvatationsmethode, beschrieben unter
2.1.4, hergestellt. Zu 0,5 ml Nanopartikeldispersion (in PBS pH 8,0) wurden 100 pl
Crosslinker-Losung (Poly(ethylene glycol)-a-maleimide-t>-NHS Ester) oder PEG-
Losung (MPEG-SPA-5000) (60 mg/ml in PBS Puffer pH 8,0) hinzugegeben. Die
Probenmischung wurde unter permanentem Schutteln im Thermomixer fir 1 h bei
RT stehen gelassen. Anschlie3end wurden die Partikel aufgereinigt.

Fur die Thiolierungsreaktion wurden 900 pug Trastuzumab in 1,0 ml TEA-Puffer
pH 8,0 und 42 ug 2-Iminothiolan (Trauts Reagenz) in 36,7 ul TEA-Puffer pH 8,0
hinzugegeben und fur 12 h bei RT inkubiert. Das thiolierte Protein wurde Uber eine
Grol3enausschlusschromatographie (D-Salt™ Saule) aufgereinigt.
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Fur die Konjugationsreaktion zwischen thioliertem Trastuzumab und sulfhydryl-
reaktiven Nanopartikeln wurde 500 pl thiolierter Trastuzumab-Losung zu 500 pl
sulfhydrylreaktiven HSA-Nanopartikeln hinzugesetzt und fur 12 h bei RT unter
Schitteln inkubiert. Das nicht abreagierte thiolierte Trastuzumab wurde durch
Zentrifugieren und Redispergieren der Partikel in MQ-Wasser abgetrennt. Die
Uberstande der Aufreinigungsschritte wurde mittels BCA-Assay (2.4.2) auf

ungekoppeltes Trastuzumab analysiert.

2.7.4 HER2-Proteinnachweis mittels Western Blot

Die Expressionslevel der BT474, MCF7, MDA-MB-435 und SK-Br-3-Zellen wurden
mittels Western Blot ermittelt. Alle Zellen wurden in T75-Kulturflaschen ausplattiert.
Nachdem die Zellen eine Konfluenz > 70% erreicht hatten, wurden sie mit eiskaltem
PBS gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen sofort mit einem Lysepuffer
versetzt. Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit einem Bio-Rad Protein
Assay bestimmt. Die Proteinextrakte der jeweiligen Zellen mit gleichen Protein-
konzentrationen (30 pg) wurden auf einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch getrennt und nachfolgend auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Die Membran wurde mit 5%igen Milchpuffer Gber Nacht abgesattigt und
danach fur je 1 h bei RT mit Antikorper (HER2-AK, Aktin-AK, Sekundér-AK) inkubiert.
Die Antikorpersignale wurden mit der ECL-Methode (enhanced chemiluminescence)
gemessen. Die Membran wurde einem Film ausgesetzt. Der Film wurden
entsprechend der Anweisungen des Herstellers entwickelt.

Fur eine quantitative Bestimmung der HER2-Proteinexpression wurde der Film mit
einem Scanner eingescannt. Die Bandenintensitaten wurden mit einer Gelscan 5.02
Software ausgewertet. Die Aktinbanden dienten zur Standardisierung der
aufgetragenen Proteinbanden.

2.7.5 Quantifizierung der zellularen NP-Bindung mitt  els FACS

Alle Daten wurden mit einem FACScan Flow Cytometer aufgenommen. Die
Akquisitionsparameter wurden fur die Detektion der Nanopartikel im FITC Bereich
(Absorption bei 488 nm mit einem Argonlaser und Detektion bei 505 nm) optimiert.
Eine Anzahl von 10.000 Zellen wurden je Messung/Zelltyp ausgezéahlt. Alle
Messungen wurden mit der CellQuest Software ausgewertet. Die Analysen der
Daten wurden mit der gleichen Software unter Anwendung des Multiparameter
Gating fertiggestellt.
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2.7.5.1 Zellspezifische Bindung von anti-HER2-Nanopa rtikeln

Um die Spezifitdt der Bindung von anti-HER2-Nanopartikeln an Tumorzellen zu
untersuchen, wurde die zellulare Bindung der NP in verschiedenen Tumorzell-Linien
mit unterschiedlichen HER2-Expressionsleveln bestimmt. Die Zellen wurden in 24-
Well-Platten ausgesét, bis zu einer Konfluenz von < 70% kultiviert und anschlie3end
mit den entsprechenden Nanopartikelproben (100 pg/ml Zellkulturmedium) bei 37C
fur 3 h inkubiert (n = 4). Dartber hinaus, um die Spezifitat der Partikelbindung an
HERZ2-Uberexprimierenden Zellen zu belegen, wurden mit der SK-Br-3-Zell-Linie
Experimente mit und ohne Vorinkubation von freiem Trastuzumab in einer
Konzentration von 2,5 pg/ml fur 30 min durchgefihrt.

Nach einer Inkubationszeit von 3 h wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen,
trypsiniert, zentrifugiert und in FACS-Puffer (3% bovines Serumalbumin und 0,5%
Natriumazid in PBS) resuspendiert. Die FACS-Analysen wurden wie unter 2.7.5

beschrieben ausgefuhrt.

2.7.5.2 Zeitabhangigkeit der Partikelbindung

Die Kinetik der zellularen Partikelbindung an SK-Br-3 Tumorzellen, die das HER2-
Protein Uberexprimieren, wurde nach 30, 60 und 180 min untersucht. Die Zellen
wurden in 24-Well-Platten ausgesat, bis zu einer Konfluenz von < 70% kultiviert und
anschlieBend mit den entsprechenden Nanopartikelproben (100 pg/ml Zellkultur-
medium) bei 37T inkubiert (n = 4). Zusatzlich wurden Versuche mit Trastuzumab-
vorinkubierten (2,5 pg/ml, 30 min) Zellen angesetzt, um die spezifische
Partikelbindung an HER2-Uberexprimierenden Zellen herauszuarbeiten. Die FACS-

Analysen wurden wie unter 2.7.5 beschrieben ausgefuhrt.

2.7.5.3 Einfluss der Partikelkonzentration auf die z  ellulare Bindung

Um den Einfluss der Partikelkonzentration auf die zellulare Bindung zu untersuchen,
wurden die Zellen in 24-Well-Platten ausgesat, bis zu einer Konfluenz von < 70%
kultiviert und anschlieend mit unterschiedlichen Konzentrationen im Bereich
zwischen 5,0 und 100 pg/ml anti-HER2-NP und unmodifizierten NP bei 37T
behandelt (n=4). Die FACS-Analysen wurden wie unter 2.7.5 beschrieben

ausgefuhrt.
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2.7.6 Untersuchung der Zellverteilung von anti-HER2 -NP mittels
CLSM

Die zellulare Verteilung der anti-HER2-NP wurde in SK-Br-3-Zellen untersucht.
Zellen wurden in einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen pro Slide Flask ausplattiert und
uber Nacht adhéarieren gelassen.

Zum Nachweis der Partikelaufnahme wurden die Zellen mit den entsprechenden NP-
Zubereitungen in einer Konzentration von 100 pg/ml bei 37 inkubiert. Eine
Inkubationszeit von 3 h wurde fur die Gelatine Nanopartikel gewéhlt, wahrend die
Versuche mit den HSA-Nanopartikeln fiur 1h und 3 h festgelegt wurden.
Inhibitionsexperimente beinhalteten eine Vorinkubation mit 2,5 pg/ml Trastuzumab
fur 30 min.

Anschliel3end wurde zweimal mit 2 ml PBS gewaschen. Eine Farbung der Membran
wurde durch Inkubieren mit 500 pl Alexa-594 Concanavalin A 0,0005% uber 2 min
erreicht. Zur Fixierung der Zellen wurden sie mit 500 pl Paraformaldehyd-Losung
(4% in PBS) fur 30 min behandelt. Daraufhin wurde zweimal mit 2 ml PBS
gewaschen. Um ein dauerhaftes Praparat zu erhalten, wurden die Zellen in
Vectashield™-Losung eingebettet. Die Praparate wurden bis zur CLSM-
Untersuchung bei 4C unter Lichtausschluss aufbewahrt. Die CLSM-Aufnahmen

wurden wie unter 2.6.5.2 durchgefihrt.

2.7.7 Intrazellulare Freisetzung von Cy5-ASO aus ant  I-HER2-NP

Fur die Experimente der intrazellularen Verteilungen eines Cy5-markierten ASO
wurden Nanopartikel mit 300 pg Cy5-PTO-beladen. Ein Volumen von 1000 pl einer
2%igen HSA-L6sung (= 6,6 mg HSA pH 7,0) wurden mit 100 pg Cy5-PTO fur 30min
bei RT inkubiert, mit 2700 pl Ethanol desolvatisiert und die erhaltenen Partikel mit
4,70 pl einer 8%igen wassrigen Glutaraldehydlosung stabilisiert. Die Nanopartikel
wurden wie unter 2.1.4 beschrieben aufgereinigt. Die Partikeloberflache wurde wie
unter 2.7.3.3 beschrieben modifiziert. Die Kontroll-Nanopartikel unterscheiden sich
von den bisherigen eingesetzten Nanopartikel durch die Pegylierung der
Partikeloberflache.

Die intrazellul&are Freisetzung von Cy5-PTO aus anti-HER2-HSA-NP bzw. PEG-HSA-
NP wurde nach Inkubationszeiten tber 1 h, 6 h und 24 h untersucht und wie unter
2.6.5.3 durchgefiihrt. Das Cy5-markierte PTO absorbiert im CLSM bei einer
Wellenlange von 643 nm und emittiert bei einer Wellenlange von 667 nm.
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2.7.8 Quantifizierung der Transfektionseffizienz mitt  els FACS

CLSM-Untersuchungen ergaben, dass sich Cy5-PTO in Abhangigkeit vom
Tragersystem (anti-HER2-HSA-NP vs. PEG-HSA-NP, 3.6.2.6) mehr oder weniger
intrazellular anreichert. Um die Transfektionseffizienz der anti-HER2-Nanopartikeln in
Tumorzellen abschatzen zu kénnen, wurde die zellulare Aufnahme von Cy5-PTO
mittels anti-HER2-HSA-NP, PEG-HSA-NP und DOTAP in SK-Br-3-Zellen verglichen.
Fur dieses Experiment wurden Nanopartikel mit 300 pg Cy5-PTO-beladen. Ein
Volumen von 1000 pl einer 2%igen HSA-L6sung (= 6,6 mg HSA pH 7,0) wurde mit
100 pg Cy5-PTO fur 30min bei RT inkubiert, mit 2700 pl Ethanol desolvatisiert und
die erhaltenen Partikel mit 4,70 pl einer 8%igen wassrigen Glutaraldehydldsung
stabilisiert. Die Nanopartikel wurden wie unter 2.1.4 beschrieben aufgereinigt. Die
Partikeloberflache wurde wie unter 2.7.3.3 beschrieben modifiziert. Die Kontroll-
Nanopartikel unterscheiden sich von den bisherigen eingesetzten Nanopartikel durch
die Pegylierung der Partikeloberflache.

Die Zellen wurden in 24-Well-Platten ausgesat, bis zu einer Konfluenz von < 70%
kultiviert und anschlieBend mit den entsprechenden Nanopartikelproben in den
Konzentrationen 100 nM, 250 nM, 500 nM und 1000 nM bei 37<C fur 6 h inkubiert
(n=4). Als Kontrollen dienten DOTAP/Cy5-PTO in Konzentrationen von 10 nM,
50 nM und 100 nM. Nach einer Inkubationszeit von 6 h wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen, trypsiniert, zentrifugiert und in FACS-Puffer (3% bovines
Serumalbumin und 0,5% Natriumazid in PBS) resuspendiert. Die FACS-Analysen

wurden wie unter 2.7.5 beschrieben ausgefuhrt.

2.8 Nachweis des Antisense-Effektes

2.8.1 Chemikalien und Gerate

Trypanblaulésung Sigma, Steinheim
Zahlkammer Assistent

LDH-Assay Roche Diagnostics, Mannheim
Triton X Merck, Darmstadt
MTT-Reagenz Sigma, Steinheim
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt

DMSO Fluka, Buchs, Schweiz

1N Salzsaure Merck, Darmstadt
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Fluostar Galaxy BMG Labtechnologies, Offenburg

Transfektionsstudien:

Eingesetzte Oligonukleotide: MWG, Ebersberg
Antisense-Sequenz: P12 5’ acc agt ccg gag ggg agg gc 3’
Scrambled-Sequenz: P12scr 5’ gtg cga ccg cga gga gcg ag 3’
Random-Sequenz: HSV 5’ gcg gag gtc cat gtc gta gcg 3’
Cy5-markiertes PTO: Cy5-PTO Cy5 - 5’ cta cga tct act ggc tcc at 3’

DOTAP Liposomal Transfection Reagent Roche Diagnostic, Mannheim

Puffer:
HBS Puffer: 2ml1MHEPESpH 7,4 Roth, Karlsruhe
876 mg NaCl Merck, Darmstadt
ad 100,0 ml MQ-Wasser, steril filtriert

2.8.2 Eingesetzte Proben fur den Nachweis des Antis  ense-Effektes

Fur die Detektion des Antisense-Effektes wurden die oben beschriebenen PTO-
beladenen Nanopartikelzubereitungen, die nach dem Standardprotokoll (siehe 2.1.4)
hergestellt wurden, eingesetzt. Als Positivkontrolle diente das Transfektionsreagenz
DOTAP. Das DOTAP Reagenz wurde in einem nach Herstellerangaben
empfohlenem Massenverhéltnis von 1 ug ASO zu 6 ug DOTAP eingesetzt. Eine
PTO-L6sung in HBS-Puffer wurde auf eine Konzentration von 100 pg/ml eingestellt.
Die DOTAP-LGsung entsprach einer Konzentration von 300 pg/ml. Es wurden PTO-
Konzentrationen von 50 nM und 100 nM verwendet. Negativkontrollen entsprachen
unbeladenen NP oder unbehandelten Zellen.

2.8.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mittels der traditionellen Trypanblau-Ausschlussfarbung
durchgefihrt. Zu je 20 pl der Zellsuspension wurden 20 pl der Trypanblaulésung

hinzugesetzt. Die Zellen wurden in einer Zahlkammer ausgezahlt.

2.8.4 LDH-Test

Die Zerstorung der Zytoplasmamembran durch toxische Substanzen fuhrt zur

Freisetzung zytoplasmatischer Bestandteile. Auf diese Weise gelangen auch

zytoplasmatische Enzyme in das Zellkulturmedium. Die meisten dieser Enzyme
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werden schnell degradiert. Einige wenige allerdings sind so stabil, dass sie auch
extrazellular noch aktiv bleiben. So ist beispielsweise die Lactatdehydrogenase
(LDH) auch aufR3erhalb der Zelle sehr stabil. Im LDH-Assay wird die Aktivitat des
Enzyms durch die Umsetzung eines Formazansalzes nachgewiesen. Dadurch
kommt es zu einem Farbumschlag des gelésten Salzes, den man photometrisch
guantifizieren kann.

Der LDH-Assay wurde in 96-Well-Mikrotiterplatten durchgefuhrt. Nach Inkubation mit
den entsprechenden Zubereitungen wurden nach den jeweiligen Zeitpunkten (24 h,
48 h, 72 h) 100,0 pl des Zellkulturiberstandes abgenommen und in eine neue Platte
uberfuhrt. Anschlieend wurde fur 30 min bei 37C mit dem LDH-Reagenz
(Natriumlactat, NAD", lodtetrazolchlorid, Diaphorase) inkubiert. Das aus den Zellen
freigesetzte LDH setzt das Natriumlactat mit NAD" als Coenzym zu Pyruvat um.
Dabei entstehen NADH + H*. Die Wasserstoffatome werden von der Diaphorase zur
Reduktion des lodtetrazolchlorids eingesetzt. Das gebildete Formazansalz besitzt

eine rote Farbe und lasst sich bei 485 nm im Fluostar vermessen.

2.8.5 MTT-Test

Zur quantitativen Bestimmung der Viabilitat von Zellen, die mit einer bestimmten
Zubereitung inkubiert worden sind, wurde der vielfach gebréuchliche MTT-Test nach
Mosmann durchgefihrt [1983]. Die Zellen wurden in 96-Well-Platten ausplattiert.
Nach Inkubation mit den entsprechenden Zubereitungen wurde nach den jeweiligen
Zeitpunkten (24 h, 48h, 72h) 50ul einer 2,5mg/m MTT-L6ésung pro Well
hinzugegeben. Zur Umwandlung von MTT durch mitochondriale Dehydrogenasen in
das blaugefarbte Formazan wurden die Zellen fur 2 h bei 37C inkubiert. Die
Kulturiberstande wurden abgenommen und die blauen Kristalle in den Zellen unter
Zugabe von 100,0 pl einer 2,5g SDS in DMSO und Zusatz von 500 pl Salzsaure
1,0 N gelost. Die Absorption wurde bei 550 nm in einem Mikrotiterplatten-Reader
vermessen. Die Bestimmung erfolgte mit dreifachem Ansatz pro Inkubation.

Zur Auswertung wurde die mittlere Viabilitdt von unbehandelten Zellen als
Referenzwert auf 100% gesetzt und die Messwerte behandelter Zellen nach Abzug
von den Blindwerten rechnerisch auf diese Werte bezogen und als % mitochondriale
Aktivitat ausgedruckt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Entwicklung und Evaluierung von
Tragersystemen fur Antisense-Oligonukleotide (ASO) auf der Basis von humanem
Serumalbumin. Es wurde nach effizienteren und weniger toxischen Nanopartikel-
formulierungen gesucht. Die entwickelten Nanopartikelzubereitungen wurden
ausfuhrlich  hinsichtlich  ihrer  kolloidalen  Parameter charakterisiert, die
Beladungseffizienz und Beladungskapazitdt wurde untersucht, und eine gezielte
Akkumulation in Brustkrebszellen durch Kopplung mit einem Antikdrper fir ein Drug-
Targeting vorgenommen. Die Toxizitat und Transfektionseffizienz der Nanopartikel

wurde in Zellkultur getestet.

3.1 Herstellung von ASO-beladenen HSA-NP

Antisense-Oligonukleotide (ASO) sind hydrophile Molekile, die aus einem
Phosphoribose-Ruckgrat bestehen, an das die Nukleobasen geknlpft sind. Infolge
ihrer polyanionischen Struktur sind ASO geladene Makromolekile mit einge-
schréankter Fahigkeit Zellmembranen zu Uberwinden. Dartber hinaus sind besonders
unmodifizierte ASO empfindlich gegeniber Nukleasen und werden rasch in
biologischen Medien abgebaut. Daher wurde nach geeigneten ASO-Tragersystemen
gesucht, um die ASO zum einen vor Abbau zu schiitzen und zum anderen effizienter
uber die Zellmembran zu transportieren.

Im ersten Teil dieser Arbeit ging es um die Herstellung Protein-basierter Nanopartikel
als Trager fur ASO. Die Einbindung von ASO in Albumin-Nanopartikel ermdglicht
einen besseren Schutz gegen Abbau durch Nukleasen verglichen zu anderen
Bindungsstrategien wie Adsorption an die Partikelmatrix [Arnedo et al., 2002]. Die
Partikel wurden nach einer gut charakterisierten Desolvatationsmethode durch

Zugabe von Ethanol hergestellt [Weber et al., 2000a].

3.1.1 Adsorptionsversuch von ASO an geldstes HSA

Wie die meisten sauren Substanzen, binden ASO (IEP 1,5-4,5) an Albumin.
Wechselwirkung zwischen ASO mit Plasmaproteinen wie Albumin wurden in
verschiedenen friheren Studien untersucht [Geselowitz and Neckers, 1995;
Srinivasan et al., 1995]. UbermaRig starke Bindung wurde erreicht, wenn ASO mit
einem Uberschuss an HSA inkubiert wurde. Die Bindungsstelle | fiir Arzneistoffe
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innerhalb des HSA-Molekuils wurde als Hauptbindungsstelle fur ASO identifiziert. Die
eingesetzten Konzentrationen an HSA und PTO entsprachen den normalen
physiologischen Albuminkonzentrationen (3% w/v) und PTO-Konzentrationen, die in
friheren Bindungsversuchen von Srinivasan et al. beschrieben wurde [Srinivasan et
al., 1995]. Eine starke Bindung zwischen Arzneistoff und Albuminmolekil wurde far
unmodifizierte ASO und ebenso effizienter fur modifizierte PTO beobachtet. In der
vorliegenden Studie wurde die Wechselwirkungen zwischen ASO und
Albuminmolekil bei verschiedenen pH-Werten untersucht, um eine optimale
Adsorption zu erzielen, die fur eine gute Einbindung in die Partikelmatrix notig ist.
Abbildung 3.1: Bindungsaffinitat von  unmodifizierten  Oligonukleotiden ~ (ODN)  und
Phosphorothioat modifizierten Oligonukleotiden (PTO) bei verschiedenen pH-

Werten an HSA in Lésung: 100 ug ASO wurden mit 6,6 mg HSA fir 30 min

inkubiert. Der ungebundene Anteil an ASO wurde nach Ultrafiltration bestimmt.
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60 - (Kontrolle)

ASO /HSA pH 7,0
Ry ASO / HSA pH 5,5

40 -

oL L7 /-
ODN

PTO

Ungebundenes ASO [%]

Mittels Ultrafiltration (siehe 2.1.2) konnte eine hohe Bindungsaffinitdt von
modifizierten Oligonukleotiden wie den Phosphorothioaten (PTO) an Albumin-
molekilen in Lésung gezeigt werden. Weniger als 10% bei pH 7,0 und 0,1% bei
pH 5,5 des PTOs wurden nach Ultrafiltration von der Albuminlésung getrennt
(Abbildung 3.1). Wird der pH-Wert der Albuminlésung von 7,0 auf 5,5 gesenkt, nimmt
bei unmodifizierten Oligonukleotiden (ODN) die Adsorption an gebundenem ODN
von 73% auf 99% zu. Eine Abnahme des pH-Wertes der Albuminlésung hat sowohl
bei den ODN als auch den PTO eine gesteigerte Adsorption des ASO an
Albuminmolekile zur Folge. Dies kann auf eine verminderte Menge an negativ
geladenen Gruppen im ODN-Molekul zuriickgefihrt werden, da bei pH-Werten nahe
des isoelektrischen Punktes des Albuminmolekils (IEP 5,3) die elektrostatische
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Abstolung zwischen Protein und Arzneistoff abnimmt. Diese Resultate
widersprechen Ergebnissen, die bei einer Zunahme des pH-Wertes aufgrund einer
Konformationsanderung des HSA-Molekils eine hohere Bindungsaffinitat fur die
Bindungsstelle | im HSA-Molekul belegen [Wilting et al., 1980a; Wilting et al., 1980b].
Da ASO eine gute Proteinbindung zeigen, kann bei solchen Proteinen davon ausge-
gangen werden, dass sie sich als Tragersysteme fur diese Arzneistoffe eignen.

Der optimale pH-Wert fur die Partikelherstellung mittels Desolvatation liegt bei
pH 5,5, da hier das HSA-Molekil neutral bis leicht negativ geladen vorliegt und das
gro3e, hydrophile, anionische ASO eine verbesserte Bindungsaffinitdt aufweist.
Daher wurde dieser pH-Wert fur die Beladung von ASO in die Partikelmatrix bei der

Partikelherstellung in den nachfolgenden Einbindungsversuchen gewahlt.

3.1.2 Optimierung der Partikelherstellung

Basierend auf den Ergebnissen der Adsorptionsversuche von ASO an freies HSA
(siehe 3.1.1) und der Partikelherstellung fur die Optimierung des Partikelabbaus
(siehe 3.4.1.1), wurde ein vorlaufiges Protokoll fur die Herstellung von ASO-
beladenen Nanopartikeln erstellt. Zunachst wurde eine konstante Menge von 100 pg
ASO an 6,6 mg HSA bei pH 5,5 adsorbiert (siehe 2.1.3). Anschlie3end wurden die
Nanopartikel durch Desolvatation mit Ethanol ausgeformt. Die Nanopartikel wurden
mit Glutaraldehyd stabilisiert und durch Zentrifugieren und Resuspendieren in MQ-
Wasser aufgereinigt. Um eine Optimierung der ASO-Beladung und der stabilen
Einbindung von ASO in die Partikelmatrix zu erreichen, wurde die Partikelherstellung
anhand folgender Parameter variiert: 1.) Menge an Desolvationsmittel Ethanol,
2.) Ausmal3 der Quervernetzung im Bereich zwischen 40 und 200%, 3.) Einfluss der
ASO-Modifikation (ODN vs. PTO) und der ASO-Kettenlange (15mer vs. 20mer).
Hierbei entspricht eine Glutaraldehyd-Konzentration von 100% einer theoretischen
Menge, die fur eine quantitative Quervernetzung der 60 Aminogruppen im HSA-
Molekull notwendig ist.

3.1.2.1 Variation der Ethanolmenge

Zuerst wurde eine HSA-Losung mit einem 15mer ODN inkubiert (siehe 2.1.3) und
durch Zugabe von verschiedenen Mengen an Ethanol desolvatisiert (Abbildung 3.2).
Ab ca. einem 1,8-fachen Volumen an Ethanol wurden weniger als 8% ASO im ersten
Partikeliberstand gefunden, das heif3t, 92% ASO wurden in die Partikelmatrix

gebunden. Die Ergebnisse korrelieren gut mit der abnehmenden Menge an freiem,
63



Ergebnisse und Diskussion

nicht desolvatisiertem HSA im Partikeliberstand. Im zweiten Partikeliiberstand nahm
die Menge an ungebundenem ODN leicht bis zu 31% mit steigender Ethanolmenge
zu, wahrend die freie Menge an HSA konstant blieb. Diese Beobachtungen stimmen
mit Ergebnissen von Weber et al. Uberein, bei denen es sich gezeigt hat, dass bis zu
einem 2,2-fachen Volumen an Ethanol der Prozentsatz an geldéstem HSA stetig
abnahm [Weber et al., 2000a].

Abbildung 3.2: Detektion von freiem ASO und geléstem HSA nach Partikelherstellung in den
Waschiberstéanden: Variation der Ethanolmenge (330 ul, 450 ul, 600 pl, und
900 pl) wurden fir die Desolvatation von 6,6 mg HSA in 330,0 ul MQ-Wasser

verwendet (Mittelwert + S.D.; n = 3).

60 80
—&— 1. Uberstand HSA
50 A —e— 2. Uberstand HSA
—O— 1. Uberstand ASO .
—0— 2. Uberstand ASO S
—= 40 -
- 2
a() <
30 - 4
T F40 2
[}
2 o
&8 20 - %
5 g
10 A - 20 :C)
0 m
0

1.0 15 2.0 25
Ethanolvolumen pro Volumen HSA-L&sung

In Tabelle 3.1 A sind die entsprechenden Beladungseffizienzen dieser Partikel
dargestellt. Eine hohere Menge an Desolvationsmittel erhdht die Beladungseffizienz.
Beide Ergebnisse zeigen, dass eine Ethanolmenge von mindestens 600 pl pro
330,0 uI  HSA-Losung zur Desolvatation erforderlich ist, um eine gute
Beladungseffizienz zu erhalten. Ein Ethanoliberschuss von 900 pl sollte eine
vollstandige Ausfallung des HSA begtinstigen und aufgrund des gebundenen Anteils

von ASO an freies HSA ebenso die Einbindung von ASO in die Partikelmatrix
fordern.
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3.1.2.2 Variation der Menge an Quervernetzung

Um das Ausmall der Quervernetzung auf eine stabile ODN-Einbindung zu
untersuchen, wurden Nanopartikel mit unterschiedlichen Mengen an Glutaraldehyd
(40, 100 und 200%) stabilisiert (siehe 2.1.3). Die Stabilitat der ODN-Einbindung in die
Partikelmatrix wahrend der Aufreinigungsschritte konnte mit héheren Mengen an
Glutaraldehyd verbessert werden. Im ersten Uberstand wurden 40% an ODN in freier
Form nach der Quervernetzung mit 40% Glutaraldehyd gefunden, dagegen wurden
bei einer 200%igen Quervernetzung nur 18% detektiert (Abbildung 3.3). Nach den
ersten beiden Aufreinigungsschritten enthielt die Partikelmatrix ungefahr 45%, 71%
und 80% an ODN nach entsprechender Quervernetzung mit 40%, 100% und 200%
Glutaraldehyd (Tabelle 3.1 B).

Abbildung 3.3: Einfluss der Partikelstabilisierung mit  verschiedenen  Glutaraldehyd-
Konzentrationen (40%, 100% und 200%) auf die ASO-Beladungseffizienz: Die
Menge an freiem ASO wurde nach der Desolvatation im Uberstand, dem ersten

und zweiten Waschschritt bestimmt (Mittelwert £ S.D., n = 3).
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Das Ausmald der ASO-Freisetzung ist hauptsachlich von der Partikelstabilisierung
abhangig. Nimmt die Quervernetzung von 40% auf 200% Glutaraldehyd zu, fihrt
dies zu einer stabileren ASO-Einbindung und hoheren Beladungseffizienz. Im
Gegensatz zu unseren Beobachtungen konnten Arnedo et al. [2002] keinen Einfluss
des Quervernetzungsmittels Glutaraldehyd auf die ASO-Beladungseffizienz sehen. In
der genannten Studie lagen die Konzentrationen des Glutaraldehyds jedoch sehr

niedrig im Bereich zwischen 0,12% und 25,8%, was anderen Arbeiten zur
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erforderlichen Minimalkonzentration von 40% widerspricht [Roser et al., 1998; Weber
et al., 2000a]. Der Nachteil einer angeblich hoheren Polydispersitat bei hoheren
Glutaraldehydkonzentrationen, was von Arnedo et al. behauptet wurde, konnte nicht
bestatigt werden. Die Stabilisierung der Partikel ist aufgrund der notwendigen
Arzneistoff-Freisetzung jedoch eingeschrankt (siehe Partikelabbau 3.4.1.1 und
Zellkultur 3.5.3).

3.1.2.3 Variation des ASO: ODN / PTO / Kettenlange

Weiterhin wurde der Einfluss der Ruckgrat-Modifikation und der Kettenldnge des
ASO auf die Beladungseffizienz untersucht (siehe 2.1.5). Der Einfluss der
Kettenlange (15mer vs. 20mer ODN), der Ruckgrat-Modifikation (20mer ODN vs.
20mer PTO) und die Einfuhrung einer endstandigen Markierung (20mer PTO vs.
20mer Cy5-PTO) wurde untersucht.

In Tabelle 3.1 ist die Beladungseffizienz indirekt Uber die Differenz des eingesetzten
ASO von im Uberstand wiedergefundenem ASO bestimmt worden. Mit Zunahme der
Kettenlange des ASO ebenso wie der Austausch der ODN-Struktur gegen die PTO-
Struktur ergab sich eine erhdhte Beladungseffizienz (Tabelle 3.1 B und C). Das
20mer ODN und das 20mer PTO fuhrten beide zu einer gesteigerten
Beladungseffizienz im Vergleich zu den erhaltenen Ergebnissen mit den
entsprechenden 15mer ASO. Eine Einfuihrung einer endstandigen Fluoreszenz-
markierung (Cy5) zeigte keinen Einfluss auf die Beladungseffizienz. Es wurden
ahnliche Beladungeseffizienzen mit unmarkiertem 20mer PTO wie mit Cy5
markierten 20mer PTO von 94% erzielt (Tabelle 3.1 C).

In Abbildung 3.10 wurde die Menge an ungebundenem ASO im PartikelUberstand,
den Waschschritten, so wie nach Partikelabbau aufgetragen. In allen
Aufreinigungsschritten wurde ungebundenes ASO gefunden. Es kann angenommen
werden, dass durch die Partikelaufreinigung nahe an der Oberflache gebundenes
ASO freigesetzt wird. Eine Einbindung von ca. 20,8% wurde mit einem 15mer PTO
nach enzymatischem Abbau erhalten, wéahrend die eingebundene Menge an 15mer
ODN ungeféahr 3,7% betrug. Im Fall einer indirekten Bestimmung liegt die
Beladungseffizienz bei 44,8% fur das 15mer ODN bzw. 90,1% fur 15mer PTO (siehe
Tabelle 3.1). Die Diskrepanz zwischen ermittelter Beladungseffizienz von direkter
und indirekter Bestimmung konnte durch eine Komplexbildung des ASO mit
Albuminfragmenten vom Partikelabbau erklart werden. An Albumin gebundenes ASO

wird moglicherweise mittels HPLC nicht vollstandig getrennt.
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Die Kettenlange des ASO beeinflusst die Beladung der HSA-NP signifikant [Chavany
et al., 1992; Srinivasan et al., 1995]. Obwohl die Einschlusseffizienz mit der
Kettenlange und der Ruckgrat-Modifikation zunimmt, war die Wiederfindung des
ASO stets unzureichend.

Tabelle 3.1: Nanopartikelzubereitungen bezogen auf das Standardprotokoll: Optimierung der
Beladungseffizienz unter  verschiedenen Bedingungen: A Ethanolmenge,
B Glutaraldehydkonzentration C Variation der ASO Ruckgratmodifikation, Kettenlange
(15 und 20mer) und Markierung; unmodifiziertes (ODN) und Phosphorothioat
modifiziertes (PTO) Antisense-Oligonukleotide). Die Beladungseffizienz wurde
berechnet als Differenz zwischen Gesamtmenge an eingesetztem ASO und der

Menge an ASO aus den ersten beiden Partikeliberstédnden; n = 3.

Beladungseffizienz

Parameter gebundenes ASO in %

Mittelwert S.D.

A 15mer ODN, 330 pl Ethanol 39,7 3,0
15mer ODN, 450 pl Ethanol 23,2 3,4
15mer ODN, 600 pl Ethanol 78,7 2,8
15mer ODN, 900 pl Ethanol 61,1 3,6

B 15mer ODN, 900 ul Ethanol, 40% Glutaraldehyd 44,8 10,3
15mer ODN, 900 ul Ethanol, 100% Glutaraldehyd 71,2 6,8
15mer ODN, 900 ul Ethanol, 200% Glutaraldehyd 79,5 6,2

C 15mer PTO, 900 pl Ethanol, 40% Glutaraldehyd 90,1 2,6
20mer ODN, 900 pl Ethanol, 40% Glutaraldehyd 91,1 2,7
20mer PTO, 900 pl Ethanol, 40% Glutaraldehyd 94,7 2,4
20mer Cy5-PTO, 900 pl Ethanol, 40% Glutaraldehyd 93,8 2,2

3.1.2.4 Variation der Aufreinigungsschritte

Einige Versuche wurden unternommen, die Waschschritte nach der Partikel-
herstellung zu verbessern, um die Beladungseffizienz zu steigern. Dies verlief
erfolglos. Es muss vermutet werden, dass der Arzneistoffverlust wéhrend den
Aufreinigungsschritten auf einem Desorptionsprozess von nahe der Oberflache
gebundenen ASO beruhte. Im Experiment, das den Einfluss der Quervernetzung auf
die Einbindung des ASO untersuchte, bestétigte sich diese Vermutung. Eine hdhere
Quervernetzungsdichte auf der Partikeloberflache fiihrte zu einer verminderten ASO-
Desorption [Gupta et al., 1986; Lin et al., 2001].
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3.1.2.5 Standardprotokoll: Beladung von HSA-NP mit ~ ASO

Der Desolvatationsprozess von HSA mit organischen Lésungsmittel und
anschlieRender Quervernetzung mit Glutaraldehyd wurde ausfiihrlich von Weber et
al. [2000a] untersucht und charakterisiert. Diese Herstellungsmethode wurde
weiterentwickelt und fur die Einbindung von ASO in HSA-NP optimiert.

Eine optimale Partikelherstellung mit hoher Arzneistoffbeladung wurde unter
folgenden Parametern erreicht: Eine Menge von 100 pg PTO wurde bei pH 5,5 an
6,6 mg HSA adsorbiert. Die Ausfallung des HSA wurde durch Zugabe von einem 2,7-
fachen Volumenuberschuss an Ethanol erreicht. Die Partikelmatrix wurde mit 40%
oder 200% Glutaraldehyd stabilisiert, um entweder einen guten enzymatischen
Partikelabbau oder eine hohe Beladungsstabilitat zu gewahrleisten.

Bei der Optimierung des ASO-Tragersystems erwies sich der Stabilisierungsprozess
der Partikelmatrix als besonders wichtiger Parameter [Jones et al., 1989]. Eine
Minimalmenge an Glutaraldehyd war notwendig fir die Herstellung von stabilen
Nanopartikeln und fur eine stabile Einbindung des ASO. Auf der anderen Seite sollte
nach dem Stabilisierungsprozess ein enzymatischer Partikelabbau nach zellularer
Aufnahme der Partikel mdglich sein. Ebenso sollten die NP geeignet sein flr eine in
vitro Degradation der Partikel zur Quantifizierung des matrixgebundenen ASO. Daher
wurde die Nanopartikelmatrix mit definierten Mengen an bifunktionalem
Glutaraldehyd stabilisiert. Die niedrigste erforderliche Glutaraldehyd-Konzentration
fur die Herstellung von stabilen NP lag bei 40% der theoretischen Menge, die
notwendig ist die 60 Aminogruppen im HSA-Molekil quantitativ querzuvernetzen
[Weber et al., 2000a].

Bei ASO-beladenen und unbeladenen Nanopartikeln wurde ein &hnliches negatives
Zetapotential gemessen. Dies verstarkt die Annahme, dass eine Einbindung des
ASO in die Partikelmatrix eher als eine Adsorption an die Partikeloberflache erfolgte.
Obwohl das ASO eine mangelnde Stabilitat in sauren Medien aufweist, war das ASO
nach der Partikelherstellung gut geschiitzt in der Partikelmatrix eingebettet. Nach
Abbau der Partikelmatrix wurden keine Abbauprodukte des ASO mittels HPLC
detektiert.
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3.2 Einbindung von ASO in kationisierte HSA-NP

Durch eine Kationisierung des Albuminmolekuils wurde versucht, die Einbindung des
Oligonukleotides mit polyanionischem Grundgeriist zu verbessern. Bisher
eingesetzte kationische Polymere zeigten eine zu starke Eigentoxizitat. Der Einsatz
von kationisiertem HSA (cHSA) ist ein neuer Ansatz, um die Toxizitat der

polymerbasierten Transfektionssysteme zu reduzieren.

3.2.1 Kationisierung von HSA

Die freien Carboxylgruppen im HSA-Molekil wurden mit EDC aktiviert und mit
Cholamin umgesetzt (Abbildung 3.4). Um die erfolgreiche Kationisierung des HSA zu
prufen, wurde eine Polyacrylamidgelelektrophorese verwendet (siehe 2.2.2). Der
isoelektrische Punkt (IEP) des nativen Albumins liegt bei 5,3. Das unmodifizierte
Albumin wanderte auf dem Polyacrylamidgel in einem Laufpuffer von pH 8,0 zur
Anode, wie in Abbildung 3.5 dargestellt wurde. Dagegen verblieb das kationisierte
Albumin beinahe vollstandig in den Eingabetaschen, was auf einen hoheren IEP
hinweist, der tGber 8,0 liegt, da das verwendete Puffersystem auf einen pH von 8,0

eingestellt worden war.

Abbildung 3.4: Kationisierung von geléstem HSA in MES Puffer pH 4,7: Umsetzung mit EDC und
Cholamin
HZN\ NH,
HSA-Molekdl
HZN\ NH,
> \
HOOC + COOH
NH, EDC, pH 4,7 0O
- COOH
RT, 24 h NH
H3C>N+\
H,C CH, Kationisiertes HSA
Cholamin H,C CH,

Ein hoherer IEP bedeutet, dass die Zahl der freien Carboxylgruppen im HSA-Molekl
durch die Umsetzung dieser Gruppen mit Cholamin abnimmt. Die Umsetzung ist

erfolgreich verlaufen.

69



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3.5: Detektion von [1] kationisiertem und [2] unmodifiziertem Albumin unter nicht
denaturierenden Bedingungen mittels Polyacrylamidgelelektrophorese (12,5%),

20 pg Protein pro Bahn, 120 mA, Coomassie Blaufarbung

||§ [1]

[2]

3.2.2 Variation des pH-Wertes und der Menge an kati onisiertem
HSA bei der NP-Herstellung

Phosphorothioat Oligonukleotid (PTO) beladene cHSA-Nanopartikel wurden durch
die Desolvatation einer wassrigen cHSA/HSA Losung unter Zugabe von Ethanol
hergestellt (siehe 2.2.3). Der pH-Wert der cHSA/HSA-LOsung wurde mit Salzsaure
bzw. Natronlauge auf pH 5,5, 6,0, 7,0 oder 8,0 eingestellt, die Losung anschlieRend
mit 100 pg PTO inkubiert und mit Ethanol desolvatisiert. Verschiedene Mengen an
CHSA im Bereich zwischen 0 und 40% (m/m) wurden eingesetzt. Die Partikel-
herstellung verlief am erfolgreichsten bei einem pH-Wert tber 5,5. In diesem pH-
Bereich konnte die Bildung von Mikropartikeln anstelle von Nanopartikeln minimiert
werden. Eine Ubersicht der Partikelcharakteristika liefert Tabelle 3.2.

Tabelle 3.2: Charakterisierung von PTO-beladenen cHSA-Nanopartikeln: die Partikellherstellung

erfolgte bei einem pH-Wert von 8,0.

Verhaltnis  PartikelgroRe Partikelgehalt Beladungseffizienz

HSA:cHSA [nm] Polydisp. [mg/ml] [%0] EP
1.0 162 0,052 2,3 4,41 5,26
19:1 197 0,250 3,2 31,72 5,29
9:1 271 0,382 4,6 45,37 5,27
8:2 272 0,025 5,9 29,07 5,34
7:3 263 0,033 4.9 15,86 5,80
6:4 427 0,147 4,0 6,61 6,14

Eine Zunahme an cHSA in der Partikelmatrix fuhrte zu eine besseren Partikel-

ausbeute und erreichte ein Maximum bei einem Massenverhaltnis von 20% cHSA.
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Der IEP der entstandenen Nanopartikel gibt einen Hinweis auf die Inkorporation von
kationisiertem HSA in die Partikelmatrix. Wenn die eingesetzte Menge an
kationisiertem HSA zunimmt, nimmt der IEP der Partikel ebenso zu. Abbildung 3.6
zeigt Titrationskurven dieser Nanopartikel mit einer Verschiebung des IEP von 5,26
in Abwesenheit von cHSA zu 6,14 bei der hdchsten cHSA Konzentration. Ab einem
Massenverhéltnis von 7:3 HSA zu cHSA wird die negative Ladung des PTO durch
cHSA kompensiert und der IEP des Partikelsystems steigt an. Die erhaltene
Beladungseffizienz ist hervorragend. Im Vergleich zu reinen Albumin-Nanopartikeln
ist die Beladungseffizienz bei den cHSA-NP um das bis zu 10,3-fache gesteigert.
Doch ein gro3er Nachteil der cHSA-NP mit hoherem cHSA-Anteil besteht darin, dass
die PTO eine starke Bindung zu den quartaren Ammoniumgruppen des kationischen
HSA-Molekils ausbildet. Die Folge dieser hohen Affinitat ist ein unvollstandiger
enzymatischer Partikelabbau bei hoheren Konzentrationen an cHSA. Als Ergebnis
nimmt die Freisetzungsgeschwindigkeit ab. Ein Kompromiss muss erzielt werden,
damit ein ideales Tragersystem fur die PTO etabliert werden kann. Die zu
bevorzugende Menge an cHSA liegt bei einem HSA:cHSA-Verhaltnis von weniger
als 8:2, jedoch mindestens 19:1.

3.2.3 Einfluss des Zetapotentials auf die zellulare ~ Aufnahme

Das Zetapotential der Nanopartikel scheint einen signifikanten Einfluss auf die
zellulare Partikelaufnahme und intrazellulare Verteilung der NP zu besitzen [Panyam
et al., 2002]. Das Zetapotential der cHSA-NP wurde in Abhangigkeit des pH-Wertes
untersucht (Abbildung 3.6). Das positive Zetapotential der NP im sauren pH-Bereich
ergibt sich aus den protonierten Aminogruppen. Die Titration in alkalische Richtung
fuhrt zu einer Abnahme der protonierten Aminogruppen und zu einer Zunahme der
deprotonierten Carboxylgruppen. Der Punkt des Ladungsausgleiches wird im Bereich
zwischen pH 5,2 und 6,1 erreicht. Bei hoheren pH-Werten kehrt sich das Vorzeichen

des Zetapotentials um und negative Werte erscheinen.
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Abbildung 3.6: Einfluss der cHSA-Konzentration 0-40% auf das Zetapotential und den
isoelektrischen Punkt (IEP) der PTO-beladenen cHSA-Nanopatrtikel

—e— 1:0 HSA:CHSA (IEP 5,26)
—=— 19:1 HSA:CHSA (IEP 5,29)
—— 9:1 HSA:cHSA (IEP 5,27)
—v— 8:2 HSAICHSA (IEP 5,34)
—&— 7:3 HSA:cHSA (IEP 5,80)
—— 6:4 HSACHSA (IEP 6,14)

Zetapotential [mV]
=
o

pH Wert

Die Kationisierung der NP koénnte die Freisetzung aus endozytotischen Vesikeln
erklaren. Die frihen endozytotischen Vesikel haben einen physiologischen pH-Wert,
bei dem die NP eine insgesamt negative Ladung aufweisen und dadurch wohl von
der negativ geladenen endosomalen Membran abgestol3en werden. Jedoch sind die
sekundaren Endosomen und Lysosomen vorherrschend sauer, mit pH-Werten im
Bereich zwischen 4 und 5. Bei diesem pH-Wert wirden die NP eine insgesamt
positive Ladung besitzen, daher mit der negativ geladenen Membran interagieren
und schlie8lich in das zytosolische Kompartiment freigegeben werden. Dieses
Phanomen wurde mit PLGA-NP im Detail untersucht [Panyam et al., 2002]. Eine
Anderung der Oberflaichenladung setzte die Partikel in das zytoplasmatische
Kompartiment frei, wahrend dagegen permanent negativ geladene Polystyren-NP im
Lysosom verblieben.
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3.3 Adsorption von ASO an Oberflachen-kationisierte HSA-
NP

Die Einfuhrung permanent positiv geladener Gruppen an die Oberflache von HSA-
NP erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie bei der Umsetzung von geléstem HSA zu
kationisiertem HSA. Die Carboxylgruppen an der Partikeloberflache werden mit EDC

aktiviert und mit Cholamin umgesetzt (Abbildung 3.7).

Abbildung 3.7: Reaktionsschema der Umsetzung von HSA-Nanopartikeln mit EDC/Cholamin
\/NH] \<I\'H3
's\ X
. EDC, pH 4,7 \
5 _ > S
RT, 24 h \
0
/~COOH NH, }\{
NH
_CH,
~ N :
CHO e TCH, CHO ,7CH,
N
Cholamin Hsc/ ““c:Ha
HSA-Nanopartikel HSA-Nanopartikel mit

Cholamingruppen an der
Partikeloberflache

Oberflachen-modifizierte kationische Nanopartikel (NP+) besitzen die Fahigkeit direkt
PTO an die Partikeloberfliche zu binden, ohne dass ein Zusatz von anderen
maoglicherweise toxischen Substanzen erforderlich ist. Der pH-Bereich in
biologischen Systemen ist im Allgemeinen begrenzt auf Werte um pH 7. Um eine
stabile und verlangerte PTO Beladung an die Partikeloberflache zu erzielen, wurde
der Adsorptionsprozess bei pH 7,0 durchgefiihrt und optimiert (siehe Tabelle 3.3).
Erwartungsgemald aufgrund der pH-sensitiven Gruppen der Albumin-Nanopartikel, ist
das Zetapotential stark vom pH-Wert des Dispersionsmediums abhangig. Daher
zeigt die Adsorption von ASO an unmodifizierte HSA-NP aufgrund ihrer negativen
Oberflachenladung bei pH 7,4 eine extrem niedrige Beladungskapazitadt von
0,75 pg/mg NP [Arnedo et al., 2002].
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Tabelle 3.3 Einfluss der PTO-Menge auf das Zetapotential und die Adsorptionseffizienz;

Inkubation verschiedenen PTO-Konzentrationen mit 1 mg NP+ fur 1 h bei RT

ug PTO / mg NP+ ZetaFn(:i;a]ntial Adsorptio;z]effizienz
0 +38,6 -
10 +30,9 100
20 +28,1 100
30 +26,3 100
40 +26,3 100
50 +22,3 100
100 +2,9 99,4

Die Einfihrung quartarer Ammoniumgruppen auf der Albuminpartikeloberflache fuhrt
zu einer positiven Partikeloberflachenladung von +38,6 mV in MQ-Wasser (siehe
2.3.1). Die Beladung der NP+ mit PTO wurde Uber die Bildung von lonenpaaren
zwischen den positiven Ammoniumgruppen auf der Partikeloberfliche und dem
polyanionischen ASO-Ruckgrat erreicht (siehe 2.3.3). GroRere Mengen an PTO
fuhren zu einer Abnahme des Zetapotentials (Tabelle 3.3). Eine Menge von 100 ug
PTO sattigt die positiven Gruppen ab und das Zetapotential nahert sich 0 mV. Bei
dieser Konzentration wurde eine geringe Menge an freiem PTO im Uberstand
gefunden. Die erhaltene Beladungseffizienz entspricht beinahe 100% und die
Beladungskapazitat ist 100 pg/mg NP.

Die ASO-Beladung durch elektrostatische lonenpaarbindung wurde von einigen
Arbeitsgruppen untersucht. Eingesetzte Polymere waren Polystyren [Elaissari et al.,
1994; Fritz et al., 1997] und modifizierte Polymethylmethacrylate [Tondelli et al.,
1998; Zobel et al.,, 1999]. Da es sich bei diesen Tragersubstanzen um nicht
biodegradierbare synthetische Polymere handelt, kdnnen diese Nanopartikel-
zubereitungen nur als Modelltragersysteme fir ASO genommen werden. Aufgrund
der guten Biodegradierbarkeit und Biokompatibilitdit von Albumin lasst sich folgern,
dass Albumin-NP, die an der Oberflache mit einer permanent positiv geladenen
Gruppe modifiziert wurden, ein gutes ASO-Tragersystem darstellen. Basierend auf
friheren Daten kann davon ausgegangen werden, dass das PTO stabil an die
Partikeloberflache gebunden, vor enzymatischen Abbau geschutzt, und von Zellen in
beschleunigtem Mal3e aufgenommen wird [Elaissari et al., 1994; Fritz et al., 1997,

Tondelli et al., 1998; Zobel et al., 1999].
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3.4 Bestimmung des ASO-Gehaltes in NP

Prinzipiell existieren zwei Mdglichkeiten, die ASO-Beladungseffizienz der NP zu
bestimmen. Die indirekte Bestimmung der ASO-Menge ist die Detektion des ASO im
Partikeliberstand nach der Aufreinigung und die Berechnung der Differenz zwischen
eingesetzter ASO-Gesamtmenge und der Wiederfindung aus den Uberstanden.

Die zweite Mdglichkeit ist die Bestimmung des ASO-Gehaltes auf direktem Weg. Die
ASO-Menge in der Partikelmatrix wird quantitativ nach Partikelabbau bestimmt.
Vergleicht man beide Maoglichkeiten, bietet die direkte Bestimmung des ASO in der
Partikelmatrix den Vorteil, die Menge an intakt eingebundenem ASO zu detektieren.
Es gibt einige Moglichkeiten, Protein-basierte Nanopartikel abzubauen: auf 1.) pH-
abhangigen Weg oder 2.) enzymatischen Weg. Da ASO nicht unter sauren
Bedingungen stabil sind, misste die Partikelmatrix unter alkalischen Bedingungen in
Gegenwart von 1 N NaOH abgebaut werden. Eine alternative Methode stellt der
enzymatische Abbau unter Verwendung von Trypsin dar [Lin et al., 2001]. Eine
andere Moglichkeit bietet der Abbau mit Proteinase K, was normalerweise fir die
RNA-Isolierung angewandt wird [Raubert et al., 1986].

3.4.1 Direkte Bestimmung mittels Partikelabbau

Die Nanopartikelmatrix kann zum einen durch Inkubation mit Trypsin- oder zum
anderen mit Proteinase K-Losung abgebaut und auf die eingebundene Menge an
ASO analysiert werden. Inkubationsversuche mit beiden Enzymen ergaben, dass die
Stabilitdt des Arzneistoffes wegen der Enzym-Spezifitat fur Peptidbindungen nicht

beeinflusst wurde.

3.4.1.1 Partikelherstellung mit unterschiedlicher Q  uervernetzung

Nanopartikel aus humanem Serumalbumin (HSA) wurden mittels Desolvatation aus
einer wassrigen Albuminlésung unter Zugabe von Ethanol hergestellt. Die
Nanopartikel wurden durch Quervernetzung mit Glutaraldehyd stabilisiert. Um den
Einfluss der Glutaraldehydmenge auf die Partikelstabilitdt zu untersuchen (siehe
2.5.4.1), wurden verschiedene Mengen einer 8%igen Glutaraldehydldsung (zwischen
4,7 yl und 10,6 pl) zugesetzt. Dies entspricht 40% bis 90% der theoretischen Menge
an Glutaraldehyd, die fur eine quantitative Umsetzung der 60 Aminogruppen im
Albuminmolekul der Partikelmatrix notig ist. Es wurden Nanopartikel im

Grol3enbereich von 290 bis 330 nm erhalten (Tabelle 3.4). Der Polydispersitatsindex
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lag im Bereich von 0,0489 bis 0,0818, was auf eine monodisperse
Partikelgrol3enverteilung hinweist. Eine nahezu quantitative Desolvatation des
Proteins wahrend der Partikelherstellung wurde erzielt. Die Menge an nicht
desolvatisiertem HSA betrug weniger als 7%. Diese Ergebnisse stimmen mit
friheren Ergebnissen von Weber et al. [2000a] Uberein.

Tabelle 3.4 Charakterisierung von HSA-Nanopartikeln mit unterschiedlicher Menge Glutaraldehyd

stabilisiert; Glutaraldehyd-Konzentrationen im Bereich zwischen 40% und 90%

Partikelgrofie 290 - 330 nm
Polydispersitat 0,0489 - 0,0818
nicht desolvatisiertes HSA 0-7%

3.4.1.2 Enzymatischer Partikelabbau

Tribungsmessungen zeigten, dass die enzymatische Biodegradierbarkeit der HSA-
NP hauptsachlich durch das Ausmald der Quervernetzung beeinflusst wurde. Fir
beide Enzyme Trypsin (Abbildung 3.8) und Proteinase K (Abbildung 3.9) nahm die
Abbaugeschwindigkeit mit steigender Quervernetzung der Partikelmatrix stark ab.

Abbildung 3.8 Enzymatischer Abbau von HSA-Nanopartikeln in Gegenwart von Trypsin: Einfluss

der Glutaraldehyd-Konzentration (40 —90%) fur die erforderliche Partikel-

stabiliserung auf die Nanopartikelkonzentration nach Inkubation mit 50 pg/mi
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Abbildung 3.9 Enzymatischer Abbau von HSA-Nanopartikeln in Gegenwart von Proteinase K:
Einfluss der Glutaraldehyd-Konzentration (40 —-90%) fiur die erforderliche
Partikelstabiliserung auf die Nanopartikelkonzentration nach Inkubation mit

2 pg/ml Proteinase K
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Enzymatischer Abbau der HSA-NP konnte erfolgreich bei einer Konzentration von
40% Glutaraldehyd durchgefiihrt werden, wobei innerhalb von 60 min die

Partikelmatrix vollstandig abgebaut werden konnte.

3.4.2 Wiederfindungsrate des ASO

Wahrend der Partikelaufreinigung wurde ein gréRerer Anteil an ASO aus der
Partikelmatrix freigesetzt. Der verbleibende Anteil an ASO in der Partikelmatrix war
ziemlich niedrig. Die Gesamtwiederfindung des ASO, berechnet als Summe des
freien ASO in den Partikellberstanden und des aus der Partikelmatrix freigesetzten
ASO, lag bei 58,9% fiur ODN bzw. bei 36,0% fur PTO (siehe Abbildung 3.10 und
Tabelle 3.1). Dabei wurde nach enzymatischem Partikelabbau sehr wenig ASO in
der Partikelmatrix gefunden: fur ODN lag der Wert bei 3,7% und PTO bei 20,8%. Zu
erwarten waren Werte von 44,8% fur ODN und 90,1% fiur PTO gewesen. Diese
unzureichende Wiederfindung beruht wahrscheinlich auf Wechselwirkungen
zwischen HSA und ASO in den Uberstanden der Partikelaufreinigung und nach
Partikelabbau. Eine vergleichbare Beobachtung wurde fur andere Arzneistoffe
beschrieben [Lin et al., 2001]. Dabei handelt es sich um 2 vorliegende Formen des
Arzneistoffes: eine freie Form und eine an HSA gebundene Form, welche einen
anderen Extinktionskoeffizienten besitzt und daher schwierig zu detektieren ist.
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Die Einbindung von einem 15mer PTO in die Partikelmatrix ist aufgrund der besseren

Wechselwirkung der PTO-Struktur zum HSA-Molekil erfolgreicher als die eines
ODN.

Abbildung 3.10: Einfluss der ASO-Modifikation auf die Beladungseffizienz der HSA-NP: Die
Menge an unmodifizierten ODN und modifizierten Phosphorothioat (PTO) wurde
im Uberstand, den Waschschritten und nach enzymatischer Partikeldegradation
bestimmt (Mittelwert £ S.D., n = 3)
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3.4.3 Vergleich der Beladungseffizienz und der Beladu  ngskapazitat

Die Beladungseffizienz und Beladungskapazitat fir cHSA-NP und Oberflachen-
kationisierte NP+ ist in Tabelle 3.5 dargestellt. NP+ adsorbieren PTO sehr effizient
und nahezu vollstandig. Nach 1 h Inkubation in Zellkulturmedium wurden weniger als

10% an PTO durch Serumproteine verdrangt.
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Tabelle 3.5: Vergleich der Beladungseffizienz und Beladungskapazitat von PTO-beladenen cHSA-
NP mit PTO adsorbiert an Oberflachen-kationisierte Nanopartikel (NP+) fur die

Anwendung in Zellkulturexperimenten (n = 3)

Proben Beladungseffizienz ~ Beladungskapazitat

[%0] [Mg PTO / mg NP]
NP+PTO 100,0 +0,0 100,0 +0,0
[MQ-Wasser]
NP+ PTO
+
[Zellkulturmedium] 91,7+43 91.7+4.3
19:1 P12 11,0+6,0 7,0+6,1
19:1 P12scr 22,8 £10,6 6,7+3,1
19:1 HSV 40,0 £6,0 10,9+44
9:1 P12 57,5+18,7 18,3+£5,0
9:1 P12scr 65,7 £10,1 24,2 +£3,9
9:1 HSV 42,9 +20,1 12,1+44

Die Beladungseffizienz lasst erkennen, dass bei einem HSA:cHSA-Verhéltnis von 9:1
die Einbindung von PTO ausgepragter ist als bei einem Verhéltnis von 19:1. Dadurch
verbessert sich auch das PTO:NP-Verhaltnis bei einem HSA:cHSA-
Polymerverhaltnis von 9:1 verglichen zu 19:1. Die Schwankungen der Werte fur die
Beladungseffizienz wie auch die daraus resultierenden Ladungskapazitaten fir die
verwendeten PTO sind jenseits der gewinschten Reproduzierbarkeit. Obwohl die
PTO sich untereinander strukturell kaum unterscheiden, variieren die
Beladungseffizienzen der verschiedenen PTO-Typen unerwartet stark. P12 und
P12scr setzen sich aus den gleichen 20 Nukleotidbausteinen zusammen,
unterscheiden sich jedoch in der Reihenfolge dieser Bausteine, wahrend dagegen
das HSV aus 21 Nukleotiden und einem etwas niedrigerem G/C Anteil von 66%
besteht verglichen mit 75% fur P12 und P12scr. Daher ist die Bestimmung der
Ladungskapazitat fur jeden Ansatz individuell durchzufihren. Trotzdem korreliert der
Trend einer verbesserten Inkorporation von PTO mit einer zunehmenden

eingesetzten cHSA-Konzentration.
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3.5 Zellkultur

3.5.1 Partikelstabilitat in Zellkulturmedium

Die bei der Partikeloptimierung erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass HSA-
Nanopartikel, ebenso cHSA-Nanopartikel, ein vielversprechendes Tragersystem fir
ASO darstellen. Fur eine Zellanreicherung sollte der Arzneistoff in der Zelle
freigesetzt werden. Hierflr ist eine hohe Beladungsstabilitat im Medium oder Blut
erforderlich.

3.5.1.1 Albumin-Nanopartikel (HSA-NP)

Mittels Trubungs- und Partikelgréfienmessungen wurde die Partikelstabilitat von
HSA-NP in verschiedenen Zellkulturmedien (McCoy’s 5a, Leibovitz L-15, RPMI
1640, DMEM, DMEM F-12 supplementiert mit FCS) bei 37<C Uber einen Zeitraum
von 48 h untersucht (siehe 2.6.4). Es ergaben sich keine Unterschiede in der
Partikelgrol3e sowie Partikelkonzentration im Medium (Tabelle 3.6), sodass von einer
hohen Stabilitat der HSA-NP unter Zellkulturbedingungen ausgegangen werden

kann.

3.5.1.2 Oberflachen-kationisierte Albumin-NP (NP+)

Unbeladene NP+ und PTO-beladene NP+ wurden in Zellkulturmedium charakterisiert
(siehe 2.3.3). Im Vergleich zu Zetapotentialmessungen in MQ-Wasser wurde das
Zetapotential in Zellkulturmedium durch die enthaltenen Serumproteine beeinflusst.
Sowohl unbeladene als auch PTO-beladene NP+ zeigten in Gegenwart von
Zellkulturmedium ein negatives Zetapotential von —15,4 bzw. —22,3 mV (Tabelle 3.7).
Die Messung der Partikelgrof3e in Zellkulturmedium zeigte eine Tendenz der NP+ zur
Partikelagglomeration und ein hoher Polydispersitatsindex der unbeladenen und

beladenen NP+ unterstreicht die Instabilitat der Proben in Zellkulturmedium.
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Tabelle 3.6: Partikelstabilitat in verschiedenen Zellkulturmedien wurde ermittelt durch
Bestimmung der PartikelgroRe von 40% quervernetzten HSA-Nanopartikeln nach
Inkubation bei 37<C fiir 48 h.
Zell-Linie Inkubationsbedingungen Partikelgrof3e [nm]
NP- nach der nach 48 h
Zellkulturmedium Konzentration Herstellung Inkubation
SK-Br-3 Mc Coy’s 5a 1 mg/ml 311 325
5 mg/ml 304 321
MDA-MB-468 Leibovitz's L-15 1 mg/ml 311 320
5 mg/ml 304 312
A549 DMEM 1 mg/ml 256 272
5 mg/ml 261 267
BT474 RPMI 1640 1 mg/ml 256 300
5 mg/ml 261 273
MCF7 RPMI 1640 1 mg/ml 256 280
5 mg/ml 256 266
MDA-MB-435 DMEM F12 Ham 1 mg/ml 256 300
5 mg/ml 256 269
Tabelle 3.7 Einfluss des adsorbierten PTO auf die Partikelgro3e, die Polydispersitat, das

Zetapotential

in Gegenwart von MQ-Wasser und von Serum-enthaltenem

Zellkulturmedium (DMEM F12 Ham); Inkubation von 100 pg PTO mit 1 mg NP+ fir
1 hbei RT (n=3)

Partikelgrofie . : Zetapotential
I[nrr?} Polydispersitat [F;nV] |
NP+ 203 0,02 +39,0
NP+ PTO 245 +34 0,0263 £ 0,021 -1,4+8,0
NP+
2842 1 -15,4
[Zellkulturmedium] 8 000 >
NP+ PTO 802 £ 64 0,745 +£ 0,222 -22,3+3,9

[Zellkulturmedium]
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3.5.2 Zytotoxizitats-Test

Die Anwendung von Nanopartikeln als Arzneistofftragersystem ist durch toxische
Effekte, die 1.) durch das Material selber, 2.) von Abbauprodukten wie im Fall des
bioerosiven Tragersystems PACA oder 3.) durch Zusétze zur Stabilisierung von
Kolloiden oder zur Adsorption des ASO ausgelost werden, nur eingeschrankt
moglich. Die Eigentoxizitat des Tragersystems wurde fur die verschiedenen

Partikelzubereitungen untersucht.

3.5.2.1 Albumin-NP (HSA-NP)

Die Zellzytotoxizitdt der HSA-NP in den beiden Brustkrebszell-Linien SK-Br-3 und
MDA-MB-468 wurde nach einer Partikelinkubation Gber 144 h durch Auszahlen der
Zellen bestimmt. Fur die beiden Zell-Linien MDA-MB-435 und A549 wurde ein
Zeitraum von 96 h gewahlt (siehe 2.6.3). Selbst die hochste eingesetzte
Konzentration von 5 mg/ml HSA-NP mit einer Quervernetzung von 200%
Glutaraldehyd hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilitdt in SK-Br-3
(Abbildung 3.11) und A549-Zellen (Abbildung 3.12). Im Gegensatz zu allen anderen
Partikelkonzentrationen und mit unterschiedlicher Quervernetzung fuhrt eine
Partikelkonzentration von 5 mg/ml (200% Glutaraldehyd) zu einer signifikanten
Reduktion der Zellzahl in MDA-MB-468 (Abbildung 3.13) und MDA-MB-435-Zellen
(Abbildung 3.14). Da die maximale Partikelkonzentration von 1 mg/ml fir den Einsatz
als ASO-Tragersystem ausreichend ist, werden keine zytotoxischen Effekte bei
dieser Konzentration sogar bei starkster Quervernetzung mit 200% Glutaraldehyd
erwartet.

In Abbildung 3.12 und Abbildung 3.14 zeigen die Wachstumskurven einen
zytostatischen Kurvenverlauf, der vermutlich aufgrund der Zelldichte in den

Zellkulturschalen bedingt ist.
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Abbildung 3.11: Zellzytotoxizitat in SK-Br-3-Zellen: Inkubation mit Partikelkonzentrationen

zwischen 0,1 und 5,0 mg/ml HSA-NP mit 200%iger Quervernetzung uber eine

Zeitdauer von 144 h
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Abbildung 3.12: Zellzytotoxizitat in Ab49-Zellen: Inkubation mit Partikelkonzentrationen zwischen

0,1 und 5,0 mg/ml HSA-NP mit 200%iger Quervernetzung Uber eine Zeitdauer
von 96 h
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Abbildung 3.13: Zellzytotoxizitat in MDA-MB-468-Zellen: Inkubation mit Partikelkonzentrationen

zwischen 0,1 und 5,0 mg/ml HSA-NP mit 200%iger Quervernetzung uber eine
Zeitdauer von 144 h
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Abbildung 3.14: Zellzytotoxizitat in MDA-MB-435-Zellen: Inkubation mit Partikelkonzentrationen
zwischen 0,1 und 5,0 mg/ml HSA-NP mit 200%iger Quervernetzung uber eine
Zeitdauer von 96 h
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3.5.2.2 Kationische HSA-NP (cHSA-NP)

Kationische HSA-NP (cHSA-NP), die mittels der herkdbmmlichen Desolvatations-
methode einfach hergestellt werden konnten, ergaben Partikel mit guten
Eigenschaften wie kleine Partikelgrol3e, enge PartikelgroR3enverteilung, guter
Partikelausbeute, einer ausreichenden Beladungseffizienz und Beladungskapazitat.
Aufgrund dieser Tatsachen sind cHSA-NP es wert, in der Zellkultur getestet zu
werden.
Abbildung 3.15: Zellzytotoxizitat von cHSA-Nanopartikel (cHSA-NP) so wie freiem cHSA in MDA-
MB-435-Zellen nach 48 h: Inkubation mit A 19:1 cHSA-NP (250 pg, 500 pug,
1000 pg, und 2000 ug NP/ ml) B 9:1 cHSA-NP (250 pg, 500 pg, 1000 ug, und
2000 pg NP/ ml), C Oberflachen-kationisierte NP+ (16,3 pg, 32,6 pg, 65,4 ug,

und 130,8 ug NP /ml), und D freiem cHSA (35,6 ug, 71,3 ug, 142,6 ug, und
285,2 pug cHSA / ml).
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Zellzytotoxizitatsuntersuchungen wurden mit den verschiedenen Arzneistoff-
tragersystemen sowie dem freien kationischen HSA (cHSA) in MDA-MB-435-Zellen
durchgefiihrt. Da nun zahlreiche nanopartikulare Zubereitungen vorlagen, wurde von
der Methode der Zellzahlbestimmung Abstand genommen und mit dem LDH-Assay
ausgewertet (siehe 2.8.5). Unbeladene 19:1 cHSA-NP, 9:1 cHSA-NP und NP+
wurden in verschiedenen Konzentration, die sich auf eine mogliche theoretische
Beladung mit PTO beziehen, getestet (Abbildung 3.15). Um die Toxizitat der
Nanopartikel von der Toxizitat des kationischen Polymers cHSA unterscheiden zu
konnen, wurde auch das freie cHSA hinsichtlich seiner Eigentoxizitat geprift. Es
wurde mit den 19:1 cHSA-NP und NP+ keine Toxizitat beobachtet, dagegen zeigten
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9:1 cHSA-NP eine hohe konzentrationsabhéangige Toxizitat. Die Zellviabilitat nimmt
bis auf 60% bei der héchsten eingesetzten Konzentration ab. Freies cHSA erscheint
leicht toxisch (80%), jedoch fuhren hohe Konzentrationen an CcHSA im
Zellkulturmedium nicht zu einer weiteren Steigerung der Toxizitat. Daher kann
angenommen werden, dass die toxischen Effekte des cHSA einer unspezifischen
Reaktion unterliegen.

Da 19:1 cHSA-NP keine akute Toxizitat in Zellkulturversuchen aufweisen, kann
davon ausgegangen werden, dass diese NP weniger mit der Zellmembran
interagieren. Dadurch wird die Zelle weniger gereizt und die Toxizitat stark

vermindert.

3.5.3 Zellaufnahme von HSA-NP und intrazellulare Ver teilung von
ASO

Viele Krebszell-Linien besitzen die Fahigkeit, kolloidale Partikel durch Endozytose zu
internalisieren. Aul3er vom Zelltyp hangt das Ausmal’ der Endozytose hauptsachlich
von den Partikeleigenschaften ab, wie der Partikelgrof3e, der Oberflachenladung und
der Hydrophobizitat des Tragersystem. Daher wurden fur die Zellaufnahmestudien
verschiedene Krebszell-Linien hinsichtlich der Partikelaufnahme, der Arzneistoff-
Freisetzung und der zellularen Verteilung des Arzneistoffes in der Zelle untersucht.

3.5.3.1 Zellaufnahmestudien

Zellaufnahmestudien mit unbeladenen Albumin-NP wurden im CLSM in vitro in
verschiedenen Krebszell-Linien durchgefiihrt (siehe 2.6.5). Werden HSA-NP mit
Glutaraldehyd quervernetzt, besitzen sie eine Autofluoreszenz, die bei einer Wellen-
lange von 488 nm angeregt werden kann. Nach Anfarben der Zellmembran mit
einem Fluoreszenzmarker Alexa594 ConA wurden die NP im CLSM detektiert.
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Abbildung 3.16: Zellulare Aufnahme und intrazellulare Verteilung von HSA-Nanopartikeln:
Autofluoreszierende HSA-Nanopartikel (grin) wurden in einer Konzentration von
0,4 mg/ml in 1.) MDA-MB 435, 2.) A549, 3.) MCF7, D.) BT474 fur 24 h inkubiert

und im CLSM detektiert. Die Zellmembran wurde mit Alexald 594-Concanavalin A

angefarbt (rot).

Bei einer Inkubationstemperatur von 37C waren in den meisten Zell-Linien NP-
Punkte nach 24 h im lysosomalem Kompartiment der Zellen sichtbar (Abbildung
3.16). Die Zell-Linien unterschieden sich in ihrer Fahigkeit in Abhangigkeit der Zeit
und Partikelkonzentration HSA-NP zu phagozytieren. In den meisten Zellen wurden
nach einer Inkubationszeit von 48 h hohe Konzentrationen an HSA-NP bei einer
Partikelkonzentration von 1 mg/ml erreicht. Eine rasche Zellaufnahme wurde in den
Brustkrebszell-Linien MCF7 und MDA-MB-435 erzielt. In diesen beiden Zell-Linien

kam es schon nach 6 h zu einer merklichen Partikelanreicherung in den Zellen.
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Abbildung 3.17: Zellulare Aufnahme von unbeladenen HSA-Nanopartikeln: Autofluoreszierende
HSA-Nanopartikel (grin) wurden in einer Konzentration von 1,0 mg/ml fir 6 h in
MCF7-Zellen inkubiert 1.) unbehandelte Zellen, 2.) HSA-NP bei 37C 3.) HSA-NP
bei 4C und im CLSM detektiert. Die Zellmembran wurde mit Alexal 594-

Concanavalin A angefarbt (rot).

Um eine passive Diffusion von einer aktiven Zellaufnahme zu unterscheiden, wurden
Zellaufnahmeexperimente bei 4C und 37<C fur 24 h m it 1,0 mg/ml HSA-NP (200%)

durchgefuihrt. Bei 4C konnte keine Partikelfluoreszenz in den Zellen detektiert

20um

\

werden (Abbildung 3.17). Partikel wurden nur in der Umgebung der Zelle gefunden.
Bei 37T reicherten sich Partikel stark innerhalb der Zelle an. Daher wird ein
Energie-abhangiger Aufnahmemechanismus basierend auf einer aktiven Endozytose

postuliert.

3.5.3.2 Intrazelluléare Freisetzung von Cy5-ASO aus HS A-NP

In den vorangegangenen Zellaufnahmestudien mit HSA-NP, quervernetzt mit 40%
oder 200% Glutaraldehyd, wurde eine rasche Nanopartikeldegradation nach
zellularer Aufnahme nur im Fall der 40% stabilisierten HSA-NP beobachtet. Dagegen
konnten die 200% stabilisierten HSA-NP nach 24 h immer noch als
Fluoreszenzpunkte in der Zelle detektiert werden (Abbildung 3.18). Im Gegensatz
dazu trat bei 40% stabilisierten HSA-NP schon nach 1 h Partikelabbau ein. Daher
wurde eine schnelle Arzneistoff-Freisetzung fur diese Tragersysteme erwartet und
diese HSA-NP wurden mit Fluoreszenz-markiertem PTO-beladen, um die
intrazellulare Arzneistoffverteilung zu untersuchen. Aul3erdem waren die in diesem
Versuch eingesetzten HSA-Nanopartikel tber 48 h in Zellkulturmedium stabil und
zeigten keine Anzeichen einer Degradation (siehe 3.5.1.1). In Gegenwart von
Enzymen, Trypsin oder Proteinase K, wurde die Degradationsgeschwindigkeit
drastisch beschleunigt, was auf eine mogliche gute Freisetzung am Zielort in der
Zelle hinweist (siehe 3.4.1.2).
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Abbildung 3.18: Zellulare Aufnahme von unbeladenen HSA-Nanopartikeln: Autofluoreszierende
HSA-Nanopartikel (griin) wurden in einer Konzentration von 0,4 mg/ml fiir 24 h in
MCF7-Zellen inkubiert 1.) unbehandelte Zellen, 2.) HSA-NP mit 40%iger 3.) HSA-
NP mit 200%iger Quervernetzung und im CLSM detektiert. Die Zellmembran

wurde mit Alexald 594-Concanavalin A angeféarbt (rot).

20um

Freisetzung und intrazellulare Verteilung von HSA-NP beladen mit einem
Fluoreszenz-markiertem Cy5-PTO wurden in den Zell-Linien A549, BT474, MCF7
und MDA-MB-435 durchgefihrt (siehe 2.6.6). Die Zell-Linien A549, BT474, MCF7
und MDA-MB-435 wurden mit 1 uM Cy5-PTO-beladenen HSA-NP inkubiert (Tabelle
3.8). In Abhéngigkeit der Beladungseffizienz der HSA-NP entspricht dies einer
Partikelkonzentration zwischen 0,1 mg/ml und 0,5 mg/ml, um die geforderte PTO-
Konzentration im Zellkulturmedium zu erhalten.
Tabelle 3.8: Zellulare Anreicherung von freigesetzten Cy5-PTO aus HSA-Nanopartikeln mit
40% Quervernetzung in verschiedenen Krebszell-Linien Gber einen Zeitraum von 1 h
bis 24 h. Die Menge an freigesetztem Cy5-PTO wurde im CLSM detektiert und wird

durch folgende Symbole verdeutlicht: “-“ (keine Freisetzung detektierbar) und “++++”
(hohe Freisetzung detektierbar).

Zell-Linie Inkubationszeit [h]
1 6 12 24
A549 -+ + ++ ++++
BT474 - - — 4+
MCF7 + ++ +++ ++++
MDA-MB 435 - -+ ++ +++

Nanopartikel, die mit 200% Glutaraldehyd quervernetzt wurden, verblieben stabil
innerhalb der Zelle, dagegen wurden HSA-NP mit einer 40%igen Quervernetzung
sofort abgebaut, was eine zeitabhangige Freisetzung des Cy5-PTO innerhalb der
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Zelle zur Folge hatte. Nach 24 h war das zytosolische Kompartiment der Zelle
homogen mit dem blauen Cy5-PTO angefarbt (Abbildung 3.19).

Abbildung 3.19: Zeitabhangige zellulare Aufnahme und Freisetzung des Cy5-PTO aus HSA-

Nanopartikeln: Autofluoreszierende HSA-Nanopartikel (grin) wurden mit Cy5-
PTO (blau) beladen, in einer Konzentration von 1 puM PTO in A549-Zellen
inkubiert und im CLSM nach Inkubationszeiten von 1 h, 6h, 12h und 24 h
detektiert. Die Zellmembran wurde mit Alexall594-Concanavalin A angeféarbt
(rot).

_20pm
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3.5.4 Sattigung der Partikelaufnahme

Der Einfluss der Partikelkonzentration im Bereich zwischen 10 und 1000 pg/ml auf

die zellulare Bindung von Albumin-NP in MDA-MB-435-Zellen wurde hinsichtlich

folgender Parameter untersucht: 1.) Prozent an Zellen (o), die NP gebunden haben,

und 2.) die mittlere Zellfluoreszenz (m) als Marker fir die Quantitat der NP pro

individueller Zelle (siehe 2.6.7.2).

Abbildung 3.20: Einfluss der Partikelkonzentration im Bereich bis 200 ug/ml HSA-NP auf die
zellulare Bindung von HSA-Nanopartikel: MDA-MB-435-Zellen wurden fur 24 h

mit HSA-NP inkubiert; (m) Mittlere Zellfluoreszenz (o) Prozent an Zellen, die eine

Partikelbindung zeigen.
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Wie der Abbildung 3.20 entnommen werden kann, zeigten bereits ab der niedrigsten
Konzentration von 10 pg/ml HSA-NP bis zu 85% der Zelle eine Assoziation mit NP.
Die Kurve der HSA-NP erreicht ein Maximum bei einer Konzentration von 50 pg/ml,
das hei3t von nahezu allen Zellen wurden ab dieser Konzentration HSA-NP
aufgenommen (o). Im Gegensatz dazu nimmt die mittlere Zellfluoreszenz (m), die die
Menge an Nanopartikeln pro Zelle darstellt, in diesem Bereich weiterhin zu. Die
Partikelanreicherung verlauft bis zu einer Partikelkonzentration von 200 pg/ml linear.
Je mehr Partikel sich im Zellkulturmedium befinden, desto mehr kdnnen von den

Zellen aufgenommen werden.
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Abbildung 3.21: Sattigung der Partikelbindung im Bereich von 10 bis 1000 pg/ml: MDA-MB-435-
Zellen wurden fur 24 h mit HSA-NP inkubiert; (m) Mittlere Zellfluoreszenz

(o) Prozent an Zellen, die eine Partikelbindung zeigen.
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In Abbildung 3.21 ist die Abhangigkeit der mittleren Zellfluoreszenz (m) von der
Partikelkonzentration im Partikelkonzentrationsbereich bis zu 1000 pg/ml aufge-
tragen. HSA-NP zeigten bei einer weiteren Konzentrationszunahme von uber
200 pg/ml nur eine leichte Verbesserung der Partikelakkumulation in Zellen. Die
Zellen sind ab einer Partikelkonzentration von ungeféhr 400 pg/ml mit HSA-NP
abgesattigt. Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerungen zu, dass HSA-NP ab
einer Konzentration von 50 pg/ml an die meisten Zellen gebunden wurden und dass
eine Zunahme der Partikelkonzentration den Vorteil erbringt, einen hoheren
Partikelgehalt pro Zelle zu erzielen. Jedoch wird eine Sattigung der Zellen mit HSA-
NP ab einer Partikelkonzentration von ungefahr 400 ug/ml erzielt. Ahnliche
Ergebnisse wurden von Panyam et al. [2002] mit PLGA-NP erhalten. Die Aufnahme
von NP erfolgt linear im Konzentrationsbereich zwischen 10 und 100 pg/ml NP, die
Effektivitdt der Aufnahme ist bei hoheren Konzentrationen verringert. Die Aufnahme
erfolgt sehr rasch innerhalb der ersten beiden Stunden der Inkubation. Nach 4 bis 6 h
erreicht die Partikelaufnahme eine Abséattigung.

3.5.5 Fazit: Eignung als Tragersystem

Der Hauptaufnahmeweg der Nanopartikel in die Zelle ist die Endozytose. Dies

konnte durch Zellaufnahmestudien mit unterschiedlichen Polymernanopartikeln

belegt werden. Es konnte ein Energie-abhangiger Aufnahmemechanismus basierend

auf einer Endozytose gezeigt werden [Wartlick et al., 2004b]. Im Allgemeinen werden
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biomolekulare Komplexe rasch von frihen Endosomen zu spéaten Endosomen und
schliel3lich zu Lysosomen, wo ein Abbau stattfindet, weitergeleitet [Mukherjee et al.,
1997]. Nach intrazellularer Aufnahme wird der Inhalt der Lysosomen abgebaut,
sofern nicht spezielle Mechanismen bestehen, damit der Inhalt aus den
Endolysosomen entkommt. Der Weg des internalisierten Komplexes ist gebunden an
eine zunehmende saure Umgebung, welche durch eine ATP-abhangige Protonen-
pumpe in den Membranen der endozytotischen Vesikel erzeugt wird und einhergeht
mit dem Ablauf des Endozytosewegs. Diese Barriere zum zytoplasmatischen Eintritt
stellt eine besondere Hirde fir die Arzneistoffabgabe dar. Folglich ist dies der
kritische Schritt bei der ASO-Abgabe, da das verwendete Tragersystem fir die
intrazellulare Abgabe erfolgreich das ASO-Molekul vor Degradation in den
Lysosomen schitzen und das ASO in das zytoplasmatische Kompartiment liefern
muss. Da der Zielort fir ASO das Zytoplasma ist, ist es wichtig die Endolysosomen
zu Uberwinden. Somit kann die therapeutische Wirksamkeit des ASO verbessert
werden.

Die Aufnahme von HSA-NP in den untersuchten Zell-Linien h&ngt hauptsachlich von
der Inkubationsdauer und der Nanopartikelkonzentration ab. CLSM wurde
verwendet, um die Zellaufnahme von HSA-NP zu veranschaulichen. Optische
Schnitte der Zelle deuten an, dass HSA-NP von den Zellen internalisiert werden,
nicht an die Zelloberfliche gebunden werden, sondern sich in intrazellularen
Kompartimenten akkumulieren. Die Aufnahme wachst mit zunehmender Zeit sowie
der Partikelkonzentration an. Nach einer Inkubationszeit von 6 h war die
Zellaufnahme deutlich im CLSM zu erkennen und nahm weiter innerhalb von 24 h zu.
Obwohl der Mechanismus der Partikelaufnahme noch nicht geklart ist, zeigten die
Studien, dass die Partikelaufnahme vor allem von der PartikelgroRe abhéngt und
Nanopartikel eine effizientere Aufnahme vorweisen als Mikropartikel [Desai et al.,
1997]. Die Partikelaufnahme ist Energie-abhangig, da keine Aufnahme bei 4C
auftritt, hingegen eine hohe Aufnahme bei 37T beob achtet wurde. Folglich kann von
einer Partikelaufnahme durch Endozytose ausgegangen werden [Davda and
Labhasetwar, 2002].

Die Arzneistoff-Freisetzung wurde nach Inkubationszeiten zwischen 1 h und 24 h
untersucht. Schon innerhalb 1 h konnten mit Fluoreszenz-markiertem PTO-beladene
HSA-NP, quervernetzt mit 40% Glutaraldehyd, in der Zelle freies Cy5-PTO detektiert
werden, das heil3t, dass ein Abbau der Partikelmatrix durch lysosomale Enzyme
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stattfand. Das Cy5-PTO verteilte sich innerhalb der Zelle als diffuse Fluoreszenz.
Das lasst vermuten, dass das Cy5-PTO im Zytoplasma der Zelle eher als in den
Endosomen lokalisiert ist. Nur der Bereich des Zellkerns verblieb ungefarbt. Die
Intensitat des Cy5-Signals nahm tber 24 h zu. Dagegen war es freiem ASO aufgrund
des polyanionischen Ruckgrates nicht mdglich, die Zellmembran zu penetrieren. Im
Vergleich von HSA-NP mit 40%iger und 200%iger Quervernetzung fuhrte eine
hohere Stabilisierung zwar zu einer stabileren Einbindung, jedoch keiner Freisetzung

nach 24 h Inkubationsdauer.
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3.6 Antikorper-vermittelte zellulare Partikelaufnanh  me

Das Hauptproblem der meisten antitumoralen Wirkstoffe ist ihre extrem hohe
Toxizitat, die oftmals zu ernsthaften Nebenwirkungen fiihrt. Um die unerwiinschten
Nebenwirkungen zu vermindern, wird im Allgemeinen versucht, ein Arzneistoff-
tragersystem zu entwickeln, wie zum Beispiel Nanopartikel, die den Arzneistoff
selektiver zu den Zielorganen oder Zelltypen liefern kdnnen. Ein erfolgreicher
zielgerichteter Arzneistofftransport hat den Vorteil einer niedrigeren erforderlichen
Dosierung, um ein therapeutisches Ansprechen zu erlangen, und dadurch kdnnen
Nebenwirkungen durch eine niedrigere Belastung von Nicht-Zielgewebe mit
antitumoralen Arzneistoffen reduziert werden.

Prinzipiell kdnnen Arzneistoffe direkt an Antikdrper gebunden werden, ohne dass ein
Polymer oder weitere Zuséatze notwenig sind. Daher konnen Antikdrper selber als
Tragersysteme fur Arzneistoffe eingesetzt werden. Nichtsdestoweniger muss das
Problem angegangen werden, dass die Verknipfung von einigen Arzneistoff-
molekilen an Immunoglobulin im Verlust der Antikdrperaktivitat resultiert. Dieses
Problem kann durch die Bildung von Konjugaten zwischen Antikorper und
kolloidalem Tragersystem wie den Nanopartikeln umgangen werden. Sogar ohne
Antikdrpermodifikation zeigen diese Systeme eine bevorzugte Anreicherung in
Tumorgeweben und kdnnen somit signifikant hohere Tumorspiegel als in normalem
Gewebe erreichen. Dieses Phanomen ist auch bekannt unter dem Begriff “enhanced
permeability and retention (EPR) effect” (siehe 1.2.2.3) [Maeda et al., 2000]. Diese
Vorteile erzeugen ein gesteigertes Interesse an kolloidalen Tragersystemen.

Eine Kombination mit einem Antikdrper stellt eine wertvolle neue Methode dar, die
Spezifitat zu steigern und den therapeutischen Effekt des Arzneistofftragersystems
weiter zu verbessern [Nielsen and Marks, 2000; Park et al., 2001; Waelti et al., 2002;
Zhang et al.,, 2002]. Mittels Immunoliposomen konnten Tumorzellen spezifisch
angesteuert werden, und der therapeutische Effekt der inkorporierten Zytostatika
nahm zu, wahrend zur gleichen Zeit die systemischen Nebenwirkungen des
Arzneistoffes reduziert werden konnten [Ahmad et al., 1993; Baselga et al., 1998;
Sugano et al.,, 2000]. Meistens wurden Immunoliposomen aufgrund ihrer relativ
einfachen Herstellung und hohen Spezifitdt verwendet. Infolge ihrer kurzen
Verweildauer im Blut werden Immunoliposomen hauptséachlich in Form von

langzirkulierenden pegylierten Liposomen (,Stealth-Liposomen*®) eingesetzt.
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In den vergangenen Jahren wuchs die Attraktivitit von biodegradierbaren
Nanopartikeln betréachtlich. lhr Einsatz als potentielle Tragersysteme fur eine
kontrollierte Freisetzung, ihre Fahigkeit einer zielgerichteten Anreicherung in
Organen bzw. Geweben, ihre Anwendung als Tragersysteme fur DNA in der
Gentherapie [Rhaese et al., 2003], und ihre Eigenschaft, Proteine, Peptide oder
Gene zu transportieren [Soppimath et al., 2001] ist ein sehr vielversprechender
Einsatz. Proteine wie Albumin und Gelatine sind besonders vorteilhaft als Ausgangs-
materialien, da die daraus resultierenden Nanopartikel biodegradierbar sowie relativ
einfach in der Herstellung sind und ihre PartikelgroRenverteilung gut kontrolliert
werden kann. In einer ersten Studie von Akasaka et al. [1988] mit Antikorper-
modifizierten Albumin-Nanopartikeln wurde die Spezifitat von freiem Antikorper fur
Tumorzellen deutlich nachgewiesen, hingegen verblieb die Tumorzellbindung nach
Konjugation mit dem entsprechenden Antikdrper an die Nanopartikel unklar.

3.6.1 Herstellung AK-modifizierter Partikelsysteme

In vorangegangenen Arbeiten hat unsere Arbeitsgruppe Albumin- und Gelatine-
Nanopartikel entwickelt, an die Arzneistoffe oder Liganden kovalent gekntpft werden
konnen [Langer et al., 2000; Weber et al., 2000a; Weber et al., 2000b]. Eine neuer
Ansatz ist hierbei, biotinylierte Liganden uber die Ausbildung von Komplexen mit
Avidinderivaten zu binden, die kovalent an die Partikeloberflache gebunden werden.
Dieses System wurde im Folgenden in Zellkulturversuchen getestet.

Auf der Basis von Gelatine und Albumin wurden Nanopartikel durch die bekannte
Desolvatationsmethode hergestellt. Abhangig vom Ausgangsmaterial wurden
Nanopartikel im GréRRenbereich zwischen 211 und 318 nm erhalten. Die
Partikeloberflache wurde mit NeutrAvidind modifiziert. Die Funktionalitdt des
Avidinderivates nach Konjugation an die Nanopartikel wurde Uberprift und das
erhaltene Tréagersystem wurde verwendet, um den zellspezifischen Antikdrper gegen
das HER2 anzubringen. Auf dem Gebiet der Tumortherapie hat sich HER2 als eine
attraktive Zielstruktur fur eine Antikorper-vermittelte zielgerichtete Therapie erwiesen,
da 1.) die Uberexpression des HER2-Proteins in hohem AusmafR auf Krebszellen
(insbesondere Brustkrebszellen) gefunden wird, 2.) die HER2-Uberexpression mit
einer schlechten Prognose verknlpft ist und 3.) im Wesentlichen eine groRRere
Expression an HER2 auf Krebszellen als in normalen Gewebe [Press et al., 1990] ein

selektives Targeting von malignen Zellen erlaubt. Die Verwendung von anti-HER2-
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Antikorper  fur eine Zellerkennung ermdglicht die Konstruktion eines
Arzneistofftragersystems wie den Nanopartikeln, die fur eine Anreicherung des
Arzneistoffes im Zielgewebe befahigt sind. Dank dieser Vorteile konnten in den
nachfolgenden Versuchen ein biotinylierter anti-HER2-Antikdrper an die Nanopartikel
durch die Ausbildung eines Avidin-Biotin-Komplexes gebunden werden. Durch
Western Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass der Antikorper sehr effizient an
die Partikel gebunden wurde. Modellberechnungen ergaben, dass ungefahr 370
Antikdrpermolekile an die Partikeloberflache gekoppelt wurden. Gestltzt auf der
Idee, dass sogar eine begrenzte Anzahl an Liganden konjugiert an die Nanopartikel
eine effektives und zellspezifisches Targeting erméglichen sollten, wurden diese
Nanopartikelzubereitungen unter Zellkulturbedingungen im Hinblick auf eine
zellspezifische und Rezeptor-vermittelte Aufnahme getestet.

3.6.2 Zellkulturexperimente

3.6.2.1 HER2-Proteinnachweis mittels Western Blot

Zunachst wurden fur die nachfolgenden Bindungsstudien von anti-HER2-NP an
Zellen verschiedene Zellmodellsysteme hinsichtlich ihrer HER2-
Proteinexpressionslevel untersucht (siehe 2.7.4). Die Expressionslevel an HER2 in
verschiedenen Brustkrebszell-Linien ist in Tabelle 3.9 dargestellt. Mittels Western
Blot konnten hohe Konzentration an HER2-Protein in SK-Br-3 und BT474
nachgewiesen werden. MCF7 exprimiert nur mal3ige Mengen an HER2, was in der
Literatur als normale Konzentration an HER?2 gilt [Lewis et al., 1993]. Basierend auf
dieser Tatsache werden die HER2-Werte der MCF7-Zellen auf 100% gesetzt und die

Expressionsmuster der anderen Zellen in Bezug auf die MCF7-Zellen berechnet.

Tabelle 3.9: HER2-Expressionlevel in verschiedenen Krebszell-Linien
Zell-Linie HER2-Expression [%]
BT474 310
MCF7 100
MDA-MB 435 0
SK-Br-3 370
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3.6.2.2 Zellspezifische Bindung von anti-HER2-Nanopa  rtikeln

Um als Arzneistofftragersystem effektiv zu sein, missen anti-HER2-NP an
Krebszellen spezifisch binden (siehe 2.7.5.1). Die Zielzellspezifitdt einer Antikorper-
vermittelten zellularen Bindung von NP wurde untersucht und fir Gelatine-NP in
Abbildung 3.22 und fur Albumin-NP in Abbildung 3.23 dargestellt. Verschiedene Zell-
Linien, zwei mit einer hohen HER2-Expression auf der Zelloberflache (SK-Br-3 und
BT474), eine mit Normalexpression an HER2 (MCF7) und eine ohne HER2
Rezeptor, wurden auf ihre Fahigkeit, anti-HER2-NP nach 3 stundiger Inkubation bei
37C 1zu binden, getestet. Die Bindungskapazitat von anti-HER2-NP und
unmodifizierten NP wurde mittels FACS analysiert. Ahnliche Ergebnisse wurden mit
beiden Arten von NP, Gelatine (Abbildung 3.22) bzw. Albumin (Abbildung 3.23),
erhalten. Aufgrund der Dichte des HER2-Proteins auf der Zelloberflache wurden fir
beide Polymerpartikelsysteme hohe Bindungen von anti-HER2-NP in SK-Br-3 (85%)
beobachtet. Die Bindung von anti-HER2-NP aus Gelatine war nahezu ebenso
effizient in BT474 (75%), jedoch weniger deutlich in MCF7-Zellen (60%). Im Fall der
HSA-NP war die Zellbindung in BT474 leicht reduziert (60%) und keine Antikorper-
vermittelte Akkumulation von Partikeln in MCF7-Zellen wurde beobachtet. Daraus
folgt, dass die Bindung vom HER2-Gehalt abh&ngig ist.
Abbildung 3.22: Spezifitdt der Nanopartikelbindung an HER2-Uberexprimierende Zellen:
Ergebnisse der FACS Analyse von BT474, MCF7, und SK-Br-3-Zellen; MDA-MB-
435 dienten als HER2-Negativ-Kontrolle. Die Zellen wurden fir 3 h mit 100 pg/ml
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Abbildung 3.23: Spezifitdt der Nanopartikelbindung an HER2-Uberexprimierende Zellen:
Ergebnisse der FACS Analyse von BT474, MCF7, und SK-Br-3-Zellen: Die Zellen
wurden fur 3 h mit 100 pg/ml Antikdrper-modifizierten und unmodifizierten NAv-
HSA-Nanopartikeln inkubiert (n = 4)
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Kontrollnanopartikelzubereitungen mit NeutrAvidin™ (NAv) als Oberflachen-
modifikation, jedoch ohne AK, zeigten vernachléassigbare Zellbindung in allen HER2
exprimierenden Zell-Linien. Die Level der nichtspezifischen Bindung von
unmodifizierten NAv-NP schwankte stark innerhalb der getesteten Zell-Linien und
scheint Zelltyp-abhéngig. Allgemein lasst sich eine Tendenz zu unspezifischer
Zellbindung bei Albumin-NP erkennen, und im Vergleich zu Gelatine-NP kdnnen hier
leicht hdhere Werte fur unspezifische Effekte beobachtet werden. Unspezifische
Bindung von Gelatine-NP ist recht niedrig, au3er in SK-Br-3-Zellen, in denen die
unspezifische Bindung bis zu 35% zunimmt. In der Kontrollzell-Linie MDA-MB-435
mit nicht detektierbaren HER2-Level wurden unspezifische Bindungen von NP
beobachtet, was mit friheren Ergebnissen mit unmodifizierten HSA-NP
ubereinstimmt [Wartlick et al., 2004b].
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Abbildung 3.24: Vergleich der zellularen Bindung von Antikérper-modifizierten und unmodifizierten
NAv-HSA-Nanopartikeln (100 pg/ml) mit und ohne Vorinkubation mit
Trastuzumab (2,5 ug/ml): Uberlagerung von FACS-Analysen, Kurven wurden

erhalten durch die Auswertung von 10” Zellen.
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Die Spezifitdt der zellularen Bindung wurde weiterhin durch Inhibitionsversuche mit
freiem Trastuzumab in SK-Br-3-Zellen untersucht. Zellen wurden mit Trastuzumab fur
30 min vorinkubiert und anschlieRend mit Partikelzubereitungen auf gleiche Weise
behandelt wie in Kontrollexperimenten. Unter den Bedingungen einer Vorinkubation
mit Trastuzumab konnten die Zellbindungsstellen erfolgreich geblockt werden und
die Uberlagerungsplots von anti-HER2-NP und unmodifizierten NAv-NP zeigten
keinen Unterschied (Abbildung 3.24). Die zellulare Bindung von anti-HER2-NP nach
Vorinkubation mit Trastuzumab nahm in gleichem Ausmall ab wie mit
unmodifizierten NAv-NP. Daher kann von einer spezifischen und Rezeptor-

vermittelten Aufnahme von anti-HER2-NP ausgegangen werden.

3.6.2.3 Zeitabhangigkeit der Partikelbindung

Die Kinetik der zellularen Bindung an Krebszellen mit HER2-Uberexpression wurde
in SK-Br-3-Zellen mit Albumin-NP untersucht (siehe 2.7.5.2). Die Werte der Bindung
wurde gegen die Inkubationszeit aufgetragen (Abbildung 3.25). Innerhalb von 3 h
akkumulieren sich sowohl anti-HER2-NP als auch unmodifizierte NAv-HSA-NP in
Zellen. Da anti-HER2-NP Bindung an Zellen nach 3 h sich 85% ann&hert, scheint die
Bindung eine Sattigung zu erlangen. In Versuchen mit Trastuzumab Vorinkubation
konnte bestatigt werden, dass der freie AK die spezifische Bindung von anti-HER2-

100



Ergebnisse und Diskussion

NP verhindert, was fur eine hauptsachlich spezifische Bindung der anti-HER2-NP
spricht.

Abbildung 3.25: Zeitabhangigkeit der Partikelbindung an SK-Br-3-Zellen nach verschiedenen
Inkubationszeiten (30, 60, and 180 min; n =4). Die Zellen wurden mit 100 pg/ml
HSA-Nanopartikeln inkubiert.
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3.6.2.4 Einfluss der Partikelkonzentration auf die z  ellulare Bindung

Der Einfluss der Partikelkonzentration im Bereich zwischen 5,0 und 100 pg/ml auf die
zellulare Bindung von Albumin-NP in SK-Br-3-Zellen wurde hinsichtlich folgender
Parameter untersucht: 1.) die Effizienz der gezielten Zellanreicherung ausgedrickt
als Anzahl der Zellen, die NP gebunden haben und 2.) die mittlere Zellfluoreszenz
als Marker fur die Quantitat der NP pro individuelle Zelle (siehe 2.7.5.3).

Wie der Abbildung 3.26 entnommen werden kann, zeigten ab einer Konzentration
von 50 pg/ml anti-HER2-NP bis zu 85% der Zelle eine Assoziation mit NP. Da die
Kurve der anti-HER2-NP ein Maximum bei einer Konzentration von 50 pg/ml erreicht,
verursacht eine Zunahme der Partikelkonzentration keine vermehrte Zellbindung. Im
Gegensatz dazu zeigten unmodifizierte HSA-NP nur eine leichte unspezifische
Zellbindung, die bei der hdchsten eingesetzten Partikelkonzentration von 100 pg/ml
immer noch linear verlauft.
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Abbildung 3.26: Einfluss der Partikelkonzentration im Bereich von 5,0 bis 100 pg/ml auf die
zellulare Bindung von HSA-Nanopartikel: SK-Br-3-Zellen wurden mit Antikérper-
modifizierten und unmodifizierten HSA-Nanopartikel fir 3 h inkubiert (n=4);

Prozent an Zellen, die eine Partikelbindung zeigen.
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Abbildung 3.27: Einfluss der Partikelkonzentration im Bereich von 5,0 bis 100 pg/ml auf die
zelluldre Bindung von HSA-Nanopartikel: SK-Br-3-Zellen wurden mit Antikérper-
modifizierten und unmodifizierten HSA-Nanopartikel fir 3 h inkubiert (n=4);

mittlere Zellfluoreszenz.
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In Abbildung 3.27 ist die Abhangigkeit der mittleren Zellfluoreszenz von der Partikel-
konzentration aufgetragen, die ein Mal3 fir die Menge an Nanopartikel pro Zelle
darstellt. Sowohl bei den anti-HER2-NP als auch bei den unmodifizierten HSA-NP
steigen die Kurven linear Gber den beobachteten Partikelkonzentrationsbereich an.
Daher wird angenommen, dass eine Sattigung der Zellen mit NP noch nicht erreicht
wurde. Jedoch lasst der steile Verlauf der Kurve von anti-HER2-NP vermuten, dass
ein hoherer Partikelgehalt in den Zellen rascher erreicht wird als mit unmodifizierten
HSA-NP. Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerungen zu, dass anti-HER2-NP ab
einer Konzentration von 50 pg/ml an die meisten Zellen gebunden wurden und dass
eine Zunahme der Partikelkonzentration den Vorteil erbringt, einen hoheren

Partikelgehalt pro Zelle zu erzielen.

3.6.2.5 Untersuchung der Zellverteilung von AK-Nano  partikel mittels CLSM

Damit ein geeignetes Arzneistofftragersystem erhalten wird, missen anti-HER2-NP
nicht nur spezifisch an die Zelloberflache binden, sondern auch eine aktive
Endozytose in die Tumorzelle ausldsen (siehe 2.7.6). Die zellulare Internalisierung
und die Verteilung von Gelatine und Albumin anti-HER2-NP wurde in SK-Br-3-Zellen
mittels CLSM untersucht. Inkubation mit 100 pg/ml anti-HER2-Gelatine-NP tber 3 h
fuhrte zu einer effizienten Aufnahme in die Zellen und konnte die Bindungsstudien
bestatigen (Abbildung 3.28). Keine Fluoreszenzpunkte waren nach einer
Vorinkubation mit freiem Trastuzumab und darauffolgender Partikelinkubation mit
anti-HER2-NP detektierbar. Anti-HER2-Albumin-NP zeigten eine Bindung an die
Zellmembran nach 1 h und intrazellulare Fluoreszenz-Punkte konnten nach 3 h
detektiert werden (Abbildung 3.29). In Ubereinstimmung mit den vorhergegangenen
Bindungsstudien konnten nach 3 h mehr Fluoreszenzpunkte von anti-HER2-NP
gefunden werden. Auch weisen die CLSM-Untersuchungen auf eine Zeitabh&ngigkeit

der Partikelaufnahme hin.
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Abbildung 3.28: Zellulare Aufnahme und intrazellulare Verteilung von Gelatine-Nanopartikeln
(grin) in SK-Br-3-Zellen (rot) im CLSM: Die Zellen wurden mit 100 pg/ml
Nanopartikeln inkubiert: A. unmodifizierte NP, B. anti-HER2-NP ohne

Vorinkubation, und C. anti-HER2-NP nach Vorinkubation mit Trastuzumab
(2,5 g/ml).

Abbildung 3.29: Intrazelluléares Verteilungsmuster von anti-HER2-NP (griin) in SK-Br-3-Zellen (rot)
untersucht im CLSM nach A. 1 h, und B. 3 h Inkubationszeit. Die Zellen wurden

mit 100 pg/ml Nanopartikel behandelt.

3.6.2.6 Intrazellulare Freisetzung des Cy5-ASO aus an ti-HER2-HSA-NP

Freisetzung und intrazellulare Verteilung von anti-HER2-HSA-NP beladen mit einem
Fluoreszenz-markierten Cy5-PTO wurden in SK-Br-3-Zellen durchgefuhrt (siehe
2.7.7). Nanopartikel wurden fur dieses Experiment 40% quervernetzt, um einen
Abbau der Partikelmatrix sowie die Freisetzung des Arzneistoffes zu ermdglichen.
Die Zellen wurden mit Cy5-PTO-beladenen PEG-HSA-NP (Abbildung 3.30) oder anti-
HER2-HSA-NP (Abbildung 3.31) entsprechend einer Cy5-PTO-Konzentration von
1 pM inkubiert.
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Abbildung 3.30: Zeitabhangige zellulare Aufnahme und Freisetzung des Cy5-PTO aus PEG-HSA-
Nanopartikeln: Autofluoreszierende HSA-Nanopartikel (grin) wurden mit Cy5-
PTO (blau) beladen, in einer Konzentration von 1 uM PTO in SK-Br-3-Zellen
inkubiert und im CLSM nach Inkubationszeiten von 1 h, 6 h, und 24 h detektiert.

Die Zellmembran wurde mit Alexald 594-Concanavalin A angefarbt (rot).

Abbildung 3.31: Zeitabhangige zellulare Aufnahme und Freisetzung des Cy5-PTO aus anti-HER2-
HSA-Nanopartikeln: Autofluoreszierende HSA-Nanopartikel (grin) wurden mit
Cy5-PTO (blau) beladen, in einer Konzentration von 1 uM PTO in SK-Br-3-Zellen
inkubiert und im CLSM nach Inkubationszeiten von 1 h, 6 h, und 24 h detektiert.

Die Zellmembran wurde mit Alexald 594-Concanavalin A angefarbt (rot).

20um

Beide Partikelsysteme setzten das Cy5-PTO in der Zelle frei. Die Anreicherung des
Cy5-PTO nahm zeitabhangig zu. Nach 24 h war das zytosolische Kompartiment der
Zelle homogen mit dem blauen Cy5-PTO angefarbt. PEG-HSA-NP wurden langsam
und in geringem Ausmall von den Zellen aufgenommen. Erst nach 6 h waren
Fluoreszenzpunkte und eine leichte diffuse Blaufarbung zu erkennen, die nach 24 h
deutlich zunahm. Dagegen wurden anti-HER2-HSA-NP rasch in die Zelle aufge-
nommen und schon nach einer Inkubationszeit von 1 h konnten Fluoreszenzpunkte
in der Zelle beobachtet werden. Aufgrund der punktférmigen Verteilung der
Fluoreszenz in der Zelle nach 1 h kann angenommen werden, dass der Wirkstoff
zunédchst in den Endolysosmen lokalisiert ist. Nach weiteren 5h lagen
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Fluoreszenzpunkte neben einer diffusen Blaufarbung des Zytosols vor. Eine
Inkubationsdauer von 24 h erbrachte stark blaugefarbte Zellen. Die diffuse
Blaufarbung des Zytosols weist dabei auf eine Freisetzung des Cy5-PTO aus der
Partikelmatrix und den Endosomen hin.

3.6.3 Immunospezifische Nanopartikel

Ob HERZ2-gerichtete kolloidale Arzneistofftragersysteme das Innere der Zelle
erreichen, ist abhéngig von der HER2-Rezeptorendichte auf der Zellen und von ihrer
Rezeptorinternalisierung [Kirpotin et al., 1997]. Daher wurden Zell-Linien mit
unterschiedlichen HER2-Expressionsleveln fir die Evaluierung der Nanopartikel-
aufnahme verwendet. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die Zellassoziation
der Nanopartikel hauptséachlich von den HER2-Expressionsleveln beeinflusst wurde.
Eine hohere Expression an HER?2 fiihrte zu einer verbesserten Partikelakkumulation.
Im CLSM wurde gezeigt, dass die Nanopartikel nicht nur an die Zelloberflache
gebunden, sondern auch von den Zellen internalisiert wurden. Die
Inhibitionsexperimente lie3en erkennen, dass von einer Antikdrper-vermittelten
Endozytose ausgegangen werden kann. Internalisierende Epitope, wie HER2,
konnen die intrazellulare Arzneistoffkonzentration effizienter erhohen, da der Eintritt
des Arzneistoffes in die Zelle nicht alleine von einer passiven Diffusion abhangt.
Rezeptor-vermittelte Endozytose ist ein unerlasslicher erster Schritt fur viele
Antikorper-gerichtete therapeutische Ansétze, wie Immunotoxine, Immunoliposomen,
Antikdrperkonjugate und Antikorper-gerichtete Gentherapie [Nielsen and Marks,
2000]. Folglich ist ein rationaler Weg, um eine System fir eine wirksame
Arzneistoffanreicherung auf nicht aggressive Weise in der Zelle zu entwickeln, die
Vorteile dieser natirlichen Mechanismen zu nutzen. In diesem Zusammenhang
kommt die Frage auf, ob die vorgeschlagenen Protein-basierten Nanopartikel fir eine
effektive intrazellulare Freisetzung von inkorporierten Arzneistoff verwendet werden
konnen. Bisherige Studien veranschaulichten, dass Nanopartikel rasch nach
Zellaufnahme abgebaut werden und dies zur einer signifikanten zellularen
Akkumulation des eingeschlossenen Arzneistoffes in der Zelle fuhrt [Wartlick et al.,
2004Db]. Diese Beobachtungen in Verbindung mit den hier erhaltenen Daten zeigen,
dass die vorgeschlagenen Antikérper-modifizierten Nanopartikel ihr Versprechen fir

einen effektiven intrazellularen Arzneistofftransport halten kénnen.
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3.7 Nachweis des Antisense-Effektes

Zu den hervorstechenden Merkmalen von Tumorzellen gehort, dass sie sich
unentwegt teilen. Daflir wird unter anderem das Enzym Polo-Like Kinase 1 (PLK1) in
groBen Mengen gebildet — ungleich mehr als in gesunden Zellen [Holtrich et al.,
1994]. In den folgenden Versuchen gilt es, das Wachstum von Mammakarzinom-
Zellen durch Hemmung der PLK-Funktion zu beeinflussen. Grundlage fur die
geplanten Hemmversuche ist die Verwendung von einem PLK-spezifischem
Antisense-Oligonukleotid (P12), das in einer Arbeit von Spénkuch-Schmitt et al. in
vitro und in vivo gute Effekte gezeigt hat [Spankuch-Schmitt et al., 2002].

Die Hemmung der PLK1 mit einem spezifischem Antisense-Oligonukleotid (P12)
bewirkt in letzter Instanz das Absterben der Tumorzellen. Ein einfacher Nachweis
eines Antisense-Effektes lasst sich daher Uber eine Zellzahlbestimmung ermitteln.
Detektionsmdoglichkeiten, die zur Auswahl standen, waren die traditionelle
Bestimmung der Zellzahl, der weit gebrauchliche MTT-Test und der sehr
empfindliche LDH-Assay. Die letztgenannten Assays eignen sich gut fir ein
Screening, da eine Mehrfachbestimmung ebenso wie eine hohe Probenzahl gut

durchfuhrbar sind.

3.7.1 Charakterisierung der verwendeten NP

Der erfolgreiche Einsatz von NP als Tragersystem fir ASO héangt von vielen
kritischen Faktoren ab, welche fir einen spéateren Einsatz in der Zellkultur und in vivo
wichtig sind. Grundvoraussetzungen fur eine gute Partikelqualitat sind die stabile
Beladung mit ASO und die Stabilitat der Partikelmatrix in Zellkulturmedium, bevor sie
in die Zelle eindringen.

Die Beladungskapazitat der Oberflachen-kationisierten Nanopartikel (NP+) ist der
Beladungskapazitdt von cHSA-NP und HSA-NP weit Uberlegen. Es ist nicht
Uberraschend, dass es bei einfachen Adsorptionsexperimenten bei der Beladung mit
ASO zu einer quantitativen Bindung kommt, da das ASO keinen komplexen
Partikelherstellungsprozess durchlauft. Zwar haben die NP+ den Vorteil einer hohen
Beladungskapazitat (100 pg/mg NP+, siehe 3.4.3), unerfreulicherweise ist dies
jedoch gekoppelt an den groRBen Nachteil der Partikelagglomeration im
Zellkulturmedium infolge der kationischen Partikeloberflache. Da die zellulare
Aufnahme grofRenabhangig ist und kleinere Partikel bevorzugt aufgenommen

werden, kommt es eher nicht zu einer Anreicherung in der Zelle, sondern zu einer
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Adhasion an die Zellmembran. Letztendlich kristallisieren sich die besten Partikel-
formulierungen, basierend auf guten Effekten, in der Zellkultur heraus.

Die meisten Versuche wurden mit PTO-beladenen HSA-NP durchgefihrt. In Tabelle
3.10 ist die Partikelcharakterisierung von mit ASO-beladenen HSA-NP dargestellt.
Die unbeladenen HSA-NP haben eine durchschnittliche Partikelgrof3e von 490 nm.
Die Partikelgrofe schwankt sehr (£320nm), da die Herstellung von leeren
Nanopartikeln bei saurem pH zu einer Bildung von grof3eren Aggregaten neigt.
Dagegen liegt die Partikelgrofe von mit PTO-beladenen NP zwischen 222 und
250 nm und einer Standardabweichung von 49nm. Alle NP besitzen ein
Zetapotential von zwischen -14,6 £ 9,3 mV und -19,1 + 9,8 mV. Die Partikel weisen
stets eine negative Ladung auf. Die unbeladenen unterscheiden sich im Zetapotential
nicht von den PTO-beladenen NP, was darauf hinweist, dass das PTO in die Partikel
eingebunden ist und sich nicht adsorptiv an der Oberfliche befindet. Die
Partikelausbeute liegt zwischen 75,3 und 83,7%.

Tabelle 3.10:  Charakterisierung von mit ASO-beladenen HSA-NP (n=10); P12: Antisense-

Sequenz, P12scr: Scrambled-Sequenz, HSV: Random-Sequenz

Partikel- Zeta- Partikel-  Beladungs Beladungs-
Proben grol3e potential ausbeute effizienz kapazitat
[nm] [mV] [%] [%] [ug PTO/ mg NP]

HSA-NP 490 +320 -14,8+12,1 75,3+20,2 - -

P12-NP 237+40 -19,1+98 822+93 36,9+135 6,8+25
P12scr-NP 222 +49 -16,2+8,2 80,0+13,7 352+221 6,6 +£4,5
HSV-NP 250+40 -14,6+9,3 83,7+10,9 51,7+32,6 9,4+6,0

Eine alleinige Bestimmung der Beladungseffizienz aus den Partikeliiberstéanden ist
weniger sinnvoll, da sie stark von den erhaltenen Werten nach dem Partikelabbau
abweicht. Daher wurde die Ladungseffizienz stets nach dem Partikelabbau bestimmit.
Die mit P12 beladenen NP haben eine Beladungseffizienz von 36,9 + 13,5%, die mit
P12scr beladenen NP von 35,2 +22,1%, und HSV-NP von 51,7 +£32,6%. Die
Herstellung von mit ASO-beladenen NP ist gut reproduzierbar. Wird in der Zellkultur
mit einer 1 pM ASO-NP-Suspension inkubiert, entspricht dies ungefahr einer
Partikelkonzentration von 1000 pug/ml. In vorangegangen Zellzytotoxizitatsunter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass diese Partikelkonzentration von den Zellen

gut vertragen wird (siehe 3.5.2).
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3.7.2 Wirkung von mit ASO-beladener HSA-NP

Von den untersuchten Krebszell-Linien wurde zunéchst aufgrund guter
Partikelaufnahme und intensiver Freisetzung des Cy5-PTO auf die MDA-MB-435-
Zell-Linie fokussiert (siehe Tabelle 3.11). Nach erfolglosen Versuchen wurden die
Partikelzubereitungen im Anschluss in allen weiteren Zell-Linien getestet (siehe
Tabelle 3.12). Die Partikelzubereitungen entsprachen PTO-Konzentrationen im
Bereich von 250nM bis 2 puM. In allen Tests wurden die entsprechenden
Kontrollzubereitungen mit der Srcambled-Sequenz und der Random-Sequenz
mitgefuihrt. Als Positivkontrolle diente eine Transfektion von P12 mit Hilfe von
DOTAP. Problematisch war hierbei, dass DOTAP eine starke Eigentoxizitat aufweist
und so nicht bei allen Versuchen der Antisense-Effekt besonders gut hervorgehoben
werden konnte. AuRerdem kommt es durch einen hohen G/C-Anteil in der Antisense-
wie auch in der Scrambled-Sequenz zu Sequenz-unspezifischer Wirkung (siehe
1.3.1.2).

Vielversprechende Ergebnisse blieben aus. Eigentlich sollte davon ausgegangen
werden, dass ein ASO-Effekt innerhalb der ersten 72 h nach Inkubation mit den
Partikelzubereitungen auftritt. Die NP wurden lber 24 h effizient von den Zellen
aufgenommen, gefolgt von einer guten raschen Freisetzung des ASO. Das bedeutet,
dass ein ASO-Effekt auf mRNA-Ebene nach weiteren 24 h (=48h nach
Partikelinkubation), und auf Proteinebenen nach 72 h erwartet werden kénnte. Die
Zellzahlbestimmung sowie der MTT-Test und LDH-Assay erbrachten in MDA-MB-435
mit den P12 beladenen HSA-NP wahrend eines Zeitraumes von 96 h keine Abnahme
der Zellzahl. Es wurde anhand eines Northern Blotes versucht, auf mRNA-Ebene
leichte Veranderungen zu detektieren. Es war kein Antisense-Effekt nachweisbar.
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Tabelle 3.11: Nachweis des Antisense-Effektes von dem 20mer Phosphorothioat P12 gerichtet
gegen die 3’-untranslatierte Doméne der PLK1 mRNA in MDA-MB-435: eingesetzte
Partikelkonzentrationen lagen im Bereich, die einem Gehalt von 250 nM, 500 nM,
1 puM und 2 pM an PTO entsprachen; nn = Antisense-Effekt der Partikelsysteme war

nicht nachweisbar (n = 3)

. Antisense-
Zell-Linie Zellkulturparameter Effekt
Inkubations- Zusatz von
zeit [h] 100 pM Partikelsystem  Assay
Chloroquin
MDA-MB-435 24, 48, 72,
96, 120 - HSA-NP Zellzahl nn
24, 48, 72, Northern
108 - HSA-NP Blot nn
24,48, 72,
96, 120, 144, - HSA-NP LDH nn
168
19:1 cHSA-NP
9:1 cHSA-NP LDH
24,48, 72 - NP+ und moglich
2% ige cHSA-  MTT
Ldsung
19:1 cHSA-NP LDH
24,48, 72 + 9:1 cHSA-NP und nn
NP+ MTT

Die Einbindung des ASO in die Nanopartikel konnte durch die Zugabe von
kationischem HSA (cHSA) bei der Partikelherstellung verbessert werden (siehe 3.2).
Der Zusatz von cHSA flhrte zu einer weiteren Verbesserung der Beladungseffizienz
und Beladungsstabilitdt. Die Partikel konnten in niedrigeren Partikel-Konzentrationen
trotz gleichbleibender PTO-Menge eingesetzt werden. Das bedeutet, dass pro
aufgenommenem Partikel in die Zelle mehr ASO vorhanden ist. Da nur eine
beschrankte Menge an Partikel von Zellen aufgenommen werden konnen (siehe
3.5.4), stellt dies einen entscheidenden Vorteil dar. Die Fortschritte der
Partikeloptimierung wurden auf die Zellkulturexperimente Ubertragen. Im Hinblick auf
einen Antisense-Effekt konnte jedoch keine Verbesserung festgestellt werden.

Bedauerlicherweise blieb ein Antisense-Effekt aus.
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Tabelle 3.12: Nachweis des Antisense-Effektes in den Zell-Linien A549, BT474 und MCF7:
eingesetzte Partikelkonzentrationen lagen im Bereich, die einem Gehalt von 250 nM,
500nM, 1pM und 2uM an PTO entsprachen; nn = Antisense-Effekt der

Partikelsysteme war nicht nachweisbar (n = 3)

- Antisense-
Zell-Linie Zellkulturparameter Effekt
, Zusatz von
Inkubations- 100 uM  Partikelsystem  Assay
zeit [h] .
Chloroquin
A549 19:1 cHSA-NP
9:1 cHSA-NP
24,48, 72 - NP+ LDH nn
2% ige CHSA-
Ldsung
19:1 cHSA-NP LDH
24,48, 72 + 9:1 cHSA-NP und nn
NP+ MTT
BT474 72,96, 120,
144. 168 - HSA-NP LDH nn
24,48, 72 + NP+ LDH nn
MCF7 24,48, 72,
96, 120 - HSA-NP Zellzahl nn
72,96, 120 - HSA-NP LDH nn
24,48, 72 + NP+ LDH nn

Leider konnte auch in allen weiteren untersuchten Zell-Linien kein Antisense-Effekt
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 3.12).

Eine mogliche Ursache fir das Ausbleiben eines Antisense-Effektes, trotz
detektierter Freisetzung eines Cy5-markierten PTO in das Zytosol der Zelle, kénnte
durch die Abspaltung der Farbmarkierung und deren Freisetzung in das Zytosol
zustande gekommen sein. Eine Freisetzung des Cy5-PTO in das Zytosol wirde dann
vorgetduscht. Um dem PTO ein Entkommen aus den Endolysosomen zu
ermoglichen, wurde auf eine Inkubation mit Chloroquin zurtickgegriffen. Ein Zusatz
von Chloroquin ist bekannt die Endosomenmembran zu destabilisieren und die
Freisetzung aus den Endosomen zu erleichtern. Dies erscheint jedoch nicht sinnvoll,

da es nicht auf einen spatere Anwendung in vivo Ubertragen werden kann. Einige
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Versuche wurden unternommen, die keinerlei Anzeichen einer Verbesserung mit sich
brachten.

In den Studien von Arnedo et al. wurde vergeblich versucht, die Albumin-
Nanopartikel als neues Tragersystem in der ASO-Therapie zu etablieren [Arnedo et
al., 2002; Arnedo et al., 2003; Arnedo et al., 2004]. Arnedo et al. kommen zu der
Schlussfolgerung, dass mit Albumin-NP zwar eine Verbesserung des
pharmakokinetischen Profils erreicht, aber durch die Gabe von NP die eingesetzte
PTO-Konzentration nicht reduziert werden kann. Es wurde erst ab einer
Konzentration von 5 pM ein Antisense-Effekt sichtbar, sodass die Einbindung von
PTO in NP im Vergleich zu freiem PTO keine Verbesserung der antiviralen
Effektivitat erbrachte. Nanopartikel, bei denen das ASO eingebunden in der Matrix
vorlag, zeigten einen besseren Effekt im viralen Assay als Partikel, die ASO an der
Oberflache adsorbiert hatten.

Da vermutet wird, dass Albumin aufgrund seiner fusogenen Eigenschaften [Sato et
al., 1999] einen Einfluss auf die Zellaufnahme des ASO und intrazellulare Verteilung
hat, wurde in einer Studie von Arnedo et al. die Fahigkeit von Albumin als
Transfektionsbeschleuniger untersucht. Die Komplexierung von ODN mit Albumin
verbesserte die Stabilitdt gegentiber Nukleasen nicht, jedoch konnte die intrazellulare
Verteilung des ODNs zugunsten des Zellkerns verdndert werden [Arnedo et al.,
2003]. Dieser Effekt wurde erst bei hohen Konzentrationen an Albumin beobachtet.
Die notwendige ODN-Konzentration in einem viralen Assay lag bei 10 uM. Dabei war
bei ODN-Albumin-Komplexen der Antisense-Effekt ausgepragter als bei der freien
ODN-L0Osung.

3.7.3 Quantifizierung der Transfektionseffizienz von SK-Br-3-Zellen
mittels FACS

Eine weitere Erklarung fir den Widerspruch der beobachteten Freisetzung eines
Cy5-PTO in das Zytosol der Zelle und dem nicht nachzuweisbarem Antisense-Effekt
ist moglicherweise, dass zu wenig ASO-Molekile in die Zelle gelangen. In den
CLSM-Untersuchungen konnte keine quantitative Aussage bezlglich des Cy5-PTO-
Gehaltes in der Zelle getroffen werden (siehe 3.6.2.6). Mittels FACS-Analyse lasst
sich ein Vergleich der Konzentration anstellen, die mit Cy5-PTO/DOTAP erreicht
wird, zu den Konzentrationen, die mit den eingesetzten Partikelsystemen erreicht

werden kénnen. Da in den CLSM-Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass sich
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das aus den NP freigesetzte Cy5-PTO in der Zelle befindet, kann anhand der FACS-

Ergebnisse ein relativer intrazellularer Cy5-PTO-Gehalt geschatzt werden.

Abbildung 3.32: Quantifizierung der Transfektionseffizienz: Cy5-PTO an oder in SK-Br-3-Zellen,
Inkubation tber 6 h mit Cy5-PTO/DOTAP (e) in einem Cy5-PTO-Konzentrations-
bereich von 0 bis 100 nM, mit Cy5-PTO-beladenen PEG-HSA-NP (A) bzw. anti-
HER2-HSA-NP (m) in Cy5-PTO-Konzentrationen von 100 nM, 250 nM, 500 nM
und 1000 nM (n = 4).
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Die fur einen Antisense-Effekt notwendige ASO-Konzentration liegt bei 50 nM. Nach
einer Inkubationsdauer von 6 h in Gegenwart von DOTAP werden bei dieser
Konzentration 25% der SK-Br-3-Zellen mit Cy5-PTO transfiziert (Abbildung 3.32). Bei
einer Konzentration von 100 nM werden 35% der Zellen erreicht. Die mit Cy5-PTO-
beladenen PEG-HSA-NP ermdglichen selbst bei einer eingesetzten Konzentration
von 1000 nM keine ausreichende Anreicherung des Cy5-PTO. Die PEG-HSA-NP-
Konzentration von 1000 nM Cy5-PTO entspricht einer vergleichbaren Transfektion
mit DOTAP von 10 nM Cy5-PTO. Dies ist fur einen Antisense-Effekt bei weitem nicht
ausreichend. Weitaus hohere Transfektionsraten lassen sich mit den Antikorper-
modifizierten Nanopartikeln erzielen. Die anti-HER2-HSA-NP in den niedrigen
Konzentrationen von 100 nM und 250 nM entsprechen Transfektionseffizienzen
mittels DOTAP von 50 nM und 100 nM. Um einen Antisense-Effekt in der Zelle zu
erhalten, bedeutet dies fir einen Einsatz der Antikorper-modifizierten Nanopartikel,
dass um das 2- bis 3-fach hohere Konzentrationen im Vergleich zum verwendeten
DOTAP/ASO eingesetzt werden mussen.
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Abbildung 3.33: Quantifizierung der Transfektionseffizienz: Cy5-PTO an oder in MCF7-Zellen,
Inkubation tber 6 h mit Cy5-PTO/DOTAP (e) in einem Cy5-PTO-Konzentrations-
bereich von 0 bis 100 nM, mit Cy5-PTO-beladenen PEG-HSA-NP (A) bzw. anti-
HER2-HSA-NP (m) in Cy5-PTO-Konzentrationen von 100 nM, 250 nM, 500 nM
und 1000 nM (n = 4).
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In Abbildung 3.33 ist die Quantifizierung der Transfektionseffizienz fir MCF7-Zellen
dargestellt. Da die MCF7-Zellen nur geringe Mengen des HERZ2-Proteins auf der
Zelloberflache exprimieren, ist eine wesentlich geringere Anreicherung des Cy5-PTO
in der Zelle zu erwarten. Die anti-HER2-HSA-NP in den hohen Konzentrationen von
500 nM und 1000 nM entsprechen Transfektionseffizienzen mittels DOTAP von
10 nM und 50 nM. Um einen Antisense-Effekt in der Zelle zu erhalten, bedeutet dies
fur einen Einsatz der Antikorper-modifizierten Nanopartikel, dass um das 20- bis 50-
fach hohere Konzentrationen im Vergleich zum verwendeten DOTAP/ASO eingesetzt
werden mussen. PEG-HSA-NP zeigen keine Assoziation mit den MCF7-Zellen, so
dass selbst bei der hochsten Partikelkonzentration kein Cy5-PTO an oder in die Zelle

gebracht werden kann.
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3.8 Ausblick: Immunospezifische Nanopartikel
als Tragersysteme flr ASO

Die Anwendung Antikérper-modifizierter Nanopartikel kann Arzneistoff-Trégereigen-
schaften mit einer zielgerichteten Tumortherapie kombinieren. Diese Kombination
von anti-HER2-modifizierten Nanopartikeln mit in die Nanopartikel inkorporierten
Antisense-Oligonukleotiden stellt einen sehr vielversprechenden Ansatz in der
Brustkrebstherapie dar. Anti-HER2-NP reicherten sich spezifisch und in hohem
Ausmald in HER2-Uberexprimierenden Zellen an, wodurch wurde eine sehr hohe
ASO-Konzentration in diesen Zellen erzielt werden konnte. Da jedoch die HER2-
uberexprimierenden Zellen, die fir eine Antisense-Testung zur Verfigung standen,
sich nicht fir den Nachweis eines Antisense-Effektes eigneten, konnte die
entwickelte Kombination von ASO-beladenen anti-HER2-modifizierten Albumin-
Nanopartikeln nicht weiter getestet werden.

Diese neue Generation von immunospezifischen Nanopartikeln sollte auf jeden Fall
noch weiter im Einzelnen untersucht werden, um die Wirksamkeit als
Arzneistofftragersystem unter in vitro und in vivo Bedingungen zu belegen. Damit

eroffnen sich neue Perspektiven in der Brustkrebstherapie.
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4 Zusammenfassung

Die meisten nanopartikularen Ansatze im Bereich der Arzneiformenentwicklung
befinden sich am Anfang der klinischen Evaluation, sodass das wirkliche Potenzial
nanotechnologischer Produkte sich erst in den kommenden Jahren abzeichnen wird.
Die Zusammenfuhrung von ,Drug-Targeting® und ,sustained release® mit
nanotechnologischer Entwicklung kdnnte in Zukunft zu einem Fortschritt in der
Medizin beitragen.

Auf dem Gebiet der Antisense-Oligonukleotid (ASO)-Therapie stellt der ASO-
Transfer in Zielzellen eine entscheidende Hurde dar. ASO bendtigt, um im Korper an
den Wirkort zu gelangen, einen zuverlassigen Trager, der vor dem Abbau in
physiologischen Milieu schitzt, den Transport Uber extra- und intrazellulare Barrieren
im Korper gewahrleistet und die ASO zielgerichtet an den Wirkort bringt. Der Einbau
von ASO in kolloidale Tragersysteme wie Nanopartikel vermittelt eine effiziente
Aufnahme in Zellen bei gleichzeitigem Schutz vor abbauenden Enzymen im Korper.
Des Weiteren kann eine gezielte Aufnahme in Zielzellen erreicht werden, die
normalerweise nicht auftritt.

Bisherige Trégersysteme bestanden meist aus Nanopartikeln von synthetischen
Materialien, die entweder die ASO an der Oberflaiche adsorbiert oder in der
Partikelmatrix inkorporiert hatten. Als Tragermaterialien wurden oft Polyalkylcyano-
acrylate verwendet. Sie sind aufgrund ihrer negativen Ladung und Hydrophobizitéat
nicht geeignet ohne Zugabe von Hilfsstoffen, welche in hoheren Konzentrationen
toxisch wirken, anionische hydrophile Substanzen wie ASO zu adsorbieren.
AulRerdem besteht bei Nanopartikeln mit adsorbierten ASO die Gefahr, dass es bei
einer intravendsen Gabe zu einer Desorption der ASO kommt und somit ASO die
Zielzellen nicht in verpackter Form erreicht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden NP auf Basis von humanem Serumalbumin (HSA)
als Tragersystem fur ASO entwickelt. Durch Oberflachenmodifikation dieser
Tragersysteme wurde eine Kopplung von anti-HER2 Antikdrper ermoglicht und ein
AK-vermitteltes Drug-Targeting erreicht. HSA als natirliches Makromolekul zeichnet
sich durch geringe Toxizitat und gute Biodegradierbarkeit aus. Ein weiterer Vorteil
besteht darin, dass ein Wirkstoff mit vorhandenen Bindungsstellen im HSA-Molekdl
Wechselwirkungen eingehen kann, was eine erfolgreiche Einbindung gewahrleistet.
Zusatzlich eignen sich aus HSA hergestellte NP aufgrund funktioneller Gruppen an
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der Partikeloberflache fur die Kopplung von Antikérpern und erméglichen somit eine
zielgerichtete  Arzneistofftherapie. Die entwickelten Tragersysteme wurden
hinsichtlich kolloidaler Parameter wie TeilchengréRe, Oberflachenladung, ASO-
Beladungseffizienz, Stabilitat in physiologischen Medium und ihrem Vermdgen, einen
ASO-Effekt zu erzielen, in Zellkultur evaluiert.

4.1 Optimierung der Beladung von NP mit ASO

Zunachst wurden HSA-NP hergestellt, bei denen die Beladung durch Inkorporieren
des ASO in die Partikelmatrix erfolgte. Die Evaluierung des Desolvatationsprozesses
ergab eine Abhangigkeit der ASO-Beladung vom zugesetzten Desolvatationsmittel
Ethanol. Eine Mindestmenge eines 1,8-fachen Uberschusses an Ethanol ist fiir die
vollstandige Desolvatation des HSA und damit fir die Einbindung des daran
adsorbierten ASO erforderlich. Ebenso beeinflusste die Quervernetzung der Partikel
die ASO-Beladungseffizienz. Je mehr Glutaraldehyd zugesetzt wurde, desto stabiler
waren die NP. Nimmt die Menge des Glutaraldehyds von 40% auf 200% zu, loste
sich um so weniger ASO wéhrend der Waschschritte aus der Partikelmatrix heraus.
Jedoch hat das Ausmal3 der Quervernetzung einen entscheidenden Einfluss auf die
Biodegradierbarkeit des Partikelsystems. Zu stark quervernetzte NP (Querver-
netzung von 200%) konnen von intrazellularen Enzymen nicht mehr abgebaut
werden, infolge dessen gelangt das eingebundene ASO nicht zu seinem Wirkort ins
Zytoplasma.

Im Folgenden wurde versucht tber die Einfihrung einer permanenten kationischen
Ladung (EDC/Cholamin-Reaktion) im HSA-Molekul ein Tragerpolymer mit héherer
Beladungskapazitat im Vergleich zu nativem HSA zu etablieren. Ein geringer Anteil
von kationisiertem HSA (cHSA) in der HSA-Partikelmatrix reichte aus, um die ASO-
Beladungseffizienz um ein 2,5-faches signifikant zu steigern.

Das Ziel der Oberflachenmodifikation der HSA-NP war eine Positivierung des
Zetapotentials, um die Bindung negativ geladener Wirkstoffe wie ASO Uber
elektrostatische Wechselwirkungen zu ermgglichen. Die Umsetzung der HSA-NP mit
EDC und Cholamin fuhrte zu einer deutlichen Verschiebung des Zetapotentials von
ca. —20,0 mV in den positiven Bereich (+38,6 mV). Durch die Inkubation mit ASO
konnten so grofRe Menge an ASO effizient an die Partikeloberflache (NP+) gebunden

werden.
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Ein Vergleich dieser Ergebnisse zeigte, dass die Beladung mit ASO in der
Reihenfolge von Albumin-NP (HSA-NP) mit einer Beladungseffizienz von
7,6 ug ASO / mg NP zu Nanopartikeln, die in der Partikelmatrix inkorporierten Anteil
an kationisiertem Albumin enthielten (cHSA-NP) mit 18,2 uyg ASO/mg NP, zu
Oberflachen-kationisierten Nanopartikeln (NP+) mit 100 pg ASO / mg NP signifikant

zunahm.

4.2 Mit ASO-beladene NP in der Zellkultur

HSA-NP wurden von allen verwendeten Brustkrebszell-Linien gut vertragen. Nach
Zellaufnahme der HSA-NP wurden bei niedriger Quervernetzung (40%) die Partikel
gut intrazellular abgebaut und das ASO in das Zytoplasma freigesetzt. Es konnte im
CLSM gezeigt werden, dass die ASO-Freisetzung innerhalb von 24 h zunahm. Alle
Versuche mittels den entwickelten ASO-beladenen Tragersystemen einen Antisense
Effekt nachzuweisen schlugen fehl. Da die Beladung der HSA-NP nicht weiter erh6ht
werden konnte, richtete sich ein neuer Ansatz auf eine verbesserte Aufnahme der

NP Uber einen Rezeptor-vermittelten Mechanismus.

4.3 Antikorper-vermittelte  Anreicherung von NP in
Zielzellen

Die Anwendung von monoklonalen Antikérpern mit einer Spezifitit gegenuber
Tumorzellen ist eine relativ neue und spannende Modalitat in der Krebstherapie. Eine
der vielversprechenden Zielstrukturen fir eine solche Immunotherapie stellt der
HER2-Membranrezeptor dar, dessen Uberexpression mit einer schlechten Prognose
assoziiert ist. HER2 ist ein Produkt des Proto-Onkogens erbB2, das fiur einen
185 kDa Transmembrantyrosinkinase Wachstumsfaktorrezeptor kodiert. Dieser
Rezeptor ist in normalem Gewebe bei Erwachsenen nur geringfligig exprimiert
[Press et al., 1990], aber ist bei ungefahr 30% der Patienten mit humanem
Magenkarzinom, Lungen- und Brustkrebs Uberexprimiert. Gegenwartig dient HER2
als Tumormarker fir die zielgerichtete Behandlung mit dem humanisierten anti-HER2
AK Trastuzumab (Herceptin®) von Patientinnen bei metastasierendem Brustkrebs.
Jedoch konnen bessere Ergebnisse erreicht werden, wenn Trastuzumab in
Kombination mit anderen Zytostatika verabreicht wird.

Antikorper haben bei alleiniger Gabe eine ausreichende Antitumoraktivitat, aber sie
konnen auch konjugiert mit Zytostatika sowie Toxinen und Radionukliden, genutzt
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werden, um diese zu den Tumoren bringen. Im Prinzip kann die Tragereigenschaft
von Antikorpern gesteigert werden, wenn ein Antikbrper an ein Arzneistoffreservoir,
wie Nanopartikel oder Liposomen geknipft ist. Der Vorteil dieses innovativen
Ansatzes fur eine zellspezifische Anreicherung im Vergleich zu herkdmmlichen
Biokonjugaten ist, dass eine hohere Arzneistofftragerkapazitat mit einer verbesserten
Spezifitat fur eine zielgerichtete Pharmakotherapie kombiniert werden kann.

Wegen seiner erhOhten Expression in Tumorzellen, seiner extrazellularen
Verfugbarkeit und seiner Fahigkeit nach Antikbrperbindung internalisiert zu werden,
stellt HER2 eine geeignete Zielstruktur fir die Tumortherapie mit zellspezifischen
Nanopartikeln dar. Das Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion Antikorper-
modifizierter Protein-basierter Nanopartikel zu untersuchen und eine spezifische
Aufnahme in HER2-Uberexprimierende Zell-Linien zu verbessern. Ein spezifisches
Targeting wurde in verschiedenen Krebszell-Linien mit unterschiedlichen HER2-
Expressionsleveln durch FACS-Analyse bewiesen. Die Versuche beinhalteten
Inhibitionsexperimente durch Vorinkubation mit Trastuzumab, um die Selektivitat der
Bindungsstellen auf der Zelloberflache zu unterstreichen. Die zellulare Aufnahme
dieser Nanopartikel, ebenso wie die =zellulare Verteilung, konnte im CLSM
beobachtet werden. Diese ermutigenden Ergebnisse heben den potenziellen Wert
Antikorper-modifizierter Nanopartikel fir eine spezifische Anreicherung in
Tumorzellen hervor. Anti-HER2-NP binden effizient an HER2-lUberexprimierende
Zellen (85%) und werden anschlielRend internalisiert. Im Anschluss wurde die
Beladung von ASO in HSA-NP mit den erhaltenen Erkenntnissen Antikdrper-
modifizierter HSA-NP kombiniert. Zunachst wurde die Freisetzung von
farbmarkierten ASO aus AK-modifizierten HSA-NP in SK-Br-3- und MCF7-Zellen
untersucht. Durch die spezifische Aufnahme der AK-modifizierten HSA-NP gelangt
bereits innerhalb der ersten Stunde deutlich mehr ASO in die Zelle. Die
Zellaufnahme und Freisetzung in das Zytosol der Zelle ist abhangig vom HER2-
Protein auf der Zelloberflache und nimmt Uber 24 h stark zu. SK-Br-3-Zellen reichern
das farbmarkierte ASO starker als die MCF7-Zellen an. Wirksame ASO-
Konzentrationen kodnnen in SK-Br-3-Zellen mit einer sehr geringen Partikel-
konzentration von nur 50 pg anti-HER2-NP/ml erzielt werden, wahrend in MCF7-
Zellen eine weit aus hohere Partikelkonzentration notwendig ist. Da die HER2-
Uberexprimierenden Zellen, die fur einen Antisense-Testung zur Verfigung standen,

sich nicht fir den Nachweis eines Antisense-Effektes eigneten, konnte die
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entwickelte Kombination von ASO-beladenen AK-modifizierten  Albumin-
Nanopartikeln nicht weiter getestet werden.

In Kombination mit einem in die Nanopartikel inkorporierten Arzneistoff wird eine
wirksame intrazellulare Arzneistoffabgabe erwartet. Die Anwendung Antikorper-
modifizierter ~ Nanopartikel kann Arzneistoff-Tragereigenschaften mit  einer
zielgerichteten  Tumortherapie kombinieren. Diese neue Generation von
immunospezifischen Nanopartikeln sollte auf jeden Fall noch weiter im Einzelnen
untersucht werden, um die Wirksamkeit dieser Arzneistofftragersysteme unter in vitro

und in vivo Bedingungen zu belegen.
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