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„Wenn jemand sucht, dann geschieht es leicht, 
daß sein Auge nur noch das Ding sieht, das er 
sucht, daß er nichts zu finden, nichts in sich 
einzulassen vermag, weil er nur immer an das 
Gesuchte denkt, weil er ein Ziel hat, weil er 
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stehen, kein Ziel haben.” 
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1. Zusammenfassung 

Bis jetzt konnte mittels konventioneller Therapien (Operation, Bestrahlung oder 

Chemotherapie) kein entscheidender Durchbruch in der Bekämpfung von Krebs erreicht 

werden. Die Chemotherapie ist oftmals mit dosislimitierenden Nebenwirkungen verbunden 

und stößt so an ihre Grenzen. Deshalb stellen zielgerichtete Trägersysteme für den Transport 

von zytotoxischen Substanzen ins Tumorgewebe einen vielversprechenden Ansatz dar. Mit 

solchen Therapeutika sollte als Folge einer erhöhten Wirkstoffkonzentration im 

Tumorgewebe ein verstärkter Anti-Tumoreffekt bei gleichzeitig weniger stark ausgeprägten 

Nebenwirkungen zu erzielen sein. Als Ziel kommen entweder die Tumorzellen selber 

(Tumorzell-Targeting) oder die Endothelzellen der neu gebildeten Blutgefäße (Vaskuläres 

Targeting), die einen Tumor mit Nährstoffen und Sauerstoff versorgen, in Betracht. Durch 

eine selektive Expression bzw. eine Überexpression verschiedener Antigene auf den Tumor- 

und Endothelzellen im Vergleich zu normalen Körperzellen wird eine relativ selektive 

Therapie ermöglicht.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, drei neue liposomale Systeme für die zielgerichtete 

Tumortherapie zu entwickeln. Dafür wurden liposomale Oberflächen mit 

Zielsteuerungsmotiven, die mittels der Phage-Display-Technologie erzeugt wurden, 

modifiziert. Für das vaskuläre Targeting wurden als Liganden ein gegen Endoglin gerichtetes 

humanes scFv-Fragment und ein gegen die αv-Integrine gerichtetes RGD-Peptid verwendet. 

Als Zielsteuerungsmotiv für den auf Tumorzellen lokalisierten EGF-Rezeptor diente ein 

derivatisiertes humanes EGF-Protein. Während das scFv-Fragment über eine 

Thioetherbindung an Maleimid-haltige Liposomen und das EGF-Protein über eine 

Carbonsäureamidbindung an N-hydroxysuccinimid-haltige Liposomen gerichtet gekoppelt 

werden konnte, wurde das RGD-Peptid als Lipopeptid in die liposomale Membran integriert. 

Mittels in vitro-Studien konnte demonstriert werden, daß alle drei zielgerichteten liposomalen 

Systeme selektiv an die jeweiligen Zielzellen gebunden haben und von diesen aufgenommen 

wurden. Darüber hinaus wurde durch Kompetitionsexperimente nachgewiesen, daß die 

Bindung an die Zielzellen bzw. die Aufnahme in diese spezifisch über den jeweiligen 

Liganden vermittelt wurde. Die mit dem scFv-Fragment modifizierten und mit Doxorubizin 

beladenen Liposomen zeigten im Vergleich zu den gleichen Liposomen ohne 

Zielsteuerungsmotiv eine erhöhte in vitro-Zytotoxizität. Die gegen die αv-Integrine 

gerichteten und mit Doxorubizin beladenen Liposomen konnten auch im Tierversuch das 

Tumorwachstum - verglichen mit den gleichen nicht-zielgerichteten Liposomen - stärker 
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inhibieren. Weitere in vitro- und in vivo-Versuche müssen für alle drei erzeugten liposomalen 

Systeme noch den endgültigen Nachweis erbringen, daß durch eine Zielsteuerung eine 

erhöhte Tumortoxizität erzielt werden kann.  

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde erfolgreich das Zytostatikum Cytarabin in eine 

neue liposomale Formulierung verpackt. Mittels dieser Liposomen konnte - verglichen mit 

freiem Cytarabin - eine signifikant verstärkte Inhibierung des Tumorwachstums im 

Tierversuch nachgewiesen werden. 
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2. Einleitung 

2.1. Krebs 

Im 20. Jahrhundert kam es einerseits zu einem drastischen Rückgang der Sterblichkeit infolge 

von Infektionskrankheiten, andererseits nahm aber die Mortalität infolge von 

Tumorerkrankungen stark zu (Prescott und Flexer, 1990). Krebs stellt in Nordamerika und 

Europa nach den Herz- und Kreislauferkrankungen die zweithäufigste Todesursache dar. In 

Deutschland treten jedes Jahr 340000 neue Krebserkrankungen auf, an denen 210000 

Menschen sterben (Becker und Wahrendorf, 1998). 

In normalen Geweben verändert sich die Zellmenge kaum, da ein dynamisches Gleichgewicht 

zwischen Zellteilung und Zelltod besteht. Tumorzellen haben ihre Selbstkontrolle verloren, 

das Gleichgewicht zwischen Teilung, Wachstum, Differenzierung auf der einen Seite und 

Alterung und Tod auf der anderen Seite ist in Richtung Wachstum verschoben. Kennzeichen 

für Malignität von Zellen sind invasives Wachstum und Metastasierung. Gesunde gleichartige 

Zellen sind untereinander über Adhäsionsmoleküle wie z. B. dem E-Cadherin verbunden und 

wachsen auf einer Extrazellulärmatrix. Die Bindung an diese erfolgt über zelluläre 

Rezeptoren, zu denen die Integrine gehören. Im Gegensatz dazu kommt es bei Tumorzellen zu 

einer Überexprimierung von Proteasen, mit deren Hilfe sie sich aus dem Zellverband lösen 

können. Anschließend durchdringen die Tumorzellen zuerst die Basalmembran des 

Ursprunggewebes, danach die Basalmembran und das Endothel von Blutgefäßen, um dann 

mit dem Blutstrom zu anderen Geweben zu gelangen. Die Blutgefäße können sie wieder 

verlassen und Metastasen in anderen Organen bilden (Ruoslathi, 1996). Obwohl Tumorzellen 

auf ihrer Oberfläche abnormale Strukturen exprimieren werden sie vom Immunsystem in der 

Regel nicht als fremd erkannt (Cabrera et al., 2003). 

Krebs entsteht allgemein in Körperzellen, die ihre Teilungsfähigkeit noch nicht verloren 

haben. Im Gegensatz dazu sind Zellen, deren Teilungsfähigkeit verloren gegangen ist, wie 

z. B. Nervenzellen, praktisch dagegen immun. Das unkontrollierte Wachstum von 

Krebszellen ist histologisch durch nicht abgrenzbare und unstrukturierte Zellhaufen zu 

erkennen. Sich teilende Zellen durchlaufen einen Zellzyklus (Abb. 2-1): Dieser besteht aus 

der G1-, S-, G2- und M-Phase. In der G1-Phase findet die Zelldifferenzierung, in der S-Phase 
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die Verdopplung der DNA und in der G2-Phase der Übergang zur Teilungsphase, der  

M-Phase, statt. Bevor die nächste Zellteilung beginnt, verharren gesunde Zellen in der  

G0-Phase, in der sie ihre physiologischen Aufgaben erfüllen. 
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Tumormasse noch nicht gewährleistet, daß alle Tumorzellen im Körper entfernt werden. Bei 

der Strahlentherapie setzt man von außen oder innen Röntgen- oder Gammastrahlen ein, um 

die Tumorzellen zu zerstören. Ebenso ist es dabei nicht möglich, nicht lokalisierbare 

Mikrometastasen zu zerstören (Hellman und Vokes, 1996). 

Jedoch ermöglicht die Chemotherapie eine Eliminierung solcher Mikrometastasen. Bei 

Chemotherapeutika handelt es sich um Substanzen, die sich nach parenteraler Applikation 

über die Blutgefäße im ganzen Körper verteilen und zytostatisch wirken. Zytostatika 

reduzieren pro Therapiezyklus nicht alle Tumorzellen, sondern immer nur einen gewissen 

Prozentsatz. Deshalb werden sie über mehrere Zyklen verabreicht. Allerdings kann aber von 

jeder dennoch verbliebenen Tumorzelle ein Rezidiv ausgehen. Da sich Tumorzellen im 

wesentlichen von gesunden Körperzellen nur durch ihr ungehemmtes Wachstum 

unterscheiden, ist mit klassischen Zytostatika keine selektive Elimination möglich. Eine 

relative Selektivität wird erst durch eine sehr hohe Teilungsrate von Tumorzellen, wie sie  

z. B. Hodentumoren aufweisen, erreicht. Solche schnell wachsenden Tumoren sprechen sehr 

gut auf eine Chemotherapie an. Da Zytostatika besonders auf Zellen, die eine hohe 

Teilungsrate aufweisen, wirken, werden neben Tumorzellen auch gesunde Zellen, die sich 

häufig teilen, getötet. Deshalb werden bei einer Zytostatikatherapie z. B. die Schleimhaut des 

Verdauungstraktes, die Haarwurzeln, das Knochenmark und die Keimdrüsen stark geschädigt 

(Karow und Lang, 1998).  

Zytostatika greifen entweder während einer bestimmter Phase des Zellzyklus ein 

(phasenspezifische Zytostatika) oder sie sind in allen Phasen des Zellzyklus wirksam 

(phasenunspezifische Zytostatika). Zur ersten Gruppe gehören z. B. die Antimetabolite (u. a. 

5-Fluoruracil und Cytarabin), die Mitosehemmstoffe (u. a. Vinblastin und Paclitaxel) und die 

Topoisomerase-I-Hemmer (u. a. Irinotecan). Antimetabolite werden auf Grund ihrer 

Strukturähnlichkeit mit Nukleotiden in die DNA eingebaut, wo sie aber funktionsuntüchtig 

sind. Darüber hinaus hemmen sie Enzyme der Nukleotidbiosynthese. Mitosehemmer binden 

entweder an Tubulin (Vinblastin), wodurch die Ausbildung der Mikrotubuli gestört wird, oder 

sie verhindern die Depolymerisation der Mikrotubuli (Paclitaxel). Bei der DNA-Replikation 

bindet die Topoisomerase-I an die DNA und bewirkt eine Entspiralisierung und Trennung des 

Doppelstrangs in Einzelstränge. Topoisomerase-I-Hemmer binden an diesen DNA-

Topoisomerase-Komplex, so daß die DNA zwar gespalten, aber nicht mehr in ihre 

superhelikale Form überführt werden kann. Diese Zytostatika wirken nur in der S-Phase des 

Zellzyklus. Um möglichst viele Tumorzellen mit solchen Zytostatika abzutöten, ist es 

notwendig, die Tumorzellen über einen möglichst langen Zeitraum diesen auszusetzen. 
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Daraus ergibt sich, daß für deren therapeutischen Effekt die Dauer der Therapie von 

entscheidender Bedeutung ist. Zur zweiten Gruppe, den phasenunspezifischen Zytostatika, 

gehören z. B. die Alkylantien (u. a. Cyclophosphamid) und die Antibiotika (u. a. 

Daunorubizin und Doxorubizin). Durch Alkylantien werden DNA-Stränge intra- und 

intermolekular miteinander verknüpft, die Antibiotika interkalieren in die DNA. Beide 

Substanzgruppen blockieren so die Matrizenfunktion und damit die Synthese von DNA und 

RNA. Für deren Wirkung ist mehr die Höhe der Dosis als die Dauer der Therapie 

entscheidend. 

Zytostatika weisen allerdings entscheidende Nachteile auf: Zum einen ist die Therapie mit 

starken und dosislimitierenden Nebenwirkungen verbunden. Zum anderen verlieren sie nach 

mehrmaliger Gabe ihre Wirksamkeit, da die Tumorzellen Resistenzmechanismen entwickeln 

(Karow und Lang, 1998; Forth et al., 1996). 

2.3. Optimierte Tumortherapie 

Durch die alleinige Weiterentwicklung konventioneller Therapien konnte bisher kein 

Durchbruch bei der Bekämpfung von Krebs erreicht werden. Umso mehr ist es das Ziel, neue 

Therapien zu entwickeln, die selektiv auf Zellen des Tumorgewebes wirken und gesunde 

Zellen weitgehend verschonen. Dies ist möglich, da sich die Zellen im Tumorgewebe im 

Vergleich mit gesunden Zellen durch ein spezifisches Antigenmuster auszeichnen. Infolge 

von Mutationen exprimieren diese Zellen zum einen mutierte anstelle von ruhenden Genen 

und zum anderen können normale Gene verstärkt oder aber vermindert exprimiert werden 

(Park 2002). Dadurch besteht die Möglichkeit, neue zielgerichtete Wirkstoffe zu entwickeln 

oder auch zytotoxische Substanzen (z. B. Chemotherapeutika, Toxine und Radiotherapeutika) 

mit Liganden zu kombinieren, die gegen Strukturen auf den Zellen im Tumorgewebe 

gerichtet sind. Solche Therapeutika können gegen die Tumorzellen oder gegen die 

Endothelzellen der neu gebildeten Blutgefäße (Angiogenese), auf die solide Tumoren für ein 

weiteres Wachstum angewiesen sind, gerichtet sein. Da das Antigenmuster bei jeder Tumorart 

verschieden ist, ist es sinnvoll für jede Tumorerkrankung eine spezifische Therapie zu 

entwickeln. Darüber hinaus wird es in Zukunft möglich sein, das spezifische Antigenmuster 

der Tumorzellen von jedem Patienten zu erfassen. Dann sollte die Möglichkeit bestehen, 

Tumortherapeutika individuell auswählen zu können. 
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2.3.1. Gegen Tumorzellen selektiv gerichtete Wirkstoffe 

In den letzten Jahren wurden verschiedene selektive Wirkstoffe gegen Tumorzellen 

entwickelt. Darunter befinden sich viele monoklonale Antikörper, wie der 1998 in den USA  

für die adjuvante Behandlung von metastasierendem Brustkrebs zugelassene humanisierte 

monoklonale Antikörper Trastuzumab (Herceptin®). Der Antikörper ist gegen HER-2 

(= EGF-2-Rezeptor bzw. ErbB-2-Rezeptor) gerichtet, dieser Rezeptor wird in 25-30% der 

Brustkrebsfälle überexprimiert. 

Ein weiterer Ansatzpunkt sind die Genprodukte von Onkogenen, wie z. B. die Ras-Proteine 

(Ramirez de Molina et al., 2004) und die Tyrosin-Kinasen. Das Molekül Gefitinib (Iressa®) 

hemmt intrazellulär die Tyrosin-Kinase des EGF-Rezeptors und ist seit Herbst 2003 für die 

Behandlung von therapieresistenten Lungentumoren zugelassen (El-Rayes und LoRusso, 

2004). Da diese Therapien meistens nur zytostatisch wirken, werden sie oftmals nach einer 

Operation mit einer Chemotherapie kombiniert.   

2.3.2. Tumorzell-Targeting 

Der zielgerichtete Transport von Chemotherapeutika zu den Tumorzellen stellt eine 

Optimierung der Zytostatikatherapie dar. Mit diesem Therapieansatz wird versucht, 

zytotoxische Substanzen selektiv in Tumorzellen zu liefern. Verschiedene Chemotherapeutika 

wurden an Antikörper, Antikörperfragmente, Peptide, Hormone und Wachstumsfaktoren 

gekoppelt und in vitro und in vivo analysiert. Mittels solcher Konjugate sollte es möglich sein, 

zumindest teilweise die limitierenden Faktoren einer konventionellen Zytostatikatherapie zu 

überwinden. So sollten erhöhte Konzentrationen der Therapeutika in den Zielzellen bei 

gleichzeitig verminderten systemischen Nebenwirkungen erreicht werden können. An solche 

Systeme werden zwei wichtige Anforderungen gestellt: Zum einen müssen sie im 

Blutkreislauf stabil sein und zum anderen müssen sich die Therapeutika aber nach der 

Aufnahme in die Zielzellen vom Liganden abspalten können (Trail et al., 2003).  

Weitere limitierende Faktoren treten nach einer Anreicherung der Therapeutika im 

Tumorgewebe auf. Einer erfolgreichen Aufnahme in die Zielzellen steht der herrschende hohe 

intratumorale Druck entgegen, wodurch es besonders schwierig ist, im Inneren des Tumors 

gelegene Zellen zu erreichen. Da selbst die Tumorzellen „eines Tumors“ heterogen sind, 
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exprimieren diese möglicherweise nicht alle oder nicht alle in demselben Ausmaß das 

Antigen, gegen das der Ligand gerichtet ist, über (Mastrobattista et al., 1999).  

 

Seit dem Jahre 2000 ist in den USA das Immuntoxin Gemtuzumab Ozogamicin (Mylotarg®) 

für die Behandlung der akuten myeloischen Leukämie (AML) zugelassen. Dabei sind 

rechnerisch gesehen zwei bis drei Moleküle des Ozogamicins an einen monoklonalen 

humanisierten Antikörper, der gegen CD33 gerichtet ist, gekoppelt (Hamann et al., 2002; 

Damle und Frost, 2003). Firestone et al. (1996) koppelten Doxorubizin an den chimären 

monoklonalen Antikörper BR96, der gegen das Antigen Ley gerichtet ist. Dieses wird u. a. 

von Brust- Lungen- und Kolontumoren überexprimiert. Bei in vivo-Versuchen mit Mäusen 

konnte eine überlegene Anti-Tumoraktivität dieser Immunkonjugate gegenüber freiem 

Doxorubizin nachgewiesen werden (Trail et al., 1993; Trail et al. 1995). Mit dem 

Immunkonjugat BR 96-DOX wurden klinische Studien der Phase I (Saleh et al., 1998) und 

Phase II (Tolcher et al., 1999) durchgeführt. Jedoch zeigte sich, daß die Anti-Tumoraktivität 

der Immunkonjugate verglichen mit freiem Doxorubizin schwächer war, obwohl diese von 

den Tumorzellen aufgenommen worden waren. Vermutlich konnte nicht genügend 

Doxorubizin in die Tumorzellen geliefert werden, da die gebundene Menge an Doxorubizin 

mit 2-10 Molekülen pro Antikörper zu gering war. Jedoch kann die Anzahl Zytostatika-

Moleküle pro Antikörper nicht beliebig erhöht werden: Shih et al. (1991) zeigten in ihrer 

Studie, daß ab einer Menge von zehn gekoppelten Molekülen Doxorubizin pro Antikörper 

dessen Aktivität und antigenspezifische Zytotoxizität stark abnimmt. 

 

Einen Ausweg bieten hier Trägersysteme wie Liposomen. Diese weisen eine sehr große 

Beladungskapazität auf und durch die Verkapselung sind die Substanzen vor einem Abbau 

während der Zirkulation im Blut geschützt. Da Liposomen im Blut oftmals längere 

Halbwertszeiten als die freien Wirkstoffe aufweisen, kann deren Zirkulationszeit durch die 

liposomale Verpackung verlängert werden. Ebenso können sie mit Zielsteuerungsmotiven wie 

den oben genannten Antikörpern modifiziert werden. Verglichen mit Immunkonjugaten kann 

man auf diese Art mit viel weniger Liganden wesentlich größere Wirkstoffmengen zum 

Zielgewebe lenken (Torchilin, 2000). 
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2.3.2.1. Tumorzellmarker 

Als Zielstrukturen auf Tumorzellen können spezifisch von Tumorzellen exprimierte Antigene, 

wie abnormal glykosylierte Glykolipide, Glykoproteine, Proteoglykane und Mucin, genutzt 

werden (Hakmori, 1992). Darüber hinaus werden verschiedene Antigene von bestimmten 

Tumoren überexprimiert. Zu diesen gehören u. a. Folat-Rezeptoren (Coney et al., 1991), 

EGF-Rezeptoren (Coussens et al., 1985), Transferrin-Rezeptoren (Keer et al., 1990), die 

Antigene CD10 (Carrel et al., 1993) und CD20 (Vervoordeldonk et al., 1994), das Prostata-

spezifische Antigen (Hernandez et al., 2004) und das karzinoembryonale Antigen (Gold und 

Goldenberg, 1998).  

Da in dieser Arbeit der EGF-Rezeptor als Zielstruktur diente, wird dieser im folgenden 

Abschnitt näher beschrieben. 

2.3.2.2. Der Epidermale Wachstumsfaktor Rezeptor 

Der EGF-Rezeptor, der auch als erbB-1-Rezeptor bzw. HER-1 bezeichnet wird (Gembitsky  

et al., 2002), wird von vielen Tumoren, z. B. von denen der Lunge, Leber, Brust, Hals, 

Nacken, Ovarien und Blase überexprimiert und stellt somit einen vielversprechenden 

Angriffspunkt für die zielgerichtete Tumortherapie dar (Salomon et al., 1995; Nicholson et 

al., 2001; Baselga, 2001; Ciardiello und Tortora, 2001). Natürliche Liganden dieses Rezeptors 

sind der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF = Epidermal Growth Factor) und der 

Transformierende Wachstumsfaktor (TGF = Transforming Growth Factor). Die Bindung der 

Liganden bewirkt eine Rezeptordimerisierung, durch die über eine Signalkaskade schließlich 

eine Genexpression im Zellkern ausgelöst wird, die zu mitogenen Effekten führt. Im Sommer 

2004 wurde der chimäre monoklonale Antikörper Cetuximab (Erbitux®) in Verbindung mit 

dem Topoisomerase-1-Hemmer Irinotecan für die Behandlung des metastasierenden 

Kolorektalkarzinoms von der EMEA zugelassen. Cetuximab bindet mit 5- bis 10-fach höherer 

Affinität als endogene Liganden an den EGF-Rezeptor und verhindert somit deren Bindung 

und eine Signalweiterleitung (Veronese und O’Dwyer, 2004). In der Literatur wurden 

verschiedene Konjugate, bestehend aus EGF und Zytostatika, Radionukleotiden, 

Ribonuklease und Toxinen, beschrieben. Derartige Konjugate waren in der Lage die 

Wirkstoffe zielgerichtet in die Tumorzellen zu liefern und zeigten im Vergleich zu den freien 



Einleitung                                                                                                                                                               
 

10

Wirkstoffen in vitro und in vivo einen verstärkten Anti-Tumoreffekt (Chen et al., 2002; 

Lutsenko et al., 2002; Jinno et al., 1996; Lee et al., 1993).  

2.3.3. Antiangiogene Therapie 

Bei diesem Konzept, das ursprünglich von Folkman (1971) entwickelt wurde, stellen die 

Endothelzellen der neu gebildeten Blutgefäße das Ziel für Tumortherapeutika dar. Eine 

verstärkte Angiogenese findet man bei vielen Krankheiten, wie z. B. bei der diabetischen 

Retinopathie und der rheumatoiden Arthritis, besonders stark ausgeprägt ist sie bei soliden 

Tumoren. Ab einer bestimmten Tumorgröße kommt es zur Neubildung von Blutgefäßen, da 

für ein weiteres Tumorwachstum eine ausreichende Nährstoff- und Sauerstoffversorgung 

notwendig ist. In der Arbeit von Dempke et al. (2001) wird die Bedeutung der Angiogenese 

für das Tumorwachstum sehr deutlich: Wird ein Tumor in die Augenkammer eingesetzt, wo 

die Versorgung mit Nährstoffen nur auf Diffusionsvorgängen beruht, so bleibt der Tumor sehr 

klein. Nach der Implantation auf die blutgefäßreiche Iris nimmt dagegen das Tumorwachstum 

immer stärker zu und es ist ein dichtes Kapillarnetz zu beobachten.  

Die Angiogenese wird durch Wachstumsfaktoren ausgelöst. Normalerweise besteht ein 

Gleichgewicht zwischen den angiogenen und antiangiogenen Faktoren (Liekens et al., 2001). 

Im Tumorgewebe verschiebt sich dieses, da Tumorzellen selber angiogene 

Wachstumsfaktoren sezernieren (Zeng et al., 2001). Dadurch kommt es zu einer 

Permeabilitätserhöhung und Dilatation der Blutgefäßkapillaren, das eine Aufnahme von 

weiteren Wachstumsfaktoren begünstigt (Liekens et al., 2001).  

 

 

 

 



Einleitung                                                                                                                                                               
 

11

 

 

Wachstum 

Migration 
Proliferation 

Aktivierung der Endothelzellen 
 
Degradierung der Matrix 

Wachstumsfaktoren 

  Tumor 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2-2: Schematische Darstellung der Angiogenese. 

Im gesunden Gewebe sind die Endothelzellen durch die Basalmembran und das Netz der 

extrazellulären Matrixproteine fest mit ihrer Umgebung verankert. Während der Angiogenese 

werden diese von Proteasen aufgelöst (Coussens et al., 2002). Die aus dem Verband gelösten 

Endothelzellen wandern in Richtung des Tumors, haften dabei an aufgelöste Matrixproteine 

und bilden eine zusammenhängende Struktur, die sich von der bestehenden Blutkapillare bis 

hin zum Tumor erstreckt (van Hinsbergh et al., 2001). Um die Kapillaren an den 

Matrixproteinen zu verankern, sinkt die Proteaseaktivität wieder.  

 

Es gibt drei Gruppen von angiogenen Faktoren: Die erste Gruppe sind die 

Wachstumsfaktoren, die direkt auf die Endothelzellen wirken und die Migration, Proliferation 

und Differenzierung auslösen (Liekens et al., 2001). Zu dieser Gruppe gehören der Vaskuläre 

Endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) sowie die Angiopoietine. Während diese Stoffe 

spezifisch auf Endothelzellen wirken (Liekens et al., 2001; Liu et al., 2002; Zeng et al., 2001) 

ist dies bei anderen Wachstumsfaktoren nicht der Fall. Zum Beispiel wirken der basale 

Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF-2) und der Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) neben  

Endothelzellen auch auf andere Zellen (Liekens et al., 2001). Es existieren zusätzlich indirekt 

wirksame Faktoren, z. B. der Tumor-Nekrose-Faktor TNF-α und der Transformierende 

Wachstumsfaktor TGF-β. Direkt wirken dieses Stoffe auf Endothelzellen antiproliferativ. Sie 

können aber u. a. VEGF aus Makrophagen, Endothel- und Tumorzellen freisetzen (Liekens et 

al., 2001). Zur zweiten Gruppe der angiogenen Faktoren zählen die Proteasen, diese sind für 

die Auflösung der Basalmembran und der extrazellulären Matrixproteine verantwortlich 

(Coussens et al., 2002). Die dritte Gruppe stellen die Integrine dar, die sich an der Oberfläche 
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der Endothelzellen befinden und für die Verankerung an der extrazellulären Matrix 

verantwortlich sind (Liekens et al., 2001; van Hinsbergh et al., 2001). Die 

Wachstumsfaktoren werden u. a. durch Hypoxie des Tumorgewebes stark überexprimiert 

(Liekens et al., 2001; Brahimi-Horn et al., 2001). 

 

Mit einer antiangiogenen Therapie wird versucht, die Bildung von neuen Blutgefäßen zu 

verhindern. Die Vorteile einer solchen Therapie sind vielfältig: 

1) Es sind nur geringe Nebenwirkungen zu erwarten, da Angiogenese im Organismus eines 

Erwachsenen abgesehen von wenigen Ausnahmen (z. B. während des weiblichen Zyklus und 

bei der Wundheilung) nicht vorkommt. 2) Die neu gebildeten Blutgefäße sind für 

Therapeutika leicht zugänglich, da sie direkt mit dem bestehenden Blutgefäßsystem 

verbunden sind. 3) Die Endothelzellen sind genetisch stabil und sollten deshalb keine 

Resistenzen ausbilden. 4) Durch die zielgerichtete Applikation sind kaum Nebenwirkungen 

zu erwarten. 5) Die Antigene, die als Zielstruktur auf den neu gebildeten Blutgefäßen dienen, 

sind im Gegensatz zu den Antigenen auf den Tumorzellen homogen. 6) Die Therapie ist bei 

vielen soliden Tumoren anwendbar, da diese ab einer bestimmten Größe für ein weiteres 

Wachstum neue Blutgefäße benötigen. 7) Mit dieser Therapie können auch Metastasen ab 

wenigen Millimetern Durchmesser erreicht werden. 8) Es können auch langsam wachsende 

Tumoren, die auf Zytostatika kaum ansprechen, behandelt werden (Augustin, 1998;  

Duff et al., 2003).  

Viele Arbeitsgruppen sind auf der Suche nach Wirkstoffen, die die Angiogenese inhibieren 

können. Ein Hauptangriffsziel für neue Wirkstoffe stellt das VEGF und sein Rezeptor dar: Im 

Februar 2004 wurde der monoklonale und humanisierte Antikörper Bevacizumab (Avastin®) 

in den USA in Kombination mit einer 5-Fluoruracil-basierten Chemotherapie zur First-Line-

Therapie bei Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom zugelassen. Bevacizumab 

bindet mit hoher Affinität an VEGF und fängt dieses ab, bevor es an den Rezeptor binden 

kann (Veronese und O’Dwyer, 2004). In weiteren klinischen Studien werden Inhibitoren der 

Tyrosin-Kinase des VEGF Rezeptors untersucht, z. B. der selektive Inhibitor SU 5416 

(Semaxanib) (Kuenen et al., 2002) und der unselektive Inhibitor SU 6668 (Laird et al., 2000). 

Weiter wird versucht Inhibitoren der Matrixmetallproteinasen zu finden bzw. zu entwickeln. 

Z. B. werden klinische Studien mit Neovastat durchgeführt, einem unspezifischen Inhibitor 

von Matrixmetallproteinasen, der aus dem Knorpel von Haifischen gewonnen wird (Coussens 

et al., 2002). Insgesamt befinden sich nach einer Statistik des US-amerikanischen National 
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Cancer Institute über 50 Substanzen in klinischen Prüfungen bis zur Phase III, meist als 

Zusatz zu Standard-Therapieschemata.  

Inhibitoren der Angiogenese wirken in der Regel nur zytostatisch. Am Rand des Tumors gibt 

es auch Bereiche, die von bestehenden Blutgefäßen versorgt werden und mit Hemmstoffen 

der Angiogenese nicht erreicht werden können. Deshalb ist es sinnvoll eine solche Therapie  

mit anderen zu kombinieren.  

2.3.4. Vaskuläres Targeting 

Einen anderen Ansatz stellt die vaskuläre Therapie dar. Mit dieser sollen die neu gebildeten 

Blutgefäße zerstört werden. Dieses kann z. B. mit zytotoxischen Substanzen erreicht werden, 

die an endothelzellspezifische Liganden gekoppelt werden. Gegenüber dem zielgerichteten 

Transport von solchen Substanzen zu den Tumorzellen weist ein solcher Ansatz zusätzlich zu 

den unter 2.3.3. genannten Vorteilen einer antiangiogenen Therapie weitere auf: 1) Die 

Therapeutika müssen die Blutgefäße nicht verlassen, um ihr Ziel zu erreichen. 2) Die 

Endothelzellen werden nicht wie die Tumorzellen durch einen erhöhten Druck, wie er im 

Inneren von Tumoren herrscht, abgeschirmt. 3) Da von einem Blutgefäß viele Tumorzellen 

versorgt werden, ist durch die Zerstörung eines Blutgefäßes die Vernichtung von vielen 

Tumorzellen möglich. 

Olson et al. (1997) koppelten das Diphtherie-Toxin an rekombinantes VEGF und konnten mit 

diesem Konjugat im Vergleich zu freiem Toxin mittels in vivo-Studien ein signifikant 

reduziertes Tumorwachstum beobachten. Einen solchen verstärkten Anti-Tumoreffekt 

beobachteten ebenfalls Arap et al. (1998) bei Mäusen mit Brusttumoren, die sie mit 

Doxorubizin, das entweder an ein Integrin-bindendes RGD-Peptid oder an ein die 

Aminopeptidase-N bindendes NGR-Peptid gekoppelt war, behandelten.  

Krasnici et al. (2003) benutzen in ihrer Studie kationische Liposomen als zielgerichtetes 

Transportmittel für Zytostatika zum Tumorendothel. Mittels intravitaler Mikroskopie konnte 

diese Gruppe nachweisen, daß die kationischen Liposomen im Vergleich zu neutralen und 

anionischen Liposomen fast ausschließlich von den Endothelzellen aufgenommen wurden. 

Diese Akkumulation wurde auf die positive Ladung der Liposomen zurückgeführt. Miller  

et al. (1998) untersuchten die Bindung und Aufnahme von Liposomen in Abhängigkeit von 

der Ladung und konnten zeigen, daß kationische Liposomen auf Grund ihrer Ladung verstärkt 
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und unspezifisch an Zellen binden und aufgenommen werden. Der Ansatz von Krasnici et al. 

(2003) ist deshalb kritisch zu bewerten, da die kationischen Liposomen nach intravenöser 

Applikation vermutlich unspezifisch auch an andere Zellen im Körper binden werden.  

Auch hier sollten sich durch die Verpackung von zytotoxischen Substanzen in zielgerichtete 

Liposomen dieselben Vorteile ergeben, wie sie in Kapitel 2.3.2. für gegen Tumorzellen 

gerichtete Systeme beschrieben wurden. 

2.3.4.1. Tumorendothelzell-Marker 

In den letzten Jahren wurde verstärkt nach Zielstrukturen für eine vaskuläre Therapie gesucht 

(Halin et al., 2001; Kolonin et al., 2001). Zu den bedeutenden Tumorendothelmarkern 

gehören die Integrine αvβ3 und αvβ5, VEGF, die Matrixmetallproteinasen (Kolonin et al., 

2001) das Prostata-spezifische Membran-Antigen (PSMA) (Horoszewicz et al., 1987; Silver 

et al., 1997), die Extradomäne B (ED-B) von Fibronektin (B-FN) (Zardi et al., 1987; Tarli et 

al., 1999), die Aminopeptidase N (Kolonin et al., 2001) und das Endoglin (Burrows et al., 

1995; Sanchez-Elsner et al., 2002).  

2.3.4.2. Integrine 

Integrine stellen zelluläre Oberflächenrezeptoren dar, über die die Zellen mit der 

extrazellulären Matrix verankert sind. Diese sind Heterodimere, die aus einer α- und einer  

β-Untereinheit bestehen. Es gibt diverse Kombinationen aus 16 verschiedenen α- und  

8 verschiedenen β-Untereinheiten (Kumar et al., 2001). Die Integrine treten mit 

unterschiedlichen Matrixproteinen in Wechselwirkung. Dabei fungieren sie als Rezeptoren für 

die Peptidsequenz RGD (Arginin-Glycin-Aspartat) der Matrixproteine. Auf proliferienden 

Endothelzellen werden die Integrine αVβ3 und αVβ5 überexprimiert, die Rezeptoren für das 

Matrixprotein Vitronectin darstellen. Diese werden auf ruhenden Endothelzellen so gut wie 

gar nicht exprimiert. Darüber hinaus wurden sie auf verschiedenen Tumorzellen, z. B. auf 

metastasierenden Melanomzellen, gefunden (Conforti et al., 1992; Gehlsen et al., 1992). Um 

die Angiogenese zu unterbinden, wurden diverse Inhibitoren benutzt: Es sind viele 
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verschiedene lineare und cyclische Peptide mit einer RGD-Sequenz erzeugt worden, die eine 

Bindung von Endothelzellen an Matrixproteine in vitro und in vivo inhibieren konnten. Als 

besonders potent erwies sich das cyclische Peptid ACDCRGDCFCG, das zwei 

Disulfidbrücken aufweist (Gehlsen et al., 1988; Koivunen et al., 1995). Auch der 

humanisierte monoklonale Antikörper Vitaxin®, ein Antagonist des αVβ3 Integrin-Rezeptors, 

zeigte eine Inhibierung der Angiogenese (Gutheil et al., 2000). Harvie et al. (2003) 

verwendeten das cyclische Peptid ACDCRGDCFCG als Zielsteuerungsmotiv für Lipid-

Protamin-DNA Komplexe. Sie erreichten bei Transfektionsversuchen mit MDA-MB-231 

Zellen, die die Integrine αVβ3 und αVβ5 überexprimieren, eine 100-fach höhere Effizienz als 

mit den gleichen Lipopolyplexen ohne RGD-Peptid. Zarovni et al. (2004) koppelten die für 

TNF-α codierende DNA an ein RGD-Peptid und konnten in vivo im Gegensatz zum freien 

Plasmid eine Inhibition des Tumorwachstums nachweisen.  

2.3.4.3. Endoglin  

Der transformierende Wachstumsfaktor TGF-β ist ein Zytokin und an der Steuerung der 

Angiogenese, der Wundheilung, von Immunfunktionen und Proliferations- und 

Differenzierungsprozessen der Hautzellen beteiligt. Der TGF-β  Rezeptor besteht aus dem 

Typ-1 und -2. Das TGF-β, ein Polypeptid, bindet zunächst an den Typ-2 Rezeptor und erst 

danach an den Typ-1 Rezeptor. Es kommt nur zur Auslösung von Folgeprozessen, wenn 

beide Rezeptoren sich durch die Überbrückung mit TGF-β zu einem Komplex 

zusammenlagern. Dies bezeichnet man als sequenziellen Bindungsmodus (Attisano et al., 

1993). Danach erfolgt eine Autophosphorylierung des Typ-2 Rezeptors an Serin- und 

Threoninresten, wodurch eine Kinaseaktivität induziert wird, die dann zur 

Phosphorylierungen wieder an Serin- und Threoninresten des Typ-1 Rezeptors führt. Dadurch 

können sich verschiedene „Smad“-Proteine an den Typ-1 Rezeptor anlagern und so 

intrazellulär die Signale weiter übertragen (Wrana et al., 2000). Das Endoglin (CD 105), ein 

homodimeres Transmembran-Glykoprotein, ist eine akzessorische Komponente des TGF-β 

Rezeptors, das in den Endothelien den Zutritt des TGF-β an den Typ-2 Rezeptor unterstützt. 

Es weist ein Molekulargewicht von ca. 180 kDa auf und besteht aus zwei identischen 

Untereinheiten, die über Disulfid-Brücken miteinander verbunden sind (Gougos und Letarte, 

1988). Die Sequenzhomologie zwischen humanem und murinem Endoglin liegt bei 71%  
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(Ge und Butcher, 1994). Vermutlich wird der weitere Signalweg durch das Endoglin 

beeinflußt. Endoglin wird auf proliferierenden Endothelzellen, die z. B. bei der Angiogenese 

von Tumoren zu finden sind, stark überexprimiert (Miller et al., 1999). Allerdings findet man 

eine schwache Endoglinexpression auch auf verschiedenen anderen Zellen, so z. B. auf 

Endothelzellen vieler Organe (Gougos und Letarte, 1988), vaskulären Muskelzellen  

(Adam et al., 1998) und Makrophagen (Lastres et al., 1992). Erhöhte Mengen von Endoglin 

wurden z. B. auf Blutgefäßen, die Prostata- sowie Brusttumoren und Melanome versorgten, 

gefunden (Liu et al., 2002; Bodey et al., 1998; Dawn und MacKie, 2002). Da im Serum von 

gesunden als auch an einem Tumor erkrankten Personen eine lösliche Form des Endoglins 

nachgewiesen werden kann (Wang et al., 1994), findet das Endoglin auch als Tumormarker 

Verwendung. Eine hohe Konzentration weist auf Metastasen und eine schlechte Prognose hin. 

Anti-Endoglin Antikörper werden zur Darstellung der Dichte der tumorversorgenden 

Blutgefäße eingesetzt. Es zeigte sich, daß eine hohe Dichte mit einer kürzeren 

progressionsfreien Zeit und kürzeren Gesamtüberlebenszeit bei vielen verschiedenen 

Tumoren korreliert (Takahashi et al., 2001).   

Darüber hinaus wurden mit anti-Endoglin Antikörpern therapeutische Systeme erzeugt:  

Immuntoxine wurden an derartige Antikörper gekoppelt und es konnte ein starker Anti-

Tumoreffekt in vivo bei der Behandlung von Mäusen mit Brusttumoren nachgewiesen werden 

(Seon et al., 1997; Matsuno et al., 1999). Ebenso wurde das Tumorwachstum von soliden 

Tumoren bei Mäusen durch die Behandlung mit anti-Endoglin Antikörpern, an die 125Iod 

gebunden war, gestoppt (Tabata et al., 1999). 
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2.4. Liposomen 

Liposomen sind hohlkugelförmige Lipidvesikel mit einem wässrigen Kern. Sie wurden zuerst 

von Bangham 1965 (Bangham et al., 1965) beschrieben und von Sessa 1968 zum ersten Mal 

als Liposomen bezeichnet (Sessa und Weissmann, 1968). Nach ihrer Entdeckung dienten sie 

als Modellmembran und wurden physikochemisch charakterisiert (Bangham, 1968). Erst ein 

Jahrzehnt später wurde ihr Potenzial als Arzneistoffträgersystem erkannt und seitdem stetig 

weiterentwickelt (Greogoriadis et al., 1974; Papahadjopoulos und Vail, 1978). Liposomen 

entstehen aus der Selbstassoziation von amphiphilen Molekülen im wässrigen Medium. Dabei 

handelt es sich meistens um Phospholipide, die in Phosphoglyzeride und Sphingolipide 

unterteilt werden können. Diese findet man im Organismus als physiologischen Bestandteil 

von Zellmembranen. Bei den Phosphoglyzeriden sind zwei Hydroxylgruppen des Glycerins 

mit Fettsäureketten verestert und die dritte ist über eine Phosphatgruppe mit einer polaren 

Kopfgruppe verbunden (Abb. 2-3). Bei den gesättigten oder ungesättigten Fettsäureketten, die 

gewöhnlich eine gerade Anzahl von Kohlenstoffatomen enthalten, handelt es sich meist um 

Ölsäure, Stearinsäure, Palmitinsäure, Myristinsäure und Laurinsäure. Die polaren 

Kopfgruppen werden meist von Cholin, Ethanolamin, Serin, Phosphatsäure, Glycerol und 

Inositol gebildet. 

 

 

Glycerol Fettsäureketten 

Phosphat 

Cholin 

 

 

 
 

Abb. 2-3: Struktur von Phosphoglyzeriden: Hier dargestellt ist 1,2-Distearoyl-sn-glyzero-3-
phosphatidylcholin. Als Gerüst dient bei allen Phosphoglyzeriden Glycerol, zwei Hydroxylgruppen sind hier mit 
Stearinsäure (lipophile Fettsäureketten) und die dritte ist mit Phosphatidylcholin verestert. 

Die Sphingolipide enthalten keine Glycerin-Einheit, an dessen Stelle tritt Sphingosin, ein 

Aminoalkohol mit einer langen, ungesättigten Kohlenwasserstoffkette (Abb. 2.4). Dabei ist 

die Aminogruppe des Sphingosins durch eine Amidbindung mit einer Fettsäure verknüpft und 
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die polare Kopfgruppe ist über eine Phosphatgruppe mit der primären Hydroxylgruppe des 

Sphingosins verbunden. Beim Sphingomyelin besteht die Kopfgruppe aus Phosphorylcholin. 

 

 Sphingosan 

Fettsäurekette  Phosphat 

  Cholin 

 

 

 

 

 
Abb. 2-4: Struktur von Sphingolipiden: Anstatt des Glycerins enthalten Sphingolipide den Aminoalkohol 
Sphingosan, der eine ungesättigte Kohlenwasserstoffkette enthält. Über eine Amidbindung ist eine zweite 
Fettsäure verknüpft und die primäre Hydroxylgruppe ist im Fall des hier dargestellten Sphingomyelins mit 
Phosphorylcholin verestert. Die Sphingolipide sind mit verschiedenen gesättigten und ungesättigten 
Fettsäureketten verknüpft.  

Die natürlichen Phospholipide (z. B. aus Soja und Eigelb) weisen eine Mischung aus 

verschiedenen Fettsäureketten auf. Es besteht aber die Möglichkeit die einzelnen Fraktionen 

chemisch zu synthetisieren. So können Phospholipide mit definierten Fettsäureketten 

dargestellt werden. Darüber hinaus wurden auch künstliche Lipide synthetisiert, die meist 

postiv geladene Kopfgruppen (z B. DOTAP und DOTMA) tragen und zur Kondensation von 

DNA verwendet werden (Felgner et al., 1994; Liu et al., 2003). Die Phospholipide lagern sich 

bei der Assoziation im wässrigen Medium zu Phospholipiddoppelschichten zusammen. In 

einer Doppelschicht richten sich die lipophilen Fettsäureketten gegeneinander nach innen aus 

und die hydrophilen Kopfgruppen ragen nach außen (New, 1989). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Abb. 2-5: Struktur eines Liposoms: Hier ist ein unilamellares Liposom dargestellt. Die Hülle wird von einer 
Lipiddoppelschicht (Bilayer), die aus Phospholipiden besteht, gebildet. In dieser richten sich die lipophilen 
Fettsäureketten gegeneinander nach innen aus und die hydrophilen Kopfgruppen ragen in Richtung der inneren 
und äußeren wässrigen Phase. Oftmals wird Cholesterol mit in die Doppelschicht eingebaut. 
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Oftmals wird Cholesterol, das ebenfalls Bestandteil von Biomembranen ist, mit in Liposomen 

eingebaut (Abb. 2-6). Die Hydroxylgruppe des Cholesterols orientiert sich dabei in Richtung 

der polaren Kopfgruppen der Phospholipide. Cholesterol senkt die Temperatur für den 

Phasenübergang vom gelartigen zum flüssigen bzw. flüssig-kristallinen Zustand der 

liposomalen Membran und verändert deren Permeabilität und Fluidität: Diese Eigenschaften 

werden unterhalb der Phasenübergangstemperatur erhöht und oberhalb erniedrigt 

(Hermanson, 1996). So wird durch das Cholesterol die Membranpermeabilität für 

Inhaltsstoffe verringert und die Lagerstabilität erhöht. Cholesterol erhöht auch die Stabilität  

in vivo, indem es das Ausmaß des Austausches von Phospholipiden mit Lipoproteinen 

reduziert. Falls die Phasenübergangstemperatur der liposomalen Membran durch den Zusatz 

von Cholesterol unter die Raumtemperatur gesenkt werden kann, müssen solche 

Formulierungen nicht bei erhöhten Temperaturen im Wasserbad extrudiert werden. 

 

 

 

 

 

  
 

Abb. 2-6: Strukturformel von Cholesterol. Cholesterol wird oftmals zur Erhöhung der Stabilität mit in die 
liposomale Membran eingebaut. 

Die liposomalen Bestandteile werden auch oftmals in Gruppen nach ihrer Ladung bei 

physiologischem pH-Wert eingeteilt: Zu der neutralen Gruppe gehören Phosphatidylcholine, 

Phosphatidylethanolamine und das Sphingomyelin. Bei diesen Phospholipiden wird die 

negative Ladung der Phosphatgruppe von der positiven Ladung der Kopfgruppe ausgeglichen. 

Ebenfalls neutral ist das Cholesterol. Negativ geladen sind die Phosphatidylserine, die 

zusätzlich zur negativen Ladung der Phosphatgruppe eine negative Ladung an der 

Kopfgruppe tragen und die Phosphatidylglycerole, die neben der negativen geladenen 

Phosphatgruppe eine neutrale Kopfgruppe aufweisen. Dagegen sind viele synthetische Lipide 

positiv geladen.  

Die Größe der Liposomen ist abhängig von den liposomalen Bestandteilen und der 

Herstellungsmethode. Man unterscheidet zwischen unilamellaren und multilamellaren 

Liposomen: Erstere bestehen nur aus einer Phopholipiddoppelschicht, dabei weisen kleine 
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unilamellare Liposomen (SUV) einen Durchmesser von weniger als 100 nm auf, bei großen 

unilamellaren Liposomen (LUV) kann der Durchmesser bis über 1 µm ansteigen. 

Multilamellare Liposomen (MLV) bestehen dagegen aus mehreren konzentrisch angeordneten  

Phospholipiddoppelschichten mit dazwischen liegenden wässrigen Schichten (Gregoriadis, 

2003). 

Die physikochemischen Eigenschaften wie z. B. Ladung, Stabilität und die Permeabilität für 

Inhaltsstoffe sind von den einzelnen Bestandteilen abhängig (Allison und Greogoriadis, 1974; 

Alving, 1987; Therien und Shahum, 1989). Der Einbau von Sphingomyelin in Liposomen 

führt z. B. zu einer rigideren Struktur der Doppelschicht.        Dadurch wird die Permeabilität 

für Inhaltsstoffe reduziert und solche Liposomen zeigen in vivo eine verlängerte Verweildauer 

im Blutkreislauf. Dieses ist vermutlich zum einen auf die größere Stabilität des 

Sphingomyelins verglichen mit Phosphoglyzeriden gegenüber Hydrolyse (die Fettsäureketten 

sind nicht über eine hydrolyselabile Esterbindung mit dem Sphingosin verknüpft) und zum 

anderen auf die Fähigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zurückzuführen 

(Webb et al., 1995; Allen und Chonn, 1987; Gregoriadis und Senior, 1980). 

Allerdings zeigte sich, daß sich an systemisch applizierte Liposomen - abhängig von den 

liposomalen Bestandteilen - Opsonine anheften, die dafür verantwortlich sind, daß die 

Liposomen von den Zellen des retikuloendothelialen Systems (RES) als fremd erkannt 

werden und von diesen aus dem Blutkreislauf entfernt werden (Gabizon et al., 1990; 

Harashima et al., 1993). Die Stabilität von Liposomen und die Blutverweildauer konnten 

durch den Einbau von Polyethylenglykol(PEG)ketten (Allen et al., 1989; Klibanov et al., 

1991) und von glykosylierten Lipiden (Allen und Chonn, 1987) in die liposomale Membran 

erhöht werden. Durch die PEG-Ketten wird die liposomale Oberfläche abgeschirmt, so daß 

diese vor einer Opsonierung geschützt wird (Torchilin, 1996). Aber auch PEG-ylierte 

Liposomen scheinen nicht völlig unsichtbar im Körper zirkulieren zu können: Bendas et al. 

(2003) injizierten im Abstand von 14 Tagen PEG-ylierte Liposomen in Ratten und konnten 

zeigen, daß sich die Verweildauer im Blut nach der zweiten Injektion schon deutlich 

reduzierte und die Aufnahme in Leberzellen erhöht war.  
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2.4.1. Charakterisierung von Liposomen 

Ein routinemäßiges Verfahren zur Messung der Größen von Liposomen stellt die 

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) dar. Mit diesem Verfahren können Durchmesser 

von Teilchen im Größenbereich von ca. 5 nm bis ca. 5 µm bestimmt werden. Das Verfahren 

beruht auf der Streuung von Licht an Teilchen, die sich ausschließlich auf Grund der 

Brown´schen Molekularbewegung in einem Dispersionsmittel bewegen. Da sich kleinere 

Teilchen schneller bewegen als größere kommt es bei diesen zu schnelleren 

Intensitätsschwankungen des Streulichts. Durch die Geschwindigkeit der 

Intensitätsschwankungen ist es mittels des Diffusionskoeffizienten D und einer 

Korrelationsfunktion möglich die mittleren Durchmesser der Teilchen (ZAve) zu bestimmen. 

Neben dem Durchmesser der Teilchen, kann der Polydispersitätsindex (PI) mittels einer 

Kumulanten-Analyse ermittelt werden. Dieser Wert ist ein Maß für die Breite der 

Teilchengrößenverteilung. Für monodisperse Proben liegt er nach Müller (1996) im Bereich 

zwischen 0,03 und 0,06, eng verteilte Proben weisen Werte zwischen 0,10 und 0,20 und breit 

verteilte Werte zwischen 0,25 und 0,5 auf.  

Einen anderen wichtigen Parameter zur Charakterisierung von Liposomen stellt das 

Zetapotential dar. Falls Partikel in ionenhaltigen Lösungen dispergiert werden, können diese 

an der Oberfläche in einer festgebundenen flüssigen Schicht adsorbiert werden und verändern 

auf diese Weise die Ladung der Partikel. Die dadurch entstandene Potentialdifferenz zwischen 

der Oberfläche der festgebundenen flüssigen Schicht eines Partikels und dem Neutralbereich 

der Lösung bezeichnet man als Zetapotential. Das Zetapotential hat für die Stabilität von 

Systemen, die dispergierte Partikel enthalten, praktische Bedeutung. Dessen Größe bestimmt 

das Ausmaß der Abstoßung zwischen gleich geladenen Teilchen. Standardmäßig kann das 

Zetapotential mittels einer Laserstreulichtmethode (Laser-Doppler-Anemometrie) ermittelt 

werden. Dabei befinden sich die Liposomen in einem elektrischen Feld und deren 

Wanderungsgeschwindigkeit ist proportional zum Zetapotential und der angelegten 

Feldstärke. Um das Zetapotential von Partikeln miteinander vergleichen zu können, müssen 

die Wanderungsgeschwindigkeiten bei identischer Feldstärke ermittelt werden. Das 

Meßprinzip beruht darauf, daß zwei gekreuzte Laserstrahlen ein Interferenzstreifenmuster 

bekannter Dimension erzeugen und durchwandernde Teilchen Lichtblitze in regelmäßigem 

Takt abgeben, woraus die elektrophoretische Geschwindigkeit abgeleitet werden kann 

(Müller, 1995).  
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2.5. Liposomen als Arzneistoffträgersystem 

Liposomen sind im allgemeinen gut biokompatibel, da sie meistens aus Bestandteilen, die 

auch im menschlichen Organismus vorkommen, bestehen. Deshalb sind sie und ihre 

Metabolite im Körper abbaubar und zeigen nur eine geringe Toxizität (Parnham und Wetzig, 

1993). Da Liposomen im Inneren eine hydrophile Phase und in der Membran eine lipophile 

Phase besitzen, lassen sich sowohl hydrophile als auch hydrophobe Substanzen verpacken, 

die sich in der jeweiligen Phase anreichern. Für schwach basische bzw. saure Substanzen 

wurden spezielle Beladungstechniken, wie z. B. das Remote-Loading Verfahren mittels eines 

pH-Gradienten, entwickelt (Mayer et al., 1986; Allen, 1998). Durch die Verpackung in 

Liposomen sind Arzneistoffe (z. B. Zytostatika, Antibiotika und Impfstoffe) weitgehend vor 

einem schnellen Abbau im Blutkreislauf geschützt und können über einen langen Zeitraum 

zirkulieren. Zusammenfassend können Liposomen als ein Depot-System mit kontrollierter 

Freisetzung der verpackten Inhaltstoffe beschrieben werden (Gregoriadis, 1993; Greogoriadis 

und Florence, 1993). Durch die Verpackung von Substanzen in Liposomen können außerdem 

deren Nebenwirkungen reduziert werden. So konnte die Toxizität von in Liposomen 

verpacktem Amphotericin B (AmBisome®) um den Faktor 50-70 erniedrigt werden (Adler-

Moore, 1994). Darüber hinaus besitzen Liposomen eine große Beladungskapazität (Allen, 

1998). Bei einer optimalen liposomalen Formulierung sollte einerseits die verpackte Substanz 

während der Zirkulation in den Liposomen verbleiben (Gabizon und Papahadjopoulos, 1988) 

und andererseits muß sie aber so instabil sein, daß der Inhalt im Zielgewebe freigesetzt 

werden kann (Drummond et al., 1999).  

2.5.1. Liposomen in der Tumortherapie 

Für die Verpackung von Zytostatika zur Behandlung von malignen Erkrankungen scheinen 

Liposomen besonders geeignet zu sein. Um einen starken Anti-Tumoreffekt zu erzielen, ist es 

notwendig, daß Zytostatika über einen möglichst langen Zeitraum und in einer hohen Dosis 

appliziert werden (Livingston, 1994). Bei der Applikation von Zytostatika in freier Form 

stehen diesen Forderungen die dosislimitierenden Nebenwirkungen gegenüber. Infolge einer 

Chemotherapie mit Anthrazyklinen (z. B. Doxorubizin und Daunorubizin) ist deren 
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Kumulation im Herzgewebe und die daraus resultierende Kardiotoxizität dosislimitierend. Zu 

den weiteren bedeutenden Nebenwirkungen gehören die Knochenmarksdepression, 

Stomatitis, Übelkeit/Erbrechen und Alopezie (Minow und Gottlieb, 1975). Diese 

Nebenwirkungen konnten durch die Verpackung von Doxorubizin in Liposomen stark 

reduziert werden und es konnte nachgewiesen werden, daß Liposomen im Tumorgewebe in 

hoher Konzentration  akkumulieren (Mayew und Papahadjopoulos, 1983; Legha et al., 1982). 

Dort wird das Doxorubizin aus den Liposomen freigesetzt und von den Tumorzellen 

aufgenommen. Diese Akkumulation wird als passive Zielsteuerung bezeichnet und ist auf den 

EPR-Effekt  („Enhanced Permeability and Retention Effect“) zurückzuführen (Matsumura 

und Maeda, 1986; Maeda und Matsumura, 1989): Die Liposomen gelangen durch 

existierende Lücken in den neu gebildeten Blutgefäßen ins Tumorgewebe und akkumulieren 

dort auf Grund eines gestörten Lymphabflusses. Yuan et al. (1995) konnten in ihrer in vitro-

Studie mit PEG-ylierten Liposomen zeigen, daß die Blutgefäße, die einen Tumor versorgen, 

für diese bis zu einer Größe von 400 nm Durchmesser durchlässig sind. Zugelassen sind die 

liposomalen Formulierungen Caelix® bzw. Doxil®, bei denen Doxorubizin in PEG-ylierte 

Liposomen verpackt wurde. In über 20 klinischen Studien an Brustkrebspatientinnen konnte 

gezeigt werden, daß liposomal verpacktes Doxorubizin gegenüber nicht verpacktem bei einem 

günstigeren Nebenwirkungsprofil mindestens genauso effektiv ist (O'Shaughnessy, 2003). 

2.6. Zielgerichtete Liposomen in der Tumortherapie  

Um den therapeutischen Effekt von mit Zytostatika beladenen Liposomen noch zu verstärken, 

besteht die Möglichkeit, diese spezifisch zu den Tumorzellen (Tumorzell-Targeting) oder zu 

den Endothelzellen (vaskuläres Targeting) der neu gebildeten Blutgefäße zu lenken und 

bezeichnet dies als aktive Zielsteuerung. Erreicht werden kann dies durch die Kopplung von 

Liganden an die liposomale Oberfläche bzw. durch den Einbau von Ligand-Lipid-Konjugaten 

in die liposomale Membran (Leserman et al., 1980; Torchilin, 2000; Metselaar et al., 2002). 

Zielgerichtete Liposomen, die Antikörper oder Antikörperfragmente als Liganden tragen, 

werden als Immunliposomen bezeichnet. Der Anti-Tumoreffekt von Zytostatika kann durch 

die Verpackung in zielgerichtete Liposomen weiter verstärkt werden, da dies zu einer 

erhöhten Tumorakkumulation und einer verstärkten Aufnahme in die Zellen führen sollte. 

Durch die erhöhte Selektivität können gleichzeitig die Nebenwirkungen weiter reduziert 
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werden. (Mastrobattista et al., 1999). Um mit zielgerichteten Liposomen einen verstärkten 

und möglichst selektiven Anti-Tumoreffekt zu erzielen, müssen diese mehrere Bedingungen 

erfüllen: Die Liposomen müssen möglichst lange im Blutkreislauf zirkulieren und sollten 

klein (< 100 nm) sein (Wu et al., 1993; Huang et al., 1992). Der Forderung nach einer langen 

Verweildauer im Blut stehen oftmals Eigenschaften der Liganden (siehe 2.7.) und der 

Kopplungslipide gegenüber (siehe 2.8.). Durch die Verwendung von PEG kann die 

Zirkulationsdauer verlängert werden (siehe 2.8.). Darüber hinaus kann die Blutkinetik und die 

Selektivität von zielgerichteten Liposomen durch die Kopplungslipide negativ beeinflußt 

werden (siehe 2.8.). Für einen verstärkten Anti-Tumoreffekt müssen die zielgerichteten 

Liposomen von den Tumorzellen aufgenommen werden. Um dies zu gewährleisten, müssen 

einerseits Liganden verwendet werden, die nach der Bindung an die Zielstruktur internalisiert 

werden und andererseits dürfen sie ihre Aktivität durch die Kopplung an Lipide nicht 

verlieren (siehe 2.8.). Falls die Aufnahme in die Zielzellen über den Weg der 

rezeptorvermittelten Endozytose verläuft, muß der inkorporierte Wirkstoff in den Endosomen 

gegenüber einem pH-Wert von ca. 5 stabil sein und muß diese auch wieder verlassen können 

(Lee et al., 1998).  

In vielen verschiedenen Studien wurden zielgerichteten liposomale Systemen untersucht:  

Mittels in vitro-Aufnahme- und Bindungsstudien konnten viele Gruppen nachweisen, daß 

zielgerichtete Liposomen von den jeweiligen Zielzellen durch rezeptorvermittelte Endozytose 

aufgenommen wurden. Die Liposomen waren u. a. gegen verschiedene Rezeptoren aus der 

EGF Familie, gegen den Transferrin-Rezeptor, gegen die Integrine und gegen den Folat-

Rezeptor gerichtet (Allen et al., 1995; Ishii et al., 1989; Kirpotin et al., 1997; Lee und Low, 

1994; Mamot et al., 2003; Nielsen et al., 2002; Sarti et al., 1996; Schiffelers et al., 2003). 

Mittels in vivo-Studien konnte ein verstärkter Anti-Tumoreffekt für viele verschiedene 

zielgerichtete liposomale Systeme nachgewiesen werden. Nielsen et al. (2002) koppelten  

z. B. ein gegen den ErbB-2-Rezeptor gerichtetes scFv-Fragment an mit Doxorubizin beladene 

Liposomen und konnten eine Tumorregression beobachten, die im Vergleich zu den gleichen 

Liposomen ohne Zielsteuerung signifikant stärker war. In der Studie von Sapra et al. (2004) 

konnte gezeigt werden, daß Mäuse mit einem B-Zell-Lymphom durch die Behandlung mit  

Liposomen, die mittels eines monoklonalen Antikörpers bzw. eines Fab'-Fragments gegen das 

CD19 Antigen gerichtet waren, im Vergleich zu den gleichen Liposomen ohne Zielsteuerung 

signifikant länger lebten. Schiffelers et al. (2003) koppelten z. B. ein cyclisches RGD-Peptid 

an PEG-ylierte Liposomen, die mit Doxorubizin beladen waren. Sie wiesen mit dieser 

Formulierung eine verstärkte Tumorregression nach.  
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2.7. Liganden 

Als liposomale Liganden für die zielgerichtete Tumortherapie wurden u. a. Antikörper (Heath 

et al., 1984; Allen et al., 1995; Hansen et al., 1995); Fab' - Fragmente (Park et al., 1997); 

scFv-Fragmente (Marty et al., 2002; Völkel et al., 2004; Demirovic et al., 2005); Proteine,  

z. B. EGF (Kikuchi et al., 1996; Kullberg et al., 2005) und Transferrin (Sarti et al., 1996); 

Peptide, z. B. RGD-Peptide (Oku et al., 1996; Gyongyossy-Issa et al., 1998; Fahr et al., 2002; 

Schiffelers et al., 2003; Dubey et al., 2004), Vitamine, z. B. Folat (Lee und Low, 1994) und 

Kohlenhydrate, z. B. Galactose (Hashida et al., 2001), verwendet.  

 
Die Verwendung von natürlichen Liganden (z. B. EGF, Transferrin und Folat) weist einige 

Vorteile auf: Diese besitzen auf Grund ihrer Herkunft eine große Bindungsaffinität zu ihren 

Rezeptoren, sind nicht immunogen und können kostengünstig erzeugt werden (Mastrobattista 

et al., 1999). Nachteilig ist, daß deren Struktur oftmals nicht optimal für die Kopplung an 

Liposomen ist. So verfügen diese z. B. über mehrere identische funktionelle Gruppen, über 

die die Kopplung an Liposomen erfolgen kann. Deshalb ist ohne eine Derivatisierung oftmals 

kein gerichtetes und reproduzierbares Kopplungsprodukt darstellbar. 

 

Durch die Entwicklung neuer Techniken, wie z. B. die Hybridom-Technologie zur 

Darstellung monoklonaler Antikörper (Köhler und Milstein, 1975) und der Phage-Display-

Technologie zur Erzeugung von Antikörperfragmenten, Proteinen und Peptiden (Parmley und 

Smith, 1988), ist es möglich, „maßgeschneiderte“ Liganden in Bezug auf die Zielstruktur zu 

generieren.  

Oftmals finden Antikörper und Antikörperfragmente Verwendung als Liganden 

(Mastrobattista et al., 1999). Antikörper (Immunglobuline) sind Glykoproteine, die im 

Organismus von den B-Lymphozyten exprimiert werden und dort als Mediatoren der 

spezifischen humoralen Immunität fungieren. Von Vorteil ist, daß Antikörper im allgemeinen 

über eine hohe Affinität zu den Antigenen verfügen. Diese bestehen aus zwei identischen 

leichten und zwei identischen schweren Ketten. Über Disulfidbrücken sind die schweren 

Ketten miteinander verbunden. An jede schwere Kette ist wiederum je eine leichte Kette über 

eine Disulfidbrücke konjugiert. Die schweren Ketten bestehen aus vier, die leichten aus zwei 

Domänen. Jeweils die N-terminalen Domänen beider Ketten bilden die antigenbindenden 

Domänen. Diese enthalten wiederum je drei hypervariable Bereiche („complementarity 
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determining regions“ = CDR´s) aus 10 bis 20 Aminosäuren, die die eigentlichen 

Bindungsstellen für die Antigene ausbilden. Die schweren Ketten verfügen über drei oder vier 

konstante, die leichte Ketten über eine konstante Domäne. Die konstanten Domänen der 

schweren Ketten sind innerhalb der einzelnen Immunglobulin-Subklassen identisch und für 

deren biologische Funktion verantwortlich (Abb. 2-7) (Stryer, 1988).  

 

Mittels der Hybridom-Technologie können Antikörper in großen Mengen hergestellt werden. 

Bei diesen handelt es sich in der Regel um murine monoklonale Antikörper. Liposomen, die 

mit solchen Liganden modifiziert wurden, zeigten eine drastisch reduzierte Blutverweildauer 

nach mehrmaliger Applikation. Dieses ist auf die Bildung von Humanen-Anti-Maus-

Antikörpern (HAMA-Reaktion) zurückzuführen (Frodin et al., 1992).  

Darüber hinaus ist die reduzierte Blutverweildauer von solchen Immunliposomen auch eine 

Folge der Fc-Rezeptor-vermittelten Phagozytose. Normalerweise heften sich Antikörper an 

Stoffe, die vom Körper als fremd erkannt werden. Über ihren Fc-Teil werden sie phagozytiert 

und somit aus dem Blutkreislauf  eliminiert (Derksen et al., 1988). Des weiteren zeigte sich, 

daß an Liposomen gekoppelte Antikörper zu einer stärkeren Immunantwort führten als 

dieselben Antikörper in freier Form (Harding et al., 1997). Vermutlich ist dies entweder auf 

die Präsentation über die liposomale Oberfläche oder aber auf die durch die 

Kopplungsreaktion erfolgte chemische Modifikation zurückzuführen.  

Eine erste Optimierung stellten chimäre Antikörper dar. Bei diesen stammen nur noch die 

variablen Domänen von der Maus und die konstanten Domänen sind humanen Ursprungs. 

Dabei werden die murinen und humanen Bereiche auf DNA-Ebene fusioniert. Allerdings 

führten die verbliebenen murinen Anteile (ca. 30%) wieder zu einer HAMA-Reaktion 

(Brüggemann et al., 1987). Deshalb wurden als nächstes humanisierte Antikörper entwickelt. 

Bei diesen stammen nur noch die CDR´s von der Maus, aber selbst diese sind teilweise immer 

noch immunogen im menschlichen Organismus gewesen (Jones et al., 1986). Zum einen ist es 

mittels gentechnischer Methoden (Phage-Display-Technologie) seit kurzem möglich, 

komplett humane Antikörper zu erzeugen und zum anderen können diese mittels transgener 

Mäuse (Hierfür werden genetisch veränderte Mäuse, die humane Antikörper exprimieren 

können, verwendet. Die Erzeugung der Antikörper erfolgt danach wie bei der  

Hybridom-Technologie.) dargestellt werden (Lonberg und Huszar, 1995). Für eine gerichtete 

Kopplung an Liposomen besitzen Antikörper oftmals keine optimale Struktur, da sie über 

viele identische reaktive Gruppen verfügen. 
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Abb. 2-7: Schematische Darstellung eines IgG1 Antikörpers und der antigenbindenden Fragmente. Die 
Bindung eines Antigens an den Antikörper erfolgt über die variablen Domänen der schweren (VH) und der 
leichten (VL) Ketten. Die Antigenbindestelle wird von je drei hypervariablen Bereichen, den CDR´s, gebildet. 
Nach der Antigenbindung werden weitere biologische Effekte im Körper über die konstanten Domänen des  
Fc-Teils vermittelt. Fab', F(ab')2 und Fv-Fragmente verfügen ebenso wie Antikörper über die Fähigkeit Antigene 
zu binden. Um das nicht-kovalent verbundene Fv-Fragment zu stabilisieren, kann zwischen den beiden variablen 
Domänen eine Aminosäurenkette auf DNA-Ebene eingefügt werden (scFv-Fragment). 

Da für die Antigenbindung nur die variablen Domänen eines Antikörpers verantwortlich sind, 

wurden Methoden entwickelt, um Antikörperfragmente (Abb. 2-7) zu erzeugen. Antikörper 

können durch Proteasen in definierte Fragmente zerlegt werden: Durch Pepsin-Spaltung kann 

das bivalente F(ab')2 Fragment (Jones und Landon, 2002) und durch Verdauung mit Papain 

das monovalente Fab' Fragment (Coleman und Mahler, 2003) erzeugt werden (Fab = 

Fragment antigenbindend). Darüber hinaus können Fab'-Fragmente auf gentechnischem Weg 

in Bakterien dargestellt werden (Better et al., 1988). Immunliposomen, die mit einem Fab' 

Fragment erzeugt wurden, zeigten im Vergleich zu Antikörpern bedingt durch den fehlenden 

Fc-Teil eine wesentlich verlängerte Verweildauer im Blut (Maruyama et al., 1997). 
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Antikörper Fab'-Fragment scFv-Fragment 

Abb. 2-8: Schematischer Vergleich der Größen zwischen Antikörper, Fab'- und scFv-Fragment 

Das kleinste Fragment, das über eine komplette Antigenbindungsstelle verfügt, besteht aus 

den zusammengelagerten variablen Domänen der schweren und der leichten Kette. Dieses 

wird als Fv-Fragment (= variables Fragment) bezeichnet und läßt sich gentechnisch erzeugen 

und in Bakterien exprimieren (Skerra et al., 1988). Nachteilig ist, daß die variablen Domänen 

nicht kovalent miteinander verknüpft sind, sondern nur über schwache hydrophobe 

Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Deshalb wurden Methoden entwickelt, um 

eine kovalente Verbindung zwischen den beiden Domänen herzustellen. Dazu wird meistens  

auf DNA-Ebene eine Sequenz, die für 15-20 Aminosäuren codiert, eingefügt. Über diese 

Aminosäurenkette sind die beiden variablen Domänen kovalent miteinander verbunden und 

man bezeichnet dieses als scFv-Fragment (single-chain Fragment variable) (Bird et al., 1988).  

Für die Erzeugung von Immunliposomen scheinen scFv-Fragmente, besonders wenn sie 

humanen Ursprungs sind, sehr geeignet zu sein: Sie binden mit einer hohen Affinität an die 

Zielstruktur und sind auf Grund ihrer Größe (Abb. 2-8) sowie ihrer Herkunft kaum 

immunogen. Da sie nicht über die konstanten Regionen von Antikörpern verfügen, wird eine 

Fc-Rezeptor vermittelte Phagozytose vermieden. Durch die Phage-Display-Technologie sind 

humane scFv-Fragmente leicht zugänglich und lassen sich verglichen mit humanen 

Antikörpern kostengünstig und in hoher Effizienz, z. B. durch bakterielle Fermentation, 

erzeugen. Darüber hinaus besteht die Möglichkeit, scFv-Fragmente relativ einfach auf DNA-

Ebene mittels gentechnischer Methoden für eine gerichtete Kopplungsreaktion zu 

derivatisieren. So besteht die Möglichkeit, scFv-Fragmente mit Cysteinen zu modifizieren, 
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um sie über deren Thiol-Gruppen an Liposomen zu koppeln (Marty et al., 2002; Nielsen et al., 

2002; Marty und Schwendener, 2005).   

Peptide weisen dagegen den Vorteil auf, daß sie im Gegensatz zu Antikörpern, 

Antikörperfragmenten und Proteinen mittels chemischer Synthese dargestellt werden können. 

Dies sollte im Hinblick auf ein späteres up-scaling betrachtet werden, da die Erzeugung von 

Liganden in biologischen Systemen in Bezug auf eine GMP-gerechte Herstellung 

aufwändiger ist. Darüber hinaus sind sie auf Grund ihrer Größe relativ leicht für eine 

gerichtete Kopplungsreaktion zu derivatisieren. Peptide werden im Vergleich mit Antikörpern 

nur in geringem Ausmaß von Zellen des retikulo-endothelialen Systems aufgenommen. 

Deshalb besteht die Hoffnung, daß liposomale Systeme mit Peptiden als 

Zielsteuerungsmotiven in großen Mengen im Tumorgewebe akkumulieren (Aina et al., 2002). 

Allerdings verfügen Peptide meist nicht über dieselbe Affinität wie Antikörper zu ihren 

Zielstrukturen (Kodadek et al., 2004). Um dies zu optimieren, könnten zwei verschiedene 

Peptid-Liganden, die gegen dieselbe Zielstruktur gerichtet sind, chemisch gekoppelt werden. 

Solche bivalente Liganden sollten eine erhöhte Affinität zu ihren Zielstrukturen aufweisen. 

2.8. Erzeugung von zielgerichteten Liposomen 

Es bestehen verschiedene Methoden, Liganden auf der Oberfläche von Liposomen zu 

verankern. Meistens werden dazu spezielle Lipide, die über aktive chemische Gruppen 

verfügen, in die liposomale Membran eingebaut. Beim Einbau von Kopplungslipiden in 

Liposomen orientieren sich statistisch die Hälfte in die innere hydrophile Phase, nur die 

andere Hälfte wird auf der Oberfläche präsentiert und steht für die Kopplungsreaktion zur 

Verfügung. Bei diesen handelt es sich z. B. um 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-

Phosphoethanolamin-N-Glutaryl (N-Glut-PE), das über eine Carbonsäurefunktion verfügt und 

die Maleimid-haltigen Kopplungslipide 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoetanolamin-N-

[4-(p-maleimidophenyl)butyramid] (MPB-PE) bzw. 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-

Phosphoetanolamin-N-[4-(p-maleimidomethyl)cyclohexan-carboxamid] (MCC-PE). Da die 

reaktiven Gruppen dieser Kopplungslipide nicht über die Liposomenoberfläche hinausragen, 

sind die gekoppelten Liganden direkt auf der liposomalen Oberfläche lokalisiert. Dieses kann 

deren Fähigkeit reduzieren optimal mit den Antigenen in Wechselwirkung zu treten.  
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Die nach der Kopplungsreaktion unkonjugierten Lipide können immunogen wirken und zu 

einer unselektiven Zellbindung beitragen (Boeckler et al., 1996). Oftmals sind die 

Kopplungslipide, wie z. B. N-Glut-PE, MPB-PE und MCC-PE, negativ geladen, da der 

negativ geladenen Phosphatgruppe keine positiv geladene Kopfgruppe gegenübersteht.  

Durch diese Eigenschaften kann die Blutverweildauer der Liposomen reduziert werden. Um 

die Verweildauer solcher Liposomen im Blut zu verlängern, besteht die Möglichkeit, PEG-

Ketten in die liposomale Membran einzubauen. Zwar konnte durch diese Methode die 

Blutverweildauer der Liposomen erhöht werden, aber die Abschirmung der Liganden war mit 

einem Aktivitätsverlust der zielgerichteten Liposomen verbunden (Allen, 1994; Mori et al., 

1991; Klibanov et al., 1991). Liganden können aber auch an die Enden von funktionalisierten 

PEG-Ketten gekoppelt werden, wodurch sich diese in einem gewissen Abstand zur 

Liposomenoberfläche befinden (Blume et al., 1993;  Hansen et al., 1995). In einer Studie von 

Allen et al. (1995) zeigte sich aber, daß sich die Verweildauer im Blut solcher PEG-ylierter 

Immunliposomen mit steigender Antikörperdichte stark verringerte. Somit kann durch die 

alleinige Kopplung von Liganden an PEG-Ketten noch kein optimales System erzeugt 

werden. 

Liganden können aber auch zuerst an Lipide gekoppelt werden bzw. es können Ligand-Lipid-

Konjugate (z. B. Lipoproteine) in biologischen Systemen exprimiert werden und danach 

entweder als Konjugate mit den restlichen liposomalen Bestandteilen bei der Herstellung 

zusammengegeben werden (Yagi et al., 2000) oder die Konjugate werden in bestehende 

Liposomen inkorporiert (de Kruif et al., 1996). Letzteres wird als Postinsertionsmethode 

bezeichnet (Iden und Allen, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Abb. 2-9: Liganden auf der Oberfläche eines Liposoms. Als Liganden sind hier Antikörper dargestellt. A) Die 
Antikörper befinden sich direkt auf der Liposomenoberfläche und zeigen keine spezifische Orientierung. B) Um 
die Verweildauer im Blut zu verlängern, sind PEG-Ketten mit in die liposomale Membran eingebaut. C) Die 
Antikörper sind direkt auf der Liposomenoberfläche lokalisiert und zeigen alle dieselbe Orientierung. D) Hier 
sind die Antikörper an das Ende von funktionalisierten PEG-Ketten gekoppelt 
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Die Liganden werden entweder kovalent oder aber nicht-kovalent an Lipide gekoppelt. 

Proteine können z. B. mittels des Biotin-Avidin Systems an Liposomen gebunden werden. 

Bei dieser Methode werden biotinylierte Lipide in die Liposomen eingebaut und auch die 

Liganden werden biotinyliert. Die nicht-kovalente Bindung erfolgt dann über das 

Brückenmolekül Avidin, das über 4 Bindungsstellen für Biotin verfügt (Urdal und Hakomori, 

1980). Nachteilig ist, daß die Liganden durch die notwendige Biotinylierung verändert 

werden können. Des weiteren besteht die Gefahr von Quervernetzungen und Aggregationen 

der Liposomen und Liganden.  

Für die kovalente Konjugation von Liganden wurden verschiedene Methoden entwickelt 

(Hermanson, 1996). Oftmals besteht das Problem, daß der Ligand über mehrere funktionelle 

Gruppen verfügt, über die die Kopplung an ein Lipid erfolgen kann. Dann sind eine gerichtete 

Kopplung und ein reproduzierbares Kopplungsergebnis nicht zu erreichen, da die Liganden 

sich auf der Liposomenoberfläche unterschiedlich orientieren. Besonders problematisch ist es, 

wenn die Kopplung über das aktive Zentrum oder die Bindungsstelle des Liganden erfolgt. 

Als Folge kann die Aktivität des Liganden verringert werden oder er kann die Fähigkeit, 

Antigene zu binden, komplett verlieren.  

Eine häufig verwendete Methode, um Proteine kovalent an die liposomale Oberfläche zu 

binden, ist die Kopplung über eine Thioetherbindung. Dabei erfolgt die Kopplung meistens 

über eine Maleimidgruppe eines Lipids an eine Thiolgruppe des Liganden, hierbei handelt es 

sich um eine nukleophile Addition (Martin et al., 1981; Hansen et al., 1995; Nielsen et al., 

2002). Da in Proteinen die vorhandenen Thiol-Gruppen meistens in ihrer oxidierten Form als 

Disulfid-Brücken vorliegen, müssen diese erst erzeugt werden. Es besteht die Möglichkeit, 

Proteine mit Reagenzien, wie z. B. dem 2-Iminothiolan (Trauts Reagenz) oder SATA, zu 

derivatisieren und so Thiolgruppen zu erzeugen (Vingerhoeds et al., 1996). Dabei werden 

diese Reagenzien an Aminfunktionen des Proteins gekoppelt. Nachteilig ist hier, daß die 

Kopplung der Liganden dann über verschiedene Thiolgruppen verlaufen kann, wodurch keine 

gerichtete Kopplung garantiert werden kann. Alternativ kann gentechnisch ein zusätzliches 

Cystein in Proteine eingefügt werden. Bei der Expression erhält man so ein derivatisiertes 

Protein, das über eine Thiolgruppe verfügt (Zhao et al., 1999; Nielsen et al., 2002). Um die 

Aktivität des Zielsteuerungmotivs zu erhalten, dürfen solche Derivatisierungen nicht am 

aktiven Zentrum oder an der Bindungsstelle des Liganden vorgenommen werden. 

Bei zwei weit verbreiteten kovalenten Kopplungsmethoden erfolgt die Kopplung über eine 

Carbonsäureamidbindung: Zum einen werden N-Glutaryl-Phosphatidylethanolamin-haltige  

(N-Glut-PE) Lipide verwendet, bei denen die Carboxylgruppe mit einem Carbodiimid  
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(z. B. Ethyl-Dimethylaminopropyl Carbodiimid = EDC) aktiviert wird. Die entstandene 

reaktive Gruppe kann in einer nukleophilen Substitution mit einer Aminfunktion des 

Liganden reagieren (Weissig et al., 1986; Bogdanov et al., 1988). Zum anderen werden mit  

N-Hydroxysuccinimid (NHS) modifizierte Lipide benutzt. Mit der NHS-Gruppe reagieren 

ebenfalls Aminfunktionen der Liganden in einer nukleophilen Substitution (Huang et al., 

1980). Von Vorteil bei diesen Methoden ist, daß viele Liganden vor der Kopplung nicht 

modifiziert werden müssen. Da in einem Protein meistens mehrere Aminfunktionen 

vorkommen, ist die Kopplungsreaktion allerdings nicht steuerbar.  
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3. Ziele der Arbeit 

Liposomen sind in der Lage, die pharmakokinetischen Eigenschaften sowie die Stabilität von 

Zytostatika zu verbessern und oft beobachtete Nebenwirkungen dieser Substanzen in der 

Tumortherapie zu verringern. Die Anreicherung in Tumorgeweben erfolgt jedoch rein passiv 

und basiert auf dem EPR-Effekt. Um die Selektivität solcher Trägersysteme für das 

Tumorgewebe zu erhöhen und um damit höhere Dosen von Zytostatika ins Tumorgewebe 

liefern zu können, besteht die Möglichkeit, Liposomen mit Liganden zu modifizieren. So 

können diese zu den Tumorzellen bzw. den Endothelzellen der neu gebildeten 

Tumorblutgefäße gelenkt werden (Sapra und Allen, 2003). Das Ziel der Arbeit bestand darin, 

neue zielgerichtete liposomale Trägersysteme für den Transport von zytotoxischen 

Substanzen ins Tumorgewebe zu erzeugen. Für die Zielsteuerung zu den Endothelzellen 

wurde ein humanes scFv-Fragment, das gegen Endoglin gerichtet ist, und ein gegen die αv-

Integrine gerichtetes RGD-Peptid verwendet. Als ein gegen die Tumorzellen gerichteter 

Ligand wurde ein EGF-Protein benutzt. In der vorliegenden Arbeit sollten zunächst 

verschiedene Kopplungs- bzw. Insertionsmethoden zur Erzeugung zielgerichteter Liposomen 

basierend auf diesen Liganden evaluiert werden. Bei der Entwicklung sollte besonders darauf 

geachtet werden, daß die Eigenschaften der Liposomen durch die Modifikationen nicht 

negativ verändert werden. Dabei war es das Ziel, Systeme mit möglichst einheitlich 

orientierten Liganden zu erzeugen. Mittels in vitro- und in vivo-Studien sollte dann untersucht 

werden, ob die erzeugten zielgerichteten liposomalen Systeme für eine therapeutische 

Verwendung in Frage kommen. Danach sollten die zielgerichteten Liposomen mit dem 

Zytostatikum Doxorubizin beladen und mit diesen untersucht werden, ob die Zielsteuerung zu 

einer erhöhten Zytotoxizität bzw. zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt führt.   

Darüber hinaus wurde das zellzyklusphasenspezifische Zytostatikum Cytarabin in eine neue 

liposomale Formulierung verkapselt. Hier wurde untersucht, ob die liposomale Verpackung 

des Cytarabins zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt führt.  
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4. Ergebnisse 

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene zielgerichtete liposomale Systeme für die 

Zytostatikatherapie von Tumorerkrankungen entwickelt. Zwei dieser liposomalen 

Formulierungen waren gegen neu gebildete Blutgefäße gerichtet, die solide Tumoren mit 

Nährstoffen und Sauerstoff versorgen. Dieses wird als vaskuläre Therapie bezeichnet. Als 

Zielstrukturen auf den Endothelzellen der Blutgefäße dienten zum einen das Endoglin und 

zum anderen die αv-Integrine. Zur Zielsteuerung gegen das Endoglin wurden die Liposomen 

mit einem humanen Antikörperfragment (scFv-Fragment) und gegen die Integrine mit einem 

RGD-Peptid modifiziert. Bei dem dritten liposomalen System waren die Liposomen gegen 

den auf Tumorzellen lokalisierten EGF-Rezeptor gerichtet. Dabei diente als Ligand ein 

humanes und modifiziertes EGF-Protein. Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit das 

Nukleosid-Zytostatikum Cytarabin in Liposomen verpackt. 

 

Da diese Arbeit in einem industriellen Umfeld entstanden ist, wurden verschiedene, in der 

laufenden Entwicklung befindliche liposomale Formulierungen, verwendet. Die Entwicklung 

der patentgeschützten Formulierungen erstreckte sich von den AVE 3, über die AVE 7 und 

AVE 9 bis hin zu den AVE 95. Darüber hinaus wurden Versuche mit klassischen netto-

ungeladenen Lipsomen, z. B. aus Ei-Phosphatidylcholin (EPC) und Cholesterol bestehend, 

durchgeführt. Die Liposomen wurden routinemäßig mit einem Gesamtlipidgehalt von 10 

µmol/ml hergestellt. Um Liganden an bestehende Liposomen zu koppeln, wurden 

standardmäßig  

je 10 mol% von einem der Kopplungslipide in die liposomalen Formulierungen inkorporiert 

(Tab. 4-1). Für Bindungs- und Aufnahmestudien wurden die fluoreszierenden Lipide 

Rhodamin-PE oder NBD-PE in einer Konzentration von 0,3 mol% in die liposomale 

Membran integriert. Standardmäßig wurde für die Erzeugung der zielgerichteten Liposomen 

kein PEG verwendet, da dieses aus patentrechtlichen Gründen innerhalb des industriellen 

Umfeldes nicht genutzt werden konnte. Eine verlängerte Zirkulationsdauer und eine geringere 

Permeabilität konnte aber auch durch die Verwendung von Sphingomyelin in den 

Formulierungen AVE 7, AVE 9 und AVE 95 erreicht werden, da dessen Einbau in 

Liposomen zu einer rigideren Struktur der Doppelschicht führt (Webb et al., 1995; Allen und 

Chonn, 1987; Gregoriadis und Senior, 1980). 
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Chol 33,30 30,00 35,00 31,50 35,00 50,00 31,50 30,00 33,00 29,70 

POPC - - 15,40 13,90 32,10 24,70 28,90 - - - 

DLPE 33,30 30,00 14,70 13,20 14,70 11,30 13,20 30,00 - - 

SM - - 18,20 16,40 18,20 14,00 16,40 - - - 

DOPS 33,30 30,00 16,70 15,00 - - - - - - 

EPC 

oder 

DSPC 

- - 

 

- 

 

- - - 

 

- 

 

30,00 

 

67,00 60,30 

N-Glut-PE 

oder 

MCC-PE 

oder  

MPB-PE 

oder 

NHS-PEG-PE 

- 10,00 - 10,00 - - 10,00 10,00 - 10,00 

 
Tab. 4-1: Zusammensetzungen der Liposomen (Angaben in mol%). Die liposomalen Bestandteile sind in Tab. 
6-3 näher beschrieben. Die „klassische Liposomen“ besteht neben Cholesterol aus EPC oder DSPC. Die 
Formulierungen AVE 4, AVE 8, AVE 10, AVE 14 und die Formulierung „klassische Liposomen + 
Kopplungslipid“ enthalten 10 mol% von einem der folgenden Kopplungslipide: N-Glut-PE, MCC-PE, MPB-PE 
oder NHS-PEG-PE. Zur genauen Beschreibung wird in dieser Arbeit der abgekürzte Name des jeweiligen 
Kopplungslipids an die Bezeichnung der liposomalen Formulierung angehängt (z. B. AVE 10 N-Glut-PE,  
AVE 10 MCC-PE, AVE 10 MPB-PE und AVE 10 NHS-PEG-PE). 
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4.1. Darstellung von Immunliposomen mittels eines scFv-
Fragments 

Ziel dieser Versuche war es, ein zielgerichtetes liposomales System für eine optimierte 

Zytostatikatherapie von soliden Tumorerkrankungen zu entwickeln. Die Immunliposomen 

waren nicht gegen die Tumorzellen selber, sondern gegen die den Tumor versorgenden 

Blutgefäße gerichtet. Zur Zielsteuerung wurden die Liposomen mit Antikörperfragmenten 

modifiziert. Für deren Erzeugung wurde eine komplett synthetische scFv-Phagen-Bibliothek 

hergestellt, aus der Antikörperfragmente für die Endothelzell- und Melanomzell- 

Zielsteuerung gewonnen wurden. Aus der Selektion auf rekombinant exprimiertem, humanem 

Endoglin, wurde das scFv-Fragment A5 isoliert. Dagegen stammt das scFv-Fragment E1.3 

aus einer Selektion, die direkt auf humanen proliferierenden Endothelzellen (humane 

Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) und humane mikrovaskuläre Endothelzellen 

(HDMEC)) und  humanen Melanomzellen (MeWo) durchgeführt wurde (Völkel et al., 2004).   

4.1.1. Kopplung  von scFv-Fragmenten über eine Carbonsäure-
amidbindung 

Bei dieser kovalenten Kopplungsmethode im wässrigen Milieu bei neutralem pH wird  

1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin-N-(Glutaryl) (N-Glut-PE) als 

Kopplungslipid verwendet und in die liposomale Membran eingebaut. Die endständige 

Carboxylgruppe des N-Glut-PE´s wird im 1. Reaktionsschritt mittels eines Carbodiimids 

aktiviert. Hierzu wurde Ethyl-Dimethylaminopropyl-Carbodiimid (EDC) verwendet. Als 

Reaktionsprodukt entsteht das aktive O-Acylisoharnstoff-Intermediat. Im 2. Reaktionsschritt 

reagiert dieses Zwischenprodukt mit einer primären Aminogruppe des scFv-Fragments, bei 

dieser Reaktion handelt es sich um eine nukleophile Substitution. Dabei entsteht eine 

Carbonsäureamidbindung (Williams und Ibrahim, 1981). Die Kopplungsreaktion kann bei 

saurem pH (Weissig et al., 1986) oder bei neutralem pH durchgeführt werden. Jedoch ist bei 

neutralem pH das EDC wesentlich stabiler als bei saurem pH (Ezpeleta et al., 1996; Nakajima 

und Ikada, 1995). Mit der hier beschriebenen Methode wurden erfolgreich Antikörper an 

Liposomen gekoppelt (Endoh et al., 1981; Bendas et al., 1998). Von Vorteil bei dieser 

Methode ist, daß Protein-Liganden vor der Kopplung nicht modifiziert werden müssen. Diese 
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verfügen über Aminfunktionen, über die die Kopplung an das aktivierte N-Glut-PE vermittelt 

wird. Bei diesen handelt es sich v. a. um die Aminogruppen der Lysine, die 

Guanidinogruppen der Arginine sowie die Aminogruppe am N-Terminus (Hermanson, 1996). 

Somit läßt sich die Kopplung schnell und effizient durchführen. Nach den meisten 

Protokollen ist eine Abtrennung von überschüssigem EDC vor der Zugabe des zu koppelnden 

Liganden nicht notwendig, da es mit Wasser abreagiert hat. So kann diese Kopplungsmethode 

in einem Schritt durchgeführt werden. Am Ende können überschüssiges EDC, nicht 

konjugierte scFv-Fragmente und das Isoharnstoff-Nebenprodukt gelchromatographisch 

mittels Sepharose 4B gemeinsam abgetrennt werden.  

Aus diesen Gründen wurde versucht das scFv-Fragment mit dieser Methode an Liposomen zu 

koppeln. Da scFv-Fragmente aber über viele Aminfunktionen verfügen, ist davon auszugehen, 

daß sie nicht immer über dieselbe Aminosäure an den Lipidanker gekoppelt werden. 
Das Aktivierungsreagenz EDC wird bei -20°C aufbewahrt und sollte vor dem Kontakt mit 

Luft erst auf Raumtemperatur erwärmt werden, um die Kondensation von Wasser zu 

vermeiden. Dieses könnte an Stelle der Carboxylgruppe des N-Glut-PE´s mit dem EDC 

reagieren. Aus diesem Grund sollte beim Umgang mit Carbodiimiden auch eine möglichst 

geringe Luftfeuchte herrschen. 

 

.

 
Abb. 4-1: Darstellung der Kopplungsreak
und der Carboxylgruppe des N-Glut-PE´s 
2. Schritt mit einer primären Aminogruppe de
1

.
2
  

tion: Im 1. Schritt findet die Reaktion zwischen dem Carbodiimid 
statt. Dabei entsteht das O-Acylisoharnstoff-Intermediat, das im  
s scFv-Fragments reagiert.  
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Für die Kopplung der endothelzellspezifischen scFv-Fragmente A5, E1.3 und des Kontroll- 

Fragments scFv Gal, das spezifisch an ß-Galaktosidase bindet, wurden die Formulierungen 

AVE 4 N-Glut-PE, AVE 8 N-Glut-PE und AVE 10 N-Glut-PE verwendet (diese werden in 

diesem Abschnitt nur noch als AVE 4, AVE 8 und AVE 10 bezeichnet), als Kontrolle diente 

die Formulierung AVE 3. Die Zusammensetzung der liposomalen Formulierungen ist in 

Tabelle 4-1 dargestellt. Als fluoreszierender Marker wurde diesen Formulierungen 0,3 mol% 

Rhodamin-PE zugesetzt. Die Liposomen wurden in einer Konzentration von 10 µmol 

Gesamtlipid/ml PBS hergestellt.  

 

-70

-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

Ze
ta

po
te

nt
ia

l (
m

V
)

AVE  3
AVE  4 N-Glut-PE
AVE  8 N-Glut-PE
AVE 10 N-Glut-PE

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 4-2: Die Zetapotentiale der liposomalen Formulierungen AVE 3, AVE 4 N-Glut-PE, AVE 8  
N-Glut-PE und AVE 10 N-Glut-PE. Die Meßmethode ist unter 6.7.3. beschrieben. 

Die Formulierungen  AVE 3 (- 62,3 ± 2,1 mV), AVE 4 N-Glut-PE (-60, 2 ± 2,7 mV), AVE 8 

N-Glut-PE (- 48,2 ± 4,3 mV) und AVE 10 N-Glut-PE (-22,3 ± 0,8 mV) besaßen alle ein 

negatives Zetapotential, das auf die anionischen Lipide DOPS und N-Glut-PE zurückzuführen 

war (Abb. 4-2). Die Größen betrugen für alle Formulierungen 80 nm ± 3,2 nm.  

Es wurden je 200 µl Liposomen mit 1,75 mg EDC versetzt, das im Verhältnis zum N-Glut-PE 

in einem 45-fachen molaren Überschuß vorlag. Dieser Ansatz wurde 5 Stunden bei 

Raumtemperatur schüttelnd inkubiert, wodurch die Carboxylgruppe aktiviert wurde. Danach 

wurden scFv-Fragmente in Konzentrationen zwischen 25 (1 nmol) und 100 (4 nmol) µg pro  

2 µmol Gesamtlipid zugegeben und weitere 12 Stunden schüttelnd inkubiert. Anschließend 

wurden die nicht konjugierten scFv-Fragmente gelchromatographisch mittels Sepharose 4B 

abgetrennt. 

Um die erfolgreiche Kopplung des scFv-Fragments A5 zu überprüfen, wurden die 

gelfiltrierten Liposomen auf einem SDS-Polyacrylamidgel (12%-ig) elektrophoretisch 
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aufgetrennt. Nach dem Transfer auf eine Nitrozellulose-Membran konnten gekoppelte scFv-

Fragmente durch Verwendung des α-Histidin-Tag-Antikörpers detektiert werden. 
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Abb. 4-3: Immunoblot der gelfiltrierten Liposomen  
Spur 1: Marker (Precision Plus Protein Standard, BioRad), Größenangaben in kDa, Spur 2: 0,5 µg scFvA5, Spur 
3: 1 µg scFvA5, Spur 4: AVE 4 + 25 µg scFvA5, Spur 5: AVE 8 + 25 µg scFvA5, Spur 6: AVE 10 +  
25 µg scFvA5. Es wurden 20 µl der gelfiltrierten Liposomen (20µl Liposomen + 20 µl nicht reduzierender 
Probenpuffer) aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine Nitrozellulose- Membran 
transferiert (Western-Blot). Als detektierender Antikörper wurde ein Peroxidase-markierter α-Histidin-Tag-
Antikörper verwendet. Die Pfeile kennzeichnen die Banden des an die AVE 4 und AVE 8 gekoppelten scFv-
Fragments A5 auf einer Höhe von 27 kDa. 

Der Immunoblot (Abb. 4-3) deutete auf eine erfolgreiche Kopplung des scFv-Fragments A5 

an die liposomalen Formulierungen AVE 4 und AVE 8 hin. Dagegen schien keine Kopplung 

an die Liposomen der Formulierung AVE 10 stattgefunden zu haben. Wurden im 

Reaktionsansatz 50 µg (2 nmol) scFv-Fragment verwendet, kam es zu Ausfällungen bei den 

Formulierungen AVE 4 und AVE 8. Dies deutete auf eine Aggregatbildung und 

Quervernetzung der Liposomen durch die scFv-Fragmente hin. Nach der Inkubation der 

Formulierung AVE 10 mit dem scFv-Fragment A5 war dies nicht zu beobachten. Vor der 

Inkubation mit EDC und 25 µg scFv-Fragment A5 wiesen die AVE 4 und AVE 8 eine Größe 

von ca. 80 nm auf, nach der Inkubation stieg diese auf ca. 130 nm. Dies deutete darauf hin, 

daß während der Inkubation eine Reaktion stattgefunden hat. Im Gegensatz dazu war bei den 

AVE 10 keine Änderung der Größe vor und nach der Inkubation mit dem EDC und dem 

scFv-Fragment A5 zu beobachten.   

FACS-Analysen wurden durchgeführt, um zu überprüfen, ob die mit den scFv-Fragmenten 

A5 und E1.3 erzeugten Immunliposomen (AVE 4 scFvA5) spezifisch an Endoglin-

exprimierende Zellen binden. Zur Kontrolle wurde ebenfalls das Fragment scFv-Gal an die 
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Formulierung AVE 4 gekoppelt. Die fluoreszenzspektroskopische Detektion gebundener 

Liposomen erfolgte über das eingebaute Rhodamin-PE. 

 

 

 
 
Abb. 4-4: Bindung von Immunliposomen an humane Endothelzellen (HDMEC) 
Je 200000 Zellen wurden jeweils mit 50 nmol Gesamtlipid (Marker: Rhodamin-PE) bei 4°C 1h inkubiert und 
anschließend wurde im FACS-Calibur die Fluoreszenzintensität analysiert. Als Kontrollen wurden folgende 
Formulierungen verwendet: AVE 4, AVE 4 + EDC, AVE 4 + EDC + scFv Gal. Das scFv-Fragment E1.3 ist 
gegen Endothelzellen gerichtet und das scFv-Fragment A5 gegen Endoglin, das auf Endothelzellen exprimiert 
wird.  

Die gegen Endoglin gerichteten Immunliposomen haben im Vergleich zu den Liposomen mit 

dem gekoppelten Kontroll-scFv-Fragment (scFv-Gal) stärker an HDMEC gebunden  

(Abb. 4-4). Dies deutete auf eine spezifische Bindung durch die scFv-Fragmente A5 und E1.3 

hin. Allerdings zeigte schon die Formulierung AVE 4 eine starke Bindung an HDMEC, die 

durch die Behandlung mit EDC noch verstärkt wurde. Dies könnte auf ein Reaktionsprodukt 

zwischen dem N-Glut-PE und dem EDC hinweisen, das für die gesteigerte aber unspezifische 

Bindung verantwortlich gewesen sein könnte. In einer weiteren FACS-Analyse mit der Zell-

Linie HEK 293, die kein Endoglin exprimiert, war diese unspezifische Bindung der 

Formulierung AVE 4 sowie eine Verstärkung durch die Aktivierung mit EDC ebenfalls 

nachweisbar, allerdings konnte hier keine zusätzlicher Effekt durch das scFv-Fragment A5 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).  
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Dieses Ergebnis konnte mit HUVEC bestätigt werden (Abb. 4-5): Die stärkste Bindung an 

diese Zellen wurde mit Immunliposomen (AVE 4 + EDC + scFvA5) erreicht. Die 

Formulierung AVE 4 zeigte auch hier wieder alleine eine starke Bindung, die durch die 

Behandlung mit EDC noch gesteigert werden konnte. 

 

 

3 4 HUVEC
2

1 1: ohne AVE´s 
 
2: AVE 4 
 
3: AVE 4 + EDC 
 
4: AVE 4 + EDC + scFvA5 

Fluoreszenz 
 
Abb. 4-5: Bindung von Immunliposomen an humane Endothelzellen (HUVEC): Je 200000 HUVEC wurden 
jeweils mit 50 nmol Gesamtlipid (Marker: Rhodamin-PE) bei 4ºC 1h inkubiert und anschließend erfolgte die 
Messung der Fluoreszenzintensität im FACS. Es wurden die liposomalen Formulierungen AVE 4,  
AVE 4 + EDC und AVE 4 + EDC + scFvA5 analysiert. 

Durch weitere FACS-Analysen mit HUVEC konnte bestätigt werden, daß für die Kopplung 

der scFv-Fragmente das Kopplungslipid N-Glut-PE benötigt wurde und daß die scFv-

Fragmente nicht nur unspezifisch an der Liposomenoberfläche „klebten“: Die Formulierung 

AVE 3, die kein N-Glut-PE enthält, zeigte auch schon eine starke Bindung, welche aber 

weder durch die Inkubation mit EDC noch mit dem scFv-Fragment A5 gesteigert werden 

konnte (Daten nicht gezeigt). 

 

Für die Immunliposomen AVE 10 scFvA5 konnte keine Bindung an Endothelzellen 

nachgewiesen werden (Abb. 4-6). Darüber hinaus zeigte diese Bindungsstudie, daß weder die 

AVE 10 selbst noch die mit EDC inkubierten AVE 10 an die Endothelzellen gebunden haben. 

Dies deutet darauf hin, daß das Kopplungslipid N-Glut-PE in dieser Formulierung nicht 

optimal auf der liposomalen Oberfläche präsentiert wird und für Liganden nicht zugänglich 

ist.   
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Abb. 4-6: Inkubation von humanen Endothelzellen (HUVEC) mit Immunliposomen (AVE 10): Folgende 
Formulierungen wurden analysiert: 1. ohne AVE´s, 2. AVE 10, 3. AVE 10 + EDC  
4. AVE 10 + EDC + scFvA5. Die Kurven liegen alle übereinander. Es wurden je 200000 HUVEC mit je 50 
nmol Gesamtlipid (Marker: Rhodamin-PE) bei 4ºC 1h inkubiert und anschließend erfolgte die Messung der 
Fluoreszenzintensität im FACS.   

Da eine erfolgreiche Erzeugung von Immunliposomen mit dieser Kopplungsmethode nicht 

mit allen verwendeten Formulierungen möglich war, wurde sie nicht weiter verfolgt. Darüber 

hinaus war einerseits von Nachteil, daß die Aktivierung des Kopplungslipids durch EDC 

schon zu einer verstärkten, aber unspezifischen Zellbindung der Liposomen führte und 

andererseits, daß scFv-Fragmente über viele Aminfunktionen verfügen, über die sie an das 

Kopplungslipid N-Glut-PE gekoppelt werden können. Falls die Kopplung in der Nähe zur 

Antigenbindestelle oder über diese erfolgt, kann so die Aktivität des scFv-Fragments reduziert 

werden. Selbst bei einer erfolgreichen Kopplung ist ein spezifisches und reproduzierbares 

Produkt mit dieser Methode nicht zu erzielen. 

4.1.2. Kopplung von scFv-Fragmenten über eine Thioetherbindung 

Mit dieser Methode können Liganden, die über eine Thiolgruppe verfügen, kovalent an 

Maleimid-haltige Lipide gekoppelt werden (Hermanson, 1996). Bei den Lipiden handelt es 

sich um mit Succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat (SMPB) oder Succinimidyl-4-(N-

maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat (SMCC) modifiziertes 1,2-Dioleoyl-sn-Glyzero-

3-Phosphoethanolamin (DOPE). Durch diese Derivatisierungen entstehen  
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die Kopplungslipide 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin-N-[4-(p-

maleimidophenyl)butyramid] (MPB-PE) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-

Phosphoethanolamin-N-[4-(p-maleimidomethyl)cyclohexan-carboxamid] (MCC-PE), die  

endständig eine funktionelle Maleimid-Gruppe besitzen (Abb. 4-7).  

 

 

 

 

 
MPB-PE 

 

 

 

 

 MCC-PE 

 

 

 
Abb. 4-7: Strukturformeln der Maleimid-haltigen Kopplungslipide MPB/MCC-PE. Beide Kopplungslipide 
besitzen eine negativ geladene Phosphatgruppe. Das MCC-PE ist durch den Cyclohexanring im Vergleich zum 
MPB-PE, das an derselben Position einen Benzolring aufweist, stabiler gegenüber Hydrolyse (Hermanson, 
1996).  

Diese Kopplungslipide müssen im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen N-Glut-PE nicht 

zusätzlich mit einem Reagenz wie dem EDC aktiviert werden (siehe 4.1.1.). Da Liganden 

oftmals über keine freien Thiolgruppen (bei Proteinen liegen diese meistens in ihrer 

oxidierten Form als Disulfide vor) verfügen, müssen sie oftmals zuerst modifiziert werden. 

Antikörper können mit Reagenzien (z. B. mit SPDP (N-succinimidyl-3-(2-

pyridyldithio)propionat) und SATA (N-succinimidyl-S-acetylthioacetat)), derivatisiert 

werden, die über geschützte Thiolgruppen verfügen. Direkt vor der Inkubation mit reaktiven 

Liposomen kann die Schutzgruppe abgespalten werden und die Thiol-Gruppen liegen in freier 

Form vor (Schwendener et al., 1990). Martin et al. (1981) koppelten Fab'-Fragmente über 

deren Thiolgruppen an Maleimid-haltige Liposomen. Die Thiol-Gruppen der Liganden 

reagieren in einer nukleophilen Addition mit den Maleimid-Gruppen der Kopplungslipide, 

dabei entsteht eine Thioetherbindung (Abb. 4-8). Diese Reaktion läßt sich im wässrigen 

Milieu bei neutralem pH einfach und effizient durchführen. Nicht konjugierte Liganden 

können danach gelchromatograpisch abgetrennt werden.  



Ergebnisse 44

 

 

nukleophile 
  Addition 

 
 
Abb. 4-8: Darstellung der Kopplungsreaktion von scFv-Fragmenten mit einer freien Thiol-Gruppe an die 
Maleimid-Gruppe des Kopplungslipids MPB-PE. 

4.1.2.1. Erzeugung von scFv-Fragmenten mit einer freien Thiol-Gruppe 

Das für die Kopplung über eine Carbonsäureamidbindung verwendete scFv-Fragment A5 

verfügte allerdings nicht über eine frei zugängliche Thiolgruppe. Um es über eine 

Thioetherbindung an Liposomen koppeln zu können, mußte es zuerst modifiziert werden: 

Diese Fragment erhielt auf DNA-Ebene die Information für einen Cystein-Rest am  

C-Terminus (Abb. 4-9).  

 

Cystein 

 

 

 

 

 

 
C-Terminus 

 

scFv:   ...FGQGTKLEIKRAAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH* 
scFv-His-Cys: ...FGQGTKLEIKRAHHHHHHGGAC* 

 
Abb. 4-9: Das modifizierte scFv-Fragment und die Gegenüberstellung der C-terminalen Aminosäuren-
Sequenz des ursprünglichen scFv-Fragments (scFv) im Vergleich zu dem für die Kopplungsreaktion 
modifizierten scFv-Fragments (scFv-His-Cys). 
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Das modifizierte scFv-Fragment zeigte eine deutliche Tendenz zur Dimerisierung (ca. 20-

50%), die im SDS-Polyacrylamidgel unter nicht-reduzierenden Bedingungen deutlich zu 

sehen war (Abb. 4-10). Unter reduzierenden Bedingungen mit β-Mercaptoethanol, das 

Disulfid-Brücken spaltet, war nur die Monomer-Bande bei 27 kDa nachzuweisen. Dies 

deutete darauf hin, daß die Dimerbildung durch Oxidation zweier C-terminaler Cystein-Reste 

zustande kam. 

 

 

 
 

Abb. 4-10: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (12%) des modifizierten scFv-Fragments A5: Das scFv-
Fragment wurde unter reduzierenden (red.) und unter nicht reduzierenden (n.-r.) Bedingungen aufgetrennt. Nach 
der Elektrophorese wurde das Gel mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt. M = Marker, Angabe der Größen in 
kDa, aufgetragene Menge scFv-Fragment: 1 µg, Reduktionsmittel: β-Mercaptoethanol 

Damit das modifizierte scFv-Fragment an Maleimid-haltige Lipide gekoppelt werden konnte, 

mußte die Thiol-Gruppe in ihrer reduzierten Form vorliegen. Deshalb wurde vor der 

Kopplung ein geeignetes Reduktionsmittel gesucht, das die Disulfidbrücken der Dimere 

selektiv spalten konnte. Um das Reduktionsmittel vor der Kopplungsreaktion nicht abtrennen 

zu müssen, wurden Sulfhydryl-haltige Reagenzien, wie z. B. Cysteamin nicht in Betracht 

gezogen. Falls diese nicht vollständig umgesetzt werden, besteht die Gefahr, daß sie über ihre 

Sulfhydryl-Gruppen mit den Maleimid-Gruppen der Kopplungslipide reagieren. Deshalb 

wurde ein Phosphin-haltiges Reduktionsmittel, Tris(2-Carboxyethyl)Phosphin Hydrochlorid 

(TCEP, 2 mM) ausgewählt, daß theoretisch vor der Inkubation des scFv-Fragments mit den 

Liposomen nicht hätte abgetrennt werden müssen. Die Reduktion wurde unter 

Schutzgasatmosphäre mittels Argon bei Raumtemperatur (1h) durchgeführt, um eine Re-

oxidation des scFv-Fragments A5 durch Luftsauerstoff weitgehend zu vermeiden. Es zeigte 

sich aber, daß das scFv-Fragment A5 ohne vorherige Abtrennung des TCEP´s nicht an 

Maleimid-haltige Liposomen gekoppelt werden konnte (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde 
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anschließend das TCEP mittels Gelfiltration (Sephadex G-25) von dem scFv-Fragment 

abgetrennt, um eine Reaktion mit den Lipiden zu vermeiden. Danach wurde die 

Kopplungsreaktion angesetzt.  

4.1.2.1.1. Überprüfung der Aktivität der freien Thiolgruppen 

Um zu überprüfen, ob das modifizierte scFv-Fragment A5 an Maleimid-Gruppen gekoppelt 

werden kann, wurde das mittels TCEP behandelte scFv-Fragment A5 zuerst mit einem  

25-fachen molaren Überschuß an Fluorescein-Maleimid versetzt. Bei einer erfolgreichen 

Kopplung sollte sich das scFv-Fragment durch den Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein 

detektieren lassen. Nicht gekoppeltes Fluorescein-Maleimid wurde mittels Gelfiltration über 

eine Sephadex G-25 Säule abgetrennt. Als Kontrolle wurde das nicht modifizierte scFv-

Fragment A5 verwendet. Danach wurde die Fluoreszenz vermessen. 

 

 

 F
lu

or
es

ze
nz

-E
in

he
ite

n 

 
Abb. 4-11: Überprüfung der Kopplungseffizienz von Fluorescein-Maleimid an verschiedene scFvA5 
Fragmente. Die Durchführung ist unter 6.8.5.2. beschrieben. 

In Abb. 4-11 ist zu sehen, daß die Kopplung von Fluorescein-Maleimid nur an das 

modifizierte und reduzierte scFv-Fragment (scFv-A5-HC reduziert) erfolgreich gewesen ist. 

Dagegen ist die Kopplung weder bei dem unmodifizierten scFv-Fragment A5 (das ebenfalls 

mit TCEP inkubiert wurde) noch bei dem nicht reduzierten scFv Fragment A5-HC erfolgreich 

gewesen. Allerdings lag das nicht reduzierte scFv-Fragment A5-HC nicht zu 100% in 

dimerisierter Form vor (Abb. 4-10), theoretisch hätte man also eine erfolgreiche Kopplung 
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des monomeren Anteils erwarten können. Daß diese nicht stattgefunden hat, könnte daran 

liegen, daß während der Inkubationszeit von 12 Stunden auch noch die Sulfhydryl-Gruppen 

des monomeren Anteils oxidiert wurden und sich scFv-Dimere gebildet haben, die keine 

Kopplungsreaktion eingehen können. Auf Grund der nicht mehr vorhandenen Sulfhydryl-

Gruppe können diese Dimere nicht mit den Maleimid-Gruppen der Kopplungslipide 

reagieren. Das Cystein könnte aber auch am C-Terminus protektiert bzw. abgespalten worden 

sein.  

4.1.2.1.2. Überprüfung der Aktivität der Maleimid-Gruppen  

Neutrale Liposomen, bestehend aus DSPC und Chol, wurden wieder in einer Konzentration 

von 10 µmol Gesamtlipid/ml PBS hergestellt, der Anteil der Kopplungslipde MPB-PE oder 

MCC-PE betrug 10 mol%. Um zu überprüfen, ob die Maleimid-Gruppen der Kopplungslipide 

frei zugänglich und aktiv waren, wurde folgendes Experiment durchgeführt: Die Liposomen 

wurden mit dem fluoreszierenden und aktivierten Reagenz S-Acetylmercaptosuccinoyl-

amino-fluorescein (SAMSA-Fluorescein) inkubiert. Bei SAMSA-Fluorescein wurden durch 

die Behandlung mit Natronlauge Thiolgruppen generiert, die mit Maleimid-Gruppen in einer 

nukleophilen Addition reagieren konnten. Nicht gebundenes SAMSA-Fluorescein wurde 

gelchromatographisch mittels Sephadex G-25 abgetrennt. Die gelfiltrierten Liposomen 

wurden anschließend fluoreszenzspektroskopisch vermessen (siehe 6.8.5.1.). Hier zeigte sich, 

daß nur die Liposomen mit den inkorporierten Kopplungslipiden eine eindeutige 

Fluoreszenzintensität aufwiesen, bei den Lipsosomen ohne Kopplungslipid war nur eine 

schwache Hintergrundfluoreszenzintensität zu beobachten (Abb. 4-12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 48

 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

DSPC + SAMSA DSPC-MPB + SAMSA

Liposomen

Fl
uo

re
sz

en
z-

Ei
nh

ei
te

n

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 4-12: Fluoreszenzintensität von SAMSA-behandelten Liposomen: Die Liposomen und das aktivierte 
SAMSA-Fluorescein wurden in einem molaren Verhältnis von 1:5 gemischt und 30 min inkubiert. Die mit 
SAMSA-Fluorescein inkubierten DSPC:Chol:MPB-PE Liposomen wiesen eine Fluoreszenzintensität von über 
15000 Einheiten auf. Als Kontrolle wurden DSPC:Chol (6,7:3,3) Liposomen mit SAMSA-Fluorescein inkubiert, 
diese zeigten eine Fluoreszenz von ca. 600 Einheiten. Anregungswellenlänge: 495 nm, Emissionswellenlänge: 
520 nm.  
 
 
Mit diesem Versuch konnte gezeigt werden, daß die Maleimid-Gruppen des Kopplungslipids 

zugänglich und aktiv waren sowie mit freien Thiolgruppen reagieren konnten. 

4.1.2.2. Kopplung des modifizierten scFv-Fragments an Maleimid-haltige 
Liposomen 

Die Kopplung des scFv-Fragments A5 mit freier Thiol-Gruppe wurde folgendermaßen 

durchgeführt: Zuerst wurde das scFv-Fragment A5 reduziert (s. 3.1.2.1.) und sofort nach der 

gelchromatographischen Reinigung (Sephadex G-25) mit den Maleimid-haltigen Liposomen 

über einen Zeitraum von 12 Stunden unter Argon inkubiert. Anschließend erfolgte mittels 

Sepharose 4B die gelchromatographische Reinigung der Immunliposomen. Als 

Kopplungslipid wurde nur noch das MCC-PE verwendet, da dieses durch seinen 

Cyclohexanring eine größere Stabilität gegenüber Hydrolyse im Vergleich zum Benzolring-

tragenden MPB-PE aufweist (Hermanson, 1996). 
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4.1.2.2.1. Versuche zum Nachweis der Kopplung 

Für erste Versuche wurden 10 mol% des Kopplungslipids MCC-PE in die liposomale 

Formulierung AVE 9 (= AVE 10 MCC-PE) eingebaut. Diese Liposomen  

(1 µmol Gesamtlipid) wurden mit dem modifizierten und reduziertem scFv-Fragment A5  

(1 nmol) inkubiert und nach der gelchromatographischen Reinigung wurde die Kopplung 

mittels SDS-Gelelektrophorese und Immunoblot überprüft: Dazu wurden Proben der 

Immunliposomen vor und nach der Gelfiltration mittels Sepharose 4B auf ein 12%-iges SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen und elektrophoretisch unter nicht-reduzierenden Bedingungen 

aufgetrennt. Danach wurde ein Western-Blot durchgeführt und die Detektion der scFv-

Fragmente erfolgte mit einem α-Histidin-Tag-Antikörper. 

 

 

 
 
Abb. 4-13: Nachweis der Kopplung mittels Immunoblot: Für dieses Experiment wurden AVE 10 MCC-PE 
(10 mol%) verwendet und mit 1 nmol scFv-Fragment A5 inkubiert. Links wurden 10 µl des Reaktionsansatzes 
vor der Gelfiltration (v.S.) aufgetragen, rechts  die 3-fache Menge des Reaktionsansatzes nach der Gelfiltration 
(Verdünnung 1:3) (n.S.). Größenangaben in kDa. 

Der Immunoblot in Abbildung 4-13 zeigte, daß während der Inkubation der Liposomen mit 

dem reduzierten scFv-Fragment A5 über 12 Stunden eine Reoxidation stattgefunden hatte 

(Dimer-Bande bei ca. 50 kD). Nach der Abtrennung von unkonjugiertem scFv-Fragment A5 

war diese Dimer-Bande nicht mehr vorhanden und nur noch die Monomer-Bande bei 27 KDa 

zu sehen. Bei der Inkubation von Liposomen ohne Kopplungslipid mit dem scFv-Fragment 

A5 war nach der Gelfiltration keine Bande zu sehen (Daten nicht gezeigt). Dies wies 

eindeutig darauf hin, daß das scFv-Fragment A5 über das Maleimid-haltige Lipid MCC-PE 

gekoppelt wurde. 
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Um dies zu bestätigen, wurden neutrale Liposomen (DSPC:Chol) ohne Kopplungslipid mit 

dem scFv-Fragment A5 inkubiert und einer FACS-Analyse unterzogen. Als Kontrolle wurden 

die DSPC:Chol Liposomen verwendet. Daneben wurden DSPC:Chol:MCC-PE Liposomen 

mit dem reduzierten scFv-Fragment A5 inkubiert und Zell-Bindungsstudien im FACS 

durchgeführt. Zur Detektion wurden 0,3 mol% des grün fluoreszierenden Markers NBD-PE in 

die liposomale Membran eingebaut. 
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Abb. 4-14: Bindungsstudien von ungekoppelten und gekoppelten neutralen Liposomen (DSPC:Chol) an 
HDMEC. Zur Analyse der Zellbindung wurden je 200000 Zellen mit je 50 nmol Gesamtlipid versetzt und bei 
4ºC 1h im Wasserbad inkubiert. Als Marker enthielten die liposomalen Formulierungen Rhodamin-PE. Danach 
erfolgte die Analyse im FACS. 

Die FACS-Analyse (Abb. 4-14) zeigte, daß die DSPC:Chol Liposomen schon alleine an 

Endothelzellen gebunden haben, durch die Inkubation mit dem scFv-Fragment A5 konnte 

diese Bindung aber nicht weiter gesteigert werden. Durch den Einbau des Kopplungslipids 

MCC-PE in die Formulierung DSPC:Chol wurde die unspezifische Bindung an 

Endothelzellen erhöht. Es wurden zwei Präparationen DSPC:Chol:MCC-PE Liposomen mit 

dem scFv-Fragment A5 inkubiert (Verhältnis Gesamtlipid: scFv-Fragment A5 = 1 µmol :  

1 nmol). Diese Formulierungen zeigten eine deutlich gesteigerte Bindung. Daraus konnte 

geschlossen werden, daß die  Kopplung des scFv-Fragments A5 durch die Maleimid-haltigen 

Kopplungslipide vermittelt wurde. 



Ergebnisse 51

4.1.2.2.2. Bestimmung der Kopplungseffizienz 

Nachdem nachgewiesen war, daß das Antikörperfragment A5 über das Maleimid-haltige 

Kopplungslipid MCC-PE an Liposomen gekoppelt werden konnte, wurde die 

Kopplungseffizienz bestimmt. Dazu wurden gelchromatographisch gereinigte 

Immunliposomen wieder auf einem SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Vor der Säule 

betrug das Verhältnis 1 µmol Gesamtlipid zu 1 nmol scFv-Fragment A5. Auf demselben Gel 

wurden verschiedene Mengen an freiem scFv-Fragment A5 aufgetragen. Durch den optischen 

Vergleich der Bandenstärke des Immunoblots wurde die Kopplungseffizienz bestimmt. 

 

 

 

 

 

  
Abb. 4-15: Bestimmung der Kopplungseffizienz mittels SDS-Gelelektrophorese und Immunoblot. 
Aufgetragen wurden verschiedene Mengen scFv-Fragment A5 (0,25; 0,5; 1 und 2 µg) und 30 µl (Verdünnung 
1:3) der gelfiltrierten Immunliposomen AVE 10 (n. S.). Die Gelelektrophorese (12%-iges SDS-
Polyacrylamidgel) fand unter reduzierenden Bedingungen statt. Danach wurden die Proteine auf eine 
Nitrozellulose-Membran überführt und dort mit einem α-Histidin-Tag-Antikörper detektiert. Größenangaben in 
kDa.  

Durch den Vergleich der Bandenstärke unter Einbeziehung der Verdünnung ergab sich eine 

Kopplungseffizienz von ca. 10-20% (Abb. 4-15). Dies entspricht unter der Annahme, daß 

80000 Lipide ein Liposom von 100 nm Durchmesser bilden (Kirpotin et al., 1997), einer 

Anzahl von 10-20 scFv-Fragmenten pro Liposom.  

4.1.2.2.3. Titration des Kopplungslipids und des scFv-Fragments 

Zur Ermittlung der Menge Kopplungslipid, die für eine nachweisbare Kopplung des scFv-

Fragments A5 mindestens notwendig ist, wurden verschiedene Mengen des Kopplungslipides 

MCC-PE (0,1; 0,3; 1; 3 oder 10 mol%) in die liposomale Formulierung AVE 10 eingebaut. 
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Da aus der Literatur (Boeckler et al., 1996) bekannt war, daß Maleimid-Gruppen immunogen 

wirken können, wurden nicht mehr als 10 mol% des MCC-PE´s verwendet. Bei diesen 

Versuchen wurde die Menge scFv-Fragment A5 (1 nmol = 25 µg) sowie das molare 

Verhältnis von Gesamtlipid zu scFv-Fragment (1000 : 1) konstant beibehalten. Die 

Liposomen enthielten als Marker Rhodamin-PE und wurden im FACS analysiert.  
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Abb. 4-16: Titration des Kopplungslipids MCC-PE. Zur Analyse der Zellbindung wurden je 200000 Zellen 
mit je 50 nmol Gesamtlipid (Marker: Rhodamin-PE) versetzt und bei 4ºC 1h im Wasserbad inkubiert. 
Anschließend wurde die Fluoreszenzintensität im FACS bestimmt.  

Die FACS-Analyse (Abb. 4-16) zeigte, daß die stärkste Bindung mit 10 mol% MCC-PE 

erreicht wurde. Schon bei der Formulierung mit 3 mol% MCC-PE war ein deutlicher 

Rückgang der Bindung zu erkennen. Bei den AVE 10 mit 1 mol% MCC-PE war überhaupt 

keine Bindung mehr nachweisbar, dieses war ebenso bei den Formulierungen mit 0,1 und 0,3 

mol% MCC-PE der Fall (Daten nicht gezeigt). Bei allen weiteren Experimenten wurden 

deshalb 10 mol% Kopplungslipid in die liposomalen Formulierungen inkorporiert.  

 

Im nächsten Experiment wurde der Anteil des Kopplungslipids in den Liposomen konstant 

gehalten (10 mol% MCC-PE) und die zu koppelnde Menge des scFv-Fragments A5 variiert. 

Es wurden jeweils 1 µmol Gesamtlipid mit 0,5; 1 oder 2 nmol frisch reduziertem scFv-

Fragment A5 versetzt. Die Analyse erfolgte wieder im FACS. 
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Abb. 4-17: Titration des scFv-Fragments A5: Je 200000 HUVEC wurden mit Rhodamin-markierten 
Liposomen (50 nmol Gesamtlipid) bei 4°C im Wasserbad für 1 h inkubiert und anschließend erfolgte die 
Messung der Fluoreszenzintensität im FACS. 

In Abb. 4-17 ist ersichtlich, daß die gekoppelten Liposomen deutlich stärker gebunden haben 

als die ungekoppelten Liposomen. Allerdings war die Stärke der Bindung bei 0,5; 1 und 2 

nmol scFv-Fragment A5 gleich. Dies deutete darauf hin, daß bereits mit 0,5 nmol scFv-

Fragment A5 eine Zellsättigung erreicht wurde. Die ungekoppelten Liposomen zeigten nur 

eine schwache Hintergrundbindung. Für weitere Experimente wurden deshalb 0,5 oder 1 nmol 

scFv-Fragment pro µmol Gesamtlipid eingesetzt. 

4.1.2.2.4. Absättigung von nicht-konjugierten Maleimid-Gruppen mit Cystein 

Ein weiterer Schritt um die Formulierung zu optimieren bestand darin, die vorhandene Zell-

Bindung der Maleimid-haltigen Liposomen zu verringern. Da diese Bindung vermutlich auf 

unkonjugierte Maleimid-Gruppen zurückzuführen war, wurden die mit Rhodamin-markierten 

Liposomen AVE 10 einer zehnminütigen Inkubation mit 0,5 mM Cystein unterzogen. Die 

Maleimid-Gruppen sollten durch die Reaktion mit dem Cystein inaktiviert werden. Durch 

diese „Maskierung“ sollten sie nicht mehr mit Strukturen auf den Zielzellen wechselwirken 

können. Nicht konjugiertes Cystein wurde gelchromatographisch mittels Sephadex G-25 

abgetrennt. Danach wurde erneut eine Bindungsstudie durchgeführt.  
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Abb. 4-18: Reduzierung der unspezifischen Bindung von ungekoppelten Liposomen mittels Cystein: Es 
wurde die Bindungsstärke von AVE 10 mit AVE 10, die einer vorherigen Inkubation mit Cystein unterzogen 
wurden, verglichen. Dazu wurden je 200000 HUVEC mit je 50 nmol Gesamtlipid (AVE 10 MCC-PE, markiert 
mit Rhodamin-PE) bei 4ºC 1h inkubiert und anschließend die Fluoreszenzintensität im FACS vermessen. 

Mit dieser FACS-Analyse (Abb. 4-18) konnte nachgewiesen werden, daß die Stärke der 

Zellbindung von Liposomen mit integriertem Maleimid-haltigem Kopplungslipid an 

Endothelzellen durch die Inkubation mit Cystein reduziert werden kann.  

Um zu überprüfen, ob die Inkubation der gekoppelten Liposomen (AVE 10 MCC-PE  

scFvA5) mit Cystein einen Einfluß auf die Zellbindung hat, wurde wieder eine FACS-

Analyse durchgeführt. Die Rhodamin-markierten Liposomen wurden nach der Inkubation 

über Nacht mit dem scFv-Fragment A5 für 10 min mit 0,5 mM Cystein versetzt. Nicht 

umgesetztes Cystein wurde zusammen mit den unkonjugierten scFv-Fragmenten 

gelchromatographisch mittels Sepharose 4B abgetrennt.  
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Abb. 4-19: Untersuchung zur Auswirkung von Cystein auf die Zielzell-Bindung von Immunliposomen. Es 
wurden je 200000 HUVEC mit je 50 nmol Gesamtlipid (AVE 10 MCC-PE) bei 4ºC 1h inkubiert und 
anschließend im FACS analysiert. 
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In Abbildung 4-19 ist ersichtlich, daß die Inkubation der Immunliposomen mit Cystein weder 

die Zielzell-Bindung erhöht oder erniedrigt. Deshalb wurde diese Methode bei der Erzeugung 

von Immunliposomen standardmäßig angewendet, um die Hintergrundaktivität zu reduzieren.  

 

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, daß das scFv-Fragment A5 über eine Thiolgruppe 

an Liposomen mit Maleimid-haltigen Lipiden gekoppelt werden kann. Im Gegensatz zur 

Kopplung über eine Carbonsäureamidbindung, wie unter 4.1.1. beschrieben, konnte das scFv-

Fragment A5 an die liposomale Formulierung AVE 10 gekoppelt werden. Ein weiterer Vorteil 

bestand darin, daß für diese Kopplung kein zusätzliches Aktivierungsreagenz wie das EDC 

gebraucht wurde, durch das die unspezifische Zellbindung wesentlich erhöht wurde. Die 

Zellbindung der Liposomen mit Maleimid-haltigen Kopplungslipiden  konnte hier durch die 

Behandlung mit Cystein verringert werden. Auf Grund dieser vorteilhaften Eigenschaften 

wurde für alle weiteren Versuche diese Kopplungsmethode verwendet. 

4.1.2.3. Physikochemische Charakterisierung 

Um die Größen und das Zetapotential verschiedener liposomaler Formulierungen zu 

bestimmen, wurde ein Malvern Zetasizer 3000 HS verwendet. 

.   
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Abb. 4-20: Zetapotentiale der Formulierungen AVE 9, AVE 10 MCC-PE und AVE 10 MCC-PE scFvA5. 
Die Methode zur Bestimmung des Zetapotentials ist unter 6.7.3. beschrieben. 
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Die Formulierung AVE 9 (ohne Kopplungslipid) wies nur ein sehr gering negatives 

Zetapotential von -3,6 ± 0,4 mV auf. Durch die Inkorporation von 10 mol% MCC-PE in die 

Formulierung AVE 9 (= AVE 10 MCC-PE) fiel das Zetapotential auf -45,7 ± 2,1 mV, nach 

der Kopplung des scFv-Fragments A5 erreichte es wieder einen leicht weniger negativen 

Wert von -35,1 ± 3,2 mV (Abb. 4-20). Die Formulierungen wiesen folgende Größen auf: 

AVE 9: 94,1 ± 1,2 nm; AVE 10 MCC-PE: 99,8 ± 0,4 nm; AVE 10 MCC-PE scFvA5: 109,9 ± 

2,1 nm. Die hier nicht dargestellten Polydispersitätsindizes lagen alle unter 0,08.                                              

 

Bei den Formulierungen aus der EPC:Chol Gruppe zeigte sich ein ähnliches Bild: 
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Abb. 4-21: Zetapotentiale der Formulierungen EPC:Chol, EPC:Chol:MCC-PE und EPC:Chol:MCC-PE 
scFvA5 

Die Grundformulierung EPC:Chol besaß ein Zetapotential von -7,1 ± 1,5 mV, dieses wurde 

durch die Inkorporation von 10 mol% MCC-PE wieder stark negativ: -54,4 ± 2,4 mV. Durch 

die Kopplung des scFv-Fragments konnte es auf einen Wert von -21,3 ± 1,2 mV reduziert 

werden (Abb. 4-21). Die Formulierungen zeigten folgende Größen: EPC:Chol: 68 ± 0,6 nm; 

EPC:Chol:MCC-PE: 69,9 ± 0,4 nm; EPC:Chol:MCC-PE scFvA5: 94,9 ± 15,7 nm. Die Werte 

der hier nicht dargestellten Polydispersitätsindizes waren alle kleiner als 0,1. 

Das stark negative Zetapotential der Liposomen mit dem Kopplungslipid MCC-PE war auf 

die Phosphatgruppe im MCC-PE Molekül zurückzuführen, da deren negative Ladung nicht 

von einer positiv geladenen Kopfgruppe kompensiert wird. 
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4.1.2.4. Bindungsstudien  

Für diese Experimente wurden mit dem endothelzellspezifischen scFv-Fragment A5 

Immunliposomen erzeugt. Standardmäßig wurden 1 nmol reduziertes scFv-Fragment/µmol 

Gesamtlipid eingesetzt (siehe 6.8.4.). Dabei wurde dieses scFv-Fragment über eine 

Thioetherbindung an verschiedene liposomale Formulierungen gekoppelt. Im wesentlichen 

wurden die Formulierungen AVE 10 MCC-PE und EPC:Chol:MCC-PE zur Erzeugung von 

Immunliposomen verwendet. 

4.1.2.4.1. Spezifität der Immunliposomen für Endothelzellen 

Zuerst sollte überprüft werden, ob die Immunliposomen noch dieselbe Zielzell-Spezifität wie 

das scFv-Fragment A5 (Völkel et al., 2004) alleine aufweisen. Dazu wurden FACS-Analysen 

mit verschiedenen Zell-Linien durchgeführt. Als Kontrolle diente das nicht 

endothelzellspezifische scFv-Fragment M5.2, das gegen murine Melanomzellen selektioniert 

wurde (Völkel et al., 2004). Dieses scFv-Fragment verfügte ebenfalls über ein  

C-terminales Cystein und konnte analog zum scFv-Fragment A5 an Liposomen gekoppelt 

werden (Kontroll-Immunliposomen). Es wurden jeweils 1 nmol scFv-Fragmnet zur Kopplung 

eingesetzt. Als Zielzellen dienten HUVEC, die Zell-Linien HEK 293 (humane Nierenzellen), 

bEND3 (murine Endothelzellen) und 3T3 (murine Fibroblasten) wurden als Kontrolle benutzt. 

Zusätzlich wurden noch MeWo (humane Melanomzellen), die auch in geringen Mengen 

Endoglin exprimieren, eingesetzt. Als liposomale Formulierung wurden mit Rhodamin 

markierte EPC:Chol:MCC-PE Liposomen verwendet. 
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 Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz 

 
Abb. 4-22: Überprüfung der Zielzell-Spezifität der Immunliposomen: Es wurden jeweils 200000 Zellen mit 
50 µl gelfiltrierten Immunliposomen (Marker: Rhodamin-PE) bei 4°C über 1h inkubiert, danach erfolgte die 
Analyse der Fluoreszenzintensität im FACS. 

Die ungekoppelten Liposomen wiesen eine Größe von 65,1 ± 5,2 nm, die gekoppelten eine 

Größe von 80,3 ± 5,6 nm auf. Die FACS-Analyse (Abb. 4-22) zeigte, daß die 

Immunliposomen sehr stark an HUVEC, schwach an MeWo und nicht an die Kontrollzell-

Linien HEK 293, bEND3 sowie 3T3 gebunden haben. Damit konnte bestätigt werden, daß 

diese Immunliposomen spezifisch an Endoglin-exprimierende Zellen binden. Die Kontroll-

Immunliposomen zeigten wie die ungekoppelten Liposomen auf allen Zell-Linien eine 

schwache Hintergrundaktivität. Bei den MeWo und den HEK 293 waren Doppel-Peaks zu 

erkennen, das auf zwei Zellpopulationen (einen Anteil lebender und einen toter Zellen) 

hindeutete, die die Liposomen stärker oder schwächer binden konnten. Als Ursache wurde 

hier die hohe Passagezahl der verwendeten Zellen vermutet.  

4.1.2.4.2. Kompetitionsexperimente mit freien scFv-Fragmenten 

Um zu untersuchen, ob die Bindung der Immunliposomen über das scFv-Fragment A5 

vermittelt wird, wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt. Falls dies der Fall ist, sollte 

durch die Vorinkubation der Zielzellen mit freien scFv-Fragmenten derselben Spezifität die 

Bindung der Immunliposomen verringert bzw. verhindert werden. Um dies zu untersuchen, 

wurden die Endothelzellen (HUVEC) im ersten Experiment zuerst mit unterschiedlichen 

Mengen an freiem und unmarkiertem scFv-Fragment A5 (20, 50 und 100 µg/ml) über einen  

Zeitraum von 15 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Rhodamin-markierten 

Immunliposomen zugegeben und weitere 60 min bei 4°C inkubiert. Die Messung der 
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Fluoreszenzintensitäten erfolgte anschließend im FACS. In einem zweiten Experiment 

wurden die Endothelzellen mit dem Kontroll-Fragment M5.2 an Stelle des scFv-Fragments 

A5 vorinkubiert. Als liposomale Formulierung wurden wieder Rhodamin-markierte 

EPC:Chol:MCC-PE verwendet.  
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Abb. 4-23: Kompetitionsexperimente zur Überprüfung der spezifischen Bindung der Immunliposomen an 
Endothelzellen. Zuerst wurden je 200000 Zellen (HUVEC) entweder mit dem scFv-Fragment A5 oder mit dem 
scFv-Fragment M5.2 15 min bei 4°C vorinkubiert, danach erfolgte eine 60-minütige Inkubation mit je 50 µl der 
gelfiltrierten Rhodamin-markierten Liposomen. Anschließend wurde die Fluoreszenz-Intensität im FACS 
vermessen.  

Die Analyse im FACS (Abb. 4-23) ergab, daß die Stärke der Bindung der endothelzell-

spezifischen Immunliposomen durch die Präinkubation mit freiem scFv-Fragment gleicher 

Spezifität konzentrationsabhängig verringert werden konnte. Die stärkste Kompetition der 

Bindung wurde durch die höchste Konzentration an freiem scFv-Fragment A5 (100 µg/ml) 

erreicht. Durch die Präinkubation mit dem Kontroll-scFv-Fragment M5.2 (50 µg/ml)  wurde 

die Bindung der Immunliposomen nur leicht verringert, während die Bindung durch die 
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Präinkubation (50 µg/ml) mit dem scFv-Fragment A5 stark zurückgedrängt wurde. Die 

schwach reduzierte Bindung bei Präinkubation mit dem Kontroll-scFv-Fragment deutete 

darauf hin, daß das Grundgerüst des scFv-Fragments auch einen geringen Anteil zur Bindung 

beigetragen hatte. Überwiegend wird die Bindung zwischen den Endothelzellen und dem 

scFv-Fragment A5 aber durch dessen Spezifität vermittelt.  

 

Nachdem der Beweis erbracht war, daß die Immunliposomen spezifisch an Zielzellen binden, 

wurden weitere Experimente durchgeführt, um zu überprüfen, ob diese auch für einen 

späteren in vivo-Einsatz geeignet sind.  

4.1.2.4.3. Zeitverlauf der Bindung  

Da allgemein Immunliposomen im Körper relativ schnell abgebaut bzw. aus dem 

Blutkreislauf eliminiert werden, ist eine schnelle Bindung an die Zielzellen für einen 

erfolgreichen Einsatz notwendig (Mastrobattista et al., 1999). Folglich wurden kinetische 

Bindungsversuche mit den Immunliposomen an Endothelzellen durchgeführt. Hierzu wurden 

die Endothelzellen (HUVEC) über verschiedene Zeiträume (0, 15, 30, 45 oder 60 min) mit 

den Immunliposomen inkubiert. Als Kontrolle wurden ungekoppelte AVE 10 MCC-PE über 

15 min mit den HUVEC inkubiert. Anschließend wurden die Fluoreszenzintensitäten der 

gekoppelten und ungekoppelten Rhodamin-markierten AVE 10 MCC-PE im FACS 

vermessen.  
 
 

Fluoreszenz 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-24: Zeitverlauf der Bindung der Immunliposomen an Endothelzellen: Je 200000 HUVEC wurden  
mit den Rhodamin-markierten Immunliposomen (je 50 nmol) über verschiedene Zeiträume bei 4ºC inkubiert. 
Die Inkubation der ungekoppelten Kontroll-Liposomen erfolgte über einen Zeitraum von 15 min. Anschließend 
erfolgte die Analyse im FACS. 
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Die FACS Analyse (Abb. 4-24) zeigte, daß die Immunliposomen ohne eine vorherige  

Inkubation (0 min) noch keine spezifische Bindung an die HUVEC erkennen ließen, da die 

Stärke der Bindung der der ungekoppelten Kontrolle (Inkubation 15 min) entsprach. Eine 

deutliche Steigerung der Fluoreszenzintensität war nach 15 min Inkubationszeit zu 

beobachten. Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, daß die Immunliposomen schon nach 

15 min Inkubationszeit sehr stark an die Zielzellen gebunden hatten. Eine weitere Erhöhung 

der Inkubationszeit führte nur zu einer geringfügigen Intensitätszunahme.  

4.1.2.4.4. Bindungsstudien bei erhöhter Inkubationstemperatur 

Die bisherigen Bindungsstudien wurden bei 4°C durchgeführt. Um zu überprüfen, ob die 

Immunliposomen auch bei erhöhten Temperaturen, wie sie in vivo herrschen, binden, wurden 

FACS-Versuche bei 37°C durchgeführt. Es wurden wieder Rhodamin-markierte AVE 10 

MCC-PE verwendet und die Fluoreszenzintensität der ungekoppelten mit den gekoppelten  

Liposomen einerseits bei 4°C und andererseits bei 37° im FACS verglichen. 
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Abb. 4-25: Untersuchung des Bindungsverhaltens von Immunliposomen bei 4°C und 37°C. Es wurden je 
200000 Zellen mit den Rhodamin-markierten Liposomen (je 50 nmol Lipid) bei 4°C bzw. 37°C über einen 
Zeitraum von 1h inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Fluoreszenzintensität im FACS. 
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Wie in Abb. 4-25 zu erkennen ist, konnte auch bei der erhöhten Inkubationstemperatur von 

37ºC eine eindeutige Bindung der Immunliposomen an Endothelzellen nachgewiesen werden. 

Insgesamt war die Stärke der Bindung bei 37°C für die ungekoppelten wie für die 

gekoppelten Liposomen stärker als bei 4°C. Bei 37°C waren die Peaks der 

Fluoreszenzintensitäten allerdings breiter, was auf eine inhomogenere Bindung bei dieser 

Temperatur schließen ließ. 

4.1.2.4.5. Inkubation der Immunliposomen mit humanem Plasma 

Um die in vivo-Umgebung der Immunliposomen (AVE 10 MCC-PE scFvA5) zu simulieren, 

wurden diese mit humanem Plasma über verschiedene Zeiträume (1h, 2h, 3h, 6h und 24h) 

vorinkubiert und erst anschließend erfolgte die Inkubation mit den Endothelzellen. Danach 

erfolgte die Analyse im FACS. Hier sollte herausgefunden werden, ob sich die 

Bindungseigenschaften der Immunliposomen durch die Interaktion mit humanem Plasma 

verändern würden. Als Kontrolle dienten die gleichen, jedoch unbehandelten 

Immunliposomen.  
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Abb. 4-26: FACS-Analyse von Immunliposomen nach Präinkubation mit humanem Plasma. Die 
Immunliposomen (je 50 nmol Lipid) wurden zuerst bei 37°C über verschiedene Zeiträume mit humanem Plasma 
inkubiert. Danach wurden je 200000 HUVEC bei 4°C über 1h mit den vorinkubierten Liposomen versetzt.  
Anschließend erfolgte die Analyse der Fluoreszenzintensität im FACS. Als Kontrolle wurde die gleiche Menge 
an Immunliposomen ohne vorherige Inkubation verwendet. 
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Bei diesem Experiment (Abb. 4-26) zeigte sich, daß sich die Stärke der Bindung der 

Immunliposomen bei einer Inkubationszeit von bis zu 3 Stunden mit humanem Plasma an 

HUVEC im Vergleich zu den Kontroll-Liposomen nicht verändert hatte. Ein leichter 

Rückgang der Bindung war erst nach 6 Stunden zu beobachten, der nach 24 Stunden deutlich 

zu sehen war. Auch diese Ergebnisse deuteten darauf hin, daß die Immunliposomen für eine 

in vivo-Anwendung über eine ausreichend große Stabilität verfügen.  

4.1.2.5. Bindungs- und Aufnahmestudien der Immunliposomen mittels 
Fluoreszenzmikroskop 

Zuerst wurden die Immunliposomen auf ihre Bindung an Endothelzellen untersucht. Für diese 

Versuche wurden wieder Rhodamin-markierte EPC:Chol:MCC-PE Liposomen verwendet, an 

die das scFv-Fragment A5 gekoppelt wurde (siehe 6.8.4.). Die Inkubation mit HUVEC 

erfolgte bei 4°C. Als Kontrolle dienten die gleichen ungekoppelten Liposomen. Die Analyse 

erfolgte im Fluoreszenzmikroskop. 
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Abb. 4-27: Fluoreszenz der Immunliposomen: 200000 HUVEC wurden mit 50 µl der gelchromatographisch 
gereinigten und Rhodamin-markierten Immunliposomen über 1h bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen und 
Fixieren der Zellen mit 4%-igem Paraformaldehyd wurden die Präparate im Fluoreszenzmikroskop analysiert. 
Belichtungszeit: 0,5 s; Vergrößerung: 400-fach.  
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Mit diesem Experiment konnten die Ergebnisse der FACS-Analysen bestätigt werden. Im 

Fluoreszenzmikroskop war eine sehr starke Fluoreszenz über die gesamte Zelloberfläche zu 

erkennen (Abb. 4-27). Dieses ließ auf eine Bindung der Immunliposomen an die Zellen 

schließen. Dagegen war in den fluoreszenzmikroskopischen Studien der ungekoppelten 

Kontroll-Liposomen (EPC:Chol:MCC-PE) keine Fluoreszenz zu erkennen, dies deutete auf 

eine nur äußerst schwache Bindung hin (Daten nicht gezeigt).  

 

Als nächstes wurde untersucht, ob die Immunliposomen bei 37°C auch internalisiert werden. 

Diese Fragestellung ist in Bezug auf eine spätere Verwendbarkeit in der Tumortherapie von 

großer Bedeutung, da mit Zytostatika beladene Immunliposomen ihren Inhalt erst in der 

Zielzelle freigeben sollen.  
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Abb. 4-28: Fluoreszenz der Immunliposomen bei 37°C: 200000 HUVEC wurden mit 50 µl der 
gelchromatographisch gereinigten und Rhodamin-markierten Immunliposomen bei 37°C für 30 oder 120 min 
inkubiert. Nach dem Waschen und Fixieren mit 4%-igem Formaldehyd in PBS erfolgte die Auswertung im 
Fluoreszenzmikroskop. Belichtungszeit: 1s, Vergrößerung: 400-fach 

Nach einer Inkubation von 30 min war einerseits eine Anreicherung der Fluoreszenz an der 

Zelloberfläche und damit eine Bindung zu erkennen, andererseits war aber auch schon eine 

beginnende Internalisierung in Form einer perinukleären Akkumulation der Fluoreszenz zu 

sehen (Abb. 4-28). Nach 120 min war die Internalisierung sehr weit fortgeschritten. Dies 

zeigte sich in der fast ausschließlich um den Zellkern lokalisierten Fluoreszenz. Bei der 

Verwendung von HEK als Kontrollzellen war weder bei 4°C eine Bindung noch bei 37°C 

eine Aufnahme der Immunliposomen zu sehen, ebenso war keine Aufnahme der 

ungekoppelten Kontroll-Liposomen bei 37°C zu erkennen (Daten nicht gezeigt). 
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Nachdem die Internalisierung der Immunliposomen in die Zielzellen gezeigt werden konnte, 

wurden weitere Experimente durchgeführt, um den Aufnahmemechanismus genauer zu 

untersuchen.  Hierzu wurden die Endothelzellen mit Bafilomycin A1, einem Inhibitor der 

Acidifizierung von Endosomen, inkubiert. Danach wurden die Immunliposomen hinzugefügt 

und die Endothelzellen wurden mit diesen über verschiedene Zeiträume (1h, 2h, 4h, 8h und 

20h) inkubiert. Falls die Immunliposomen über rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen 

werden, sollten sie zuerst in den Endosomen verbleiben, bevor sie ins Zytosol freigesetzt 

werden. Hierzu wurden Rhodamin-markierte AVE 10 MCC-PE  Immunliposomen  

verwendet.  

 

 
- Bafilomycin A1 + Bafilomycin A1 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Abb. 4-29: Fluoreszenz der Immunliposomen mit und ohne vorheriger Inkubation der Endothelzellen mit 
Bafilomaycin A1: Die HUVEC wuchsen auf Deckgläschen und wurden im Falle einer vorherigen Inkubation 
für 30 min bei 37°C mit Bafilomycin A1(300 nM) inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation mit je 50 µl 
gelchromatographisch gereinigten und Rhodamin-markierten Immunliposomen für 20 h bei 37°C. Nach dem 
Waschen und Fixieren mit 4%-iger Paraformaldehydlösung in PBS wurden die Präparate unter dem 
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Belichtungszeit: 1s, Vergrößerung: 200-fach. 

Durch die Behandlung der Endothelzellen mit Bafilomycin A1 veränderte sich das 

Verteilungsmuster der Fluoreszenz von den Rhodamin-markierten Immunliposomen  

(Abb. 4-29). Ohne Bafilomycin A1 schienen die Immunliposomen wesentlich breiter über die 

ganze Zelle verteilt zu sein, während mit Bafilomycin A1 eine deutliche vesikuläre 

Akkumulation zu sehen war. Diese wurde mit zunehmender Inkubationsdauer immer stärker 

und war nach 20 Stunden besonders deutlich zu erkennen. Das Muster deutete darauf hin, daß 

die Immunliposomen über Endozytose aufgenommen wurden.  
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4.1.2.6. Beladung der Immunliposomen mit Doxorubizin 

Liposomen können mittels des Remote-Loading-Verfahrens mit Doxorubizin beladen werden 

Mayer et al., 1986). Um dies zu erreichen, wird der Lipidfilm mit Citrat-Puffer (pH 4, 300 

mM) hydratisiert und nach der Extrusion der Liposomen wird der pH-Wert im äußeren 

Medium durch die Zugabe von Natronlauge auf einen Wert von ca. 7,5 angehoben. Wird nun 

zu dieser Phase gleichzeitig Doxorubizin hinzugefügt, kann es in neutraler Form durch die 

liposomale Membran diffundieren und wird dann im Inneren der Liposomen protoniert. In 

dieser Form ist es nicht mehr permeabel und wird im Liposom in einem gelartigen Zustand 

„festgehalten“.  

 

Zuerst wurde untersucht, ob die Liposomen vor oder nach der Kopplung mit Doxorubizin 

beladen werden sollten. Das molare Verhältnis von Gesamtlipid zu Doxorubizin betrug vor 

der Beladung 5:1. Der Doxorubizin-Gehalt der Liposomen wurde photometrisch bestimmt. 

Die Liposomen, die erst nach der Kopplungsreaktion mit Doxorubizin beladen wurden, 

wiesen eine Kopplungseffizienz von ca. 20% auf. Wurde das scFv-Fragment A5 erst nach der 

Beladung an die Liposomen gekoppelt, konnte eine Kopplungseffizienz von ca. 50-60% 

erreicht werden. Diese Ergebnisse wurden mit der Formulierung AVE 10 erzielt, zwischen 

den Kopplungslipiden MPB-PE und MCC-PE zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede 

bezüglich der Beladungseffizienz. Standardmäßig erfolgte die Kopplung des scFv-Fragments 

A5 an die Liposomen deshalb erst nach deren Beladung. Diese geringen Beladungseffizienzen 

sind vermutlich auf die Maleimidgruppen zurückzuführen (Hansen et al., 1995). Mittels eines 

Immunoblots konnte nachgewiesen werden, daß die Kopplungseffizienz durch den 

Beladungsvorgang nicht beeinträchtigt wurde (Daten nicht gezeigt). 

Um nicht verkapseltes Doxorubizin von den Immunliposomen abzutrennen, wurden folgende 

Methoden verglichen: Zum einen die Abtrennung in Vivaspins® mittels Zentrifugation und 

zum anderen eine gelchromatographische Reinigung (Säulenmaterial: Sepharose 4B). 

Anschließend wurden die Größen der Liposomen bestimmt, dabei wurden zwischen den 

beiden Methoden aber keine wesentlichen Unterschiede festgestellt. Standardmäßig wurde der 

Abtrennung mittels Vivaspin der Vorzug gegeben, da diese Methode schnell und effizient 

durchzuführen ist. Des weiteren kommt es verglichen mit der gelchromatographischen 

Reinigung zu keiner Verdünnung. Letzteres ist für spätere in vivo-Versuche besonders 

wichtig, da das zu applizierende Volumen möglichst klein sein sollte. 
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4.1.2.7. Untersuchung der Zytotoxizität von Doxorubizin-beladenen 
Immunliposomen 

Um zu überprüfen, ob die Internalisierung der Immunliposomen auch zu einer gesteigerten 

Zytotoxizität führen würde, wurden AVE 10 MCC-PE zuerst mittels des Remote-Loading- 

Verfahrens (siehe 6.7.6.1.) mit Doxorubizin beladen und anschließend wurde daran das  

scFv-Fragment A5 gekoppelt. Das Doxorubizin wurde photometrisch quantifiziert (siehe 

6.7.8.). Danach wurden Kristallviolett-Tests (Bonnekoh et al., 1989; siehe 6.10.) mit 

verschiedenen Zell-Linien  durchgeführt. Für die Untersuchungen wurden je 10000 HUVEC 

pro well einer 96 well-Platte ausgesät und mit den verschiedenen Formulierungen in einer 

Verdünnungsreihe, ausgehend von 10 µM Doxorubizin, versetzt und für 2 Stunden inkubiert. 

Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen, um Effekte durch aus den Liposomen 

außerhalb der Zellen freigesetztes Doxorubizin zu minimieren. Anschließend wuchsen die 

Zellen für weitere 48 Stunden. Nach dem Waschen wurden die verbliebenen Zellpellets mit 

Kristallviolett angefärbt und photometrisch bei 540 nm vermessen. Aus den ermittelten 

Werten konnten graphisch die IC50-Werte (die Konzentration, bei der 50% der Zellen 

abgestorben sind) ermittelt werden. 

 

   
Formulierung   HUVEC  HDMEC  HEK

Dox         3        1,4     0,4 

AVE 10 A5 Dox       1,2        0,1     ›10 

AVE 10 Dox       ›3       ›10     ›10 

AVE 10 A5       ›10       ›10     ›10 

 

 

 

 

 

 
Tab. 4-2: Darstellung der IC50-Werte (µM) des Kristallviolett-Tests: Als Endothelzell-Linien wurden 
HUVEC sowie HDMEC und als Kontrollzell-Linien HEK verwendet. Das Experiment wurde mit den folgenden 
Formulierungen durchgeführt: freies Doxorubizin (Dox), beladene Immunliposomen (AVE 10 A5 Dox), 
beladene ungekoppelte Liposomen (AVE 10 Dox) und unbeladene Immunliposomen (AVE 10 A5). Als 
Kopplungslipid wurde das MCC-PE in einer Konzentration von 10 mol% verwendet. 

Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, daß die Immunliposomen im Vergleich zu 

den anderen Formulierungen auf Endothelzellen am stärksten zytotoxisch wirkten. Dies ist  

vermutlich auf eine Internalisierung und verstärkte Freisetzung des Doxorubizins innerhalb 

der Zellen zurückzuführen. Freies Doxorubizin wirkte stärker zytotoxisch als liposomal 
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verkapseltes ohne Targeting. Durch die Verpackung des Doxorubizins in Liposomen ohne 

Zielsteuerungsmotiv wird also dessen Toxizität vermindert. Der zytotoxische Effekt von den 

nicht zielgerichteten Liposomen war vermutlich auf in das Medium freigesetztes Doxorubizin 

zurückzuführen. Daß diese Liposomen nicht von Zellen internalisiert werden, konnte mittels 

fluoreszenzmikroskopischer Studien nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Außerdem 

konnte hier gezeigt werden, daß die Toxizität durch das Doxorubizin und nicht durch die 

liposomalen Bestandteile vermittelt wurde, denn die unbeladenen Immunliposomen zeigten 

keine toxische Wirkung auf die Zellen. Bei der Verwendung von Kontrollzellen (HEK) zeigte 

sich zwischen den mit Doxorubizin beladenen Immunliposomen und den gleichen, ebenfalls 

mit Doxorubizin beladenen, Liposomen ohne Zielsteuerung kein Unterschied in der Toxizität.  

4.1.2.8. Untersuchungen zur Pharmakokinetik 

Für diese Versuche wurden die Immunliposomen radioaktiv markiert, indem  3H-Cholesteryl-

oleoyl-ether in die liposomalen Formulierungen AVE 9, AVE 10 MCC-PE und AVE 10 

MCC-PE scFvA5 eingebaut wurde. Die Liposomen wurden in die Schwanzvene von 

Nacktmäusen appliziert und die Blutproben wurden zu verschiedenen Zeiten retrobulbär 

entnommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 4-30: Plasmaspiegelkurven der liposomalen Formulierungen AVE 9, AVE 10 MCC-PE und AVE 10 
MCC-PE scFvA5. Je Maus wurden 1000 nmol Gesamtlipid entsprechend 10 µCi Tritium-markiertem 
Cholesteryl-oleoyl-ether in die Schwanzvene injiziert. Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden die Blutproben 
retrobulbär entnommen. Die Werte nach 3 min wurden auf 100% normiert. In jeder Gruppe befanden sich 3 
Mäuse. 
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Formulierung Halbwertszeit 

AVE 9 t1/2α = 45min, t1/2β = 9h 

AVE 10 MCC-PE < 3 min 

AVE 10 MCC-PE scFvA5 < 3 min 

 

 

 

 

 
Tab. 4-3: Berechnete Halbwertszeiten der Formulierungen AVE 9, AVE 10 MCC-PE und AVE 10  
MCC-PE scFvA5 in Mäusen. Es wurden 10 mol% MCC-PE verwendet. Dieser Versuch wurde in 
Zusammenarbeit mit dem Tierarzt S. Hoffmann,  vectron therapeutics AG, durchgeführt. 

Da die ungekoppelten Liposomen AVE 10 MCC-PE eine vergleichbar kurze Verweildauer  

(< 3 min) im Blut wie die Immunliposomen aufwiesen, kann davon ausgegangen werden, daß 

für die stark verkürzte Halbwertszeit das Maleimid-haltige Kopplungslipid verantwortlich ist.  

4.1.2.9. Verwendung von PEG-ylierten Liposomen 

Um die Formulierung AVE 10 im Hinblick auf eine längere Blutverweildauer zu optimieren 

wurde das Kopplungslipid MCC-PE gegen MPB-PEG(2000)-DSPE ausgetauscht. Bei diesem 

Lipid ist zwischen der Maleimid-Gruppe und dem in der liposomalen Membran verankertem 

DSPE eine PEG-Kette eingebaut. Es wurden 5mol% dieses Kopplungslipids in die 

Liposomen eingebaut. Die Kopplung des scFv-Fragments A5 erfolgte an das MPB-

PEG(2000)-DSPE unter denselben Bedingungen wie an die Kopplungslipide MPB- bzw. 

MCC-PE (siehe 6.8.4.). Für PEG-ylierte Immunliposomen wurde in der Literatur eine 

verlängerte Zirkulationsdauer beschrieben (Mastrobattista et al., 1999). Um zu überprüfen, ob 

diese Immunliposomen  (AVE 10 MBP-PEG-PE scFvA5) auch an Endothelzellen binden, 

wurde eine FACS-Analyse durchgeführt. 
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Abb. 4-32: Die Zetapotentiale der PEG-ylierte
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 10 MCC-PE (-45,7 ± 2,1 mV) wiesen die PEG-

r stark negatives Zetapotential von -24,4 ± 0,9 mV 

 PEG-ylierten Liposomen betrug -19,2 ± 1,9 mV, 
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dagegen wiesen die gekoppelten nicht PEG-ylierten Liposomen einen Wert von -35,1 ± 3,2 

mV auf (Abb. 4-32). Dies deutete darauf hin, daß die ebenfalls vorhandene negative Ladung 

der Phosphatgruppe des Kopplungslipids MPB-PEG-PE durch die PEG-Ketten abgeschirmt 

wurde und deshalb das Zetapotential weniger stark negativ war. Die Größen der PEG-ylierten 

Formulierungen betrugen: AVE 10 MPB-PEG-PE: 112,3 ± 2,1 nm; AVE 10 MPB-PEG-PE 

scFvA5: 122,3 ± 1,7 nm.  
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4.1.2.10. Diskussion 

In diesem Teil der Arbeit konnten erfolgreich Immunliposomen für die vaskuläre Therapie 

erzeugt werden. Das Ziel dieser Immunliposomen stellen die neu gebildeten Blutgefäße, die 

solide Tumoren mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgen, dar. Diese sind für Therapeutika 

leicht zugänglich, da sie mit dem bestehenden Blutgefäßsystem direkt verbunden sind 

(Augustin, 1998). Um diese Zielsteuerung zu erreichen, wurden die Liposomen mit einem 

humanen und endothelzellspezifischen scFv-Fragment (Völkel et al., 2004) modifiziert. 

Dieser Ligand wurde kovalent an bestehende Liposomen gekoppelt. Im Vergleich zu 

Antikörpern als Liganden sind scFv-Fragmente auf Grund ihrer Größe nur gering immunogen 

und sie weisen im Vergleich zu Antikörpern keinen Fc-Teil auf, über den weitere biologische 

Effekte, z. B. die Aufnahme durch Zellen des retikulo-endothelialen Systems, vermittelt 

werden (Harding et al., 1997). Auf Grund ihrer geringen Größe sollten sie ebenfalls Vorteile 

gegenüber Fab'-Fragmenten aufweisen. Deshalb sollten scFv-Fragmente, besonders wenn sie 

humanen Ursprungs sind, die Verweildauer von Immunliposomen in der Zirkulation nicht 

wesentlich beeinträchtigen. Dadurch sollten die zielgerichteten Liposomen verstärkt in den 

Zielzellen akkumulieren und so zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt führen (Sapra et al., 

2004).  

In der Literatur wurden nur wenige liposomale Systeme, die für eine zielgerichtete 

Tumortherapie mit scFv-Fragmenten modifiziert wurden, beschrieben. Darunter befinden sich 

folgende Arbeiten: Nielsen et al. (2002) koppelten ein humanes scFv-Fragment, das gegen 

den ErbB-2 Rezeptor gerichtet ist, an mit Doxorubizin beladene Liposomen um ein 

therapeutisches System für das Tumorzell-Targeting zu erzeugen. Marty et al. (2002) 

erzeugten mittels eines gegen die ED-B Domäne von Fibronektin gerichteten scFv-Fragments 

ein zielgerichtetes liposomales System. Diese Zielstruktur wird von Tumorzellen selber und 

von den Endothelzellen der neu gebildeten Blutgefäße überexprimiert. Diese Liposomen 

wurden mit einem lipophilen Derivat des Antimetaboliten Cytarabin beladen. Beide Gruppen 

konnten in vivo mit ihren Immunliposomen verglichen mit den gleichen Liposomen ohne 

Zielsteuerung eine signifikant stärkere Inhibierung des Tumorwachstums beobachten. 
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4.1.2.10.1.  Kopplung von scFv-Fragmenten an Liposomen 

Die Kopplungsmethode, mit der Liganden an Liposomen gekoppelt werden, sollte einfach 

und in wenigen Reaktionsschritten durchführbar sein. Durch die Kopplungsreaktion sollten 

weder die Liposomen verändert noch sollte die Antigenbindungsfähigkeit des Liganden 

beeinträchtigt werden.   

Zu den am häufigsten in der Literatur beschriebenen Methoden zählen die Kopplung über eine 

Carbonsäureamid- und die über eine Thioether-Bindung (Nobs et al., 2004; Hansen et al., 

1995; Bendas, 2000). Mit diesen Methoden wurde auch in der vorliegenden Arbeit versucht, 

scFv-Fragmente an Liposomen zu koppeln. Da aber größtenteils liposomale Formulierungen 

benutzt wurden, die sich von denen in der Literatur beschriebenen unterscheiden, muß auch 

deren Einfluß auf das Ergebnis der Kopplungsreaktion berücksichtigt werden. 

Erste Experimente befaßten sich mit dem Versuch scFv-Fragmente über eine 

Carbonsäureamidbindung an die Liposomen zu koppeln. Da die Kopplung hier über eine 

Aminfunktion des Liganden erfolgt, mußten die scFv-Fragmente nicht modifiziert werden.  Es 

wurde N-Glut-PE als Kopplungslipid in die Liposomenmembran integriert und mit Ethyl-

Dimethylaminopropyl-Carbodiimid (EDC) aktiviert. Die Darstellung von N-Glut-PE und 

erfolgreiche Kopplung von α-Chymotrypsin an diesen in Liposomen inkorporierten Anker 

wurde zuerst von Weissig et al. (1986) beschrieben. Bei der Aktivierungsreaktion des N-Glut-

PE´s inkubierten wir 200 µl Liposomen (= 2 µmol Lipid, darin sind 0,2 µmol N-Glut-PE 

enthalten) mit 9,1 µmol EDC. Ezpeleta et al. (1996) fanden, daß bei diesem Verhältnis eine 

Sättigung der Aktivierung der N-Glutaryl-Gruppe stattgefunden hat. Mit dieser Methode 

gelang es allerdings nicht, an alle in dieser Arbeit verwendeten liposomalen Formulierungen 

erfolgreich scFv-Fragmente zu koppeln. Zuerst wurde vermutet, daß die Kopplung an die 

Liposomen AVE 3 und AVE 8 nicht über das N-Glut-PE erfolgte, sondern daß die scFv-

Fragmente nur an der Oberfläche der alleine schon durch das DOPS negativ geladenen 

Liposomen „klebten“. Dies bestätigte sich aber nicht: Bei der Inkubation dieser 

Formulierungen in Abwesenheit des N-Glut-PE´s mit scFv-Fragmenten konnte mittels 

Immunoblot keine Kopplung nachgewiesen werden. Schon alleine der Einbau des  

N-Glut-PE´s in die Formulierung AVE 3 führte zu einer verstärkten, aber unspezifischen 

Zellbindung. Diese konnte durch die Inkubation mit EDC noch weiter gesteigert werden. 

Dagegen war es nicht möglich, scFv-Fragmente mit dieser Methode an die Formulierung 

AVE 10 zu koppeln. Möglicherweise wurde das N-Glut-PE in diese Liposomen so integriert, 

daß die endständige Carboxylgruppe nicht frei zugänglich war und deshalb für eine Kopplung 
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nicht zur Verfügung stand. Weiterhin von Nachteil bei dieser Methode ist, daß grundsätzlich 

alle primären Aminfunktionen eines Liganden die Kopplungsreaktion eingehen können. Bei 

den verwendeten scFv-Fragmenten kommen alleine in den nicht-randomisierten Bereichen 

einschließlich des N-Terminus 20 Aminogruppen vor (Völkel et al., 2004). Auf Grund ihrer 

dreidimensionalen Orientierung im Raum können zwar nicht alle Aminogruppen eine 

Kopplungsreaktion eingehen, aber es ist dennoch nicht möglich, ein reproduzierbares 

Kopplungsprodukt zu erhalten. Dadurch besteht bei dieser Kopplungsmethode die Gefahr, 

daß ein Ligand mit mehreren Liposomen koppelt und daß dies zu Quervernetzungen und 

Aggregatbildung führt. Dieses konnte bei der Verwendung von 50 und 100 µg  

scFv-Fragment/2 µmol Lipid beobachtet werden. Um dies zu umgehen, muß mit verdünnten 

Lösungen gearbeitet werden.  Falls die Kopplung über die Antigenbindestelle oder in deren 

Nähe erfolgt, kann dies die Aktivität des Liganden beeinträchtigen. Torchilin et. al (1996) 

koppelten Antimyosin Fab'-Fragmente an N-Glut-PE und integrierten diese Konjugate in 

bestehende Liposomen. Durch die Kopplung verringerte sich in vitro die Immunreaktivität 

des N-Glut-PE-Fab' Konjugats verglichen mit dem freien Fab'-Fragment um den Faktor  

15-20. Kritisch zu bewerten ist auch das Aktivierungsreagenz EDC: Carbodiimide können im 

wässrigen Milieu zu verschiedenen Produkten (Nakajima und Ikada, 1995) reagieren und 

stehen dann nicht mehr für die Aktivierungsreaktion zur Verfügung. Falls überschüssiges 

EDC noch bei der Zugabe des scFv-Fragments aktiv sein sollte, könnten einerseits auch 

Carboxylgruppen von scFv-Fragmenten aktiviert werden. Diese aktivierten Carboxylgruppen 

könnten dann mit primären Aminogruppen von anderen scFv-Fragmenten reagieren. Folglich  

könnte dies zu Quervernetzungen und Aggregationen von scFv-Fragmenten führen. 

Andererseits könnten auf diese Art aktivierte scFv-Fragmente über die Amino-Kopfgruppen 

von Ethanolamin-haltigen Lipiden an Liposomen gekoppelt werden. Hierdurch könnte kein 

gerichtetes Kopplungsprodukt erzielt werden.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß sich mit dieser Methode nicht an alle 

liposomalen Formulierungen scFv-Fragmente koppeln ließen, daß durch das N-Glut-PE eine 

unspezifische Zellbindung vermittelt wurde und daß die scFv-Fragmente sich nicht in einer 

einheitlichen Orientierung an Liposomen koppeln ließen. Aus diesen Gründen wurde die 

Entscheidung getroffen, diese Kopplungsmethode nicht weiter zu verfolgen. 

 

Antikörper und deren Fragmente werden oftmals über eine Thioetherbindung an Liposomen 

gekoppelt. Für diese Kopplungsmethode müssen die Liganden über eine Thiolgruppe 

verfügen, die oftmals erst erzeugt werden muß. Es besteht die Möglichkeit, Liganden mit 
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heterobifunktionellen Reagenzien, wie z. B. N-hydroxysuccinimidyl 3-(2-pyridyldithio) 

propionat (SPDP) zu aktivieren und eine freie Thiolgruppe zu erzeugen (Nobs et al. 2004). 

Dabei wird das Reagenz über Aminogruppen des Liganden gebunden. Bei dieser 

nachträglichen Modifikation kann aber durch das Reagenz die Aktivität des Liganden 

beeinträchtigt werden (Uyama et al., 1994) und es ist kaum möglich, ein reproduzierbares 

Ergebnis zu erhalten, da Aktivierungsreagenzien wie das SPDP an allen vorhandenen bzw. 

zur Kopplung zur Verfügung stehenden Aminogruppen des scFv-Fragments angreifen 

können. Falls die Kopplung über den antigenbindenden Bereich oder in dessen Nähe erfolgt, 

können die Antigenbindungseigenschaften beeinträchtigt werden und so inaktive scFv-

Fragmente entstehen. Da Fab'-Fragmente über eine Thiol-Gruppe verfügen, können sie an 

Maleimid-haltige Liposomen gekoppelt werden (Martin et al., 1981).  

Die von uns verwendeten scFv-Fragmente wiesen allerdings keine freie Thiolgruppe auf, 

deshalb mußten sie zuerst derivatisiert werden. Mittels gentechnischer Methoden war es 

möglich, scFv-Fragmente mit einer freien Thiol Gruppe zu exprimieren. Derartige 

Modifikationen wurden auch schon von anderen Gruppen beschrieben. Marty et al. (2001) 

erzeugten auf diese Weise ein gegen die ED-B Domäne des Fibronectin gerichtetes scFv-

Fragment, Nielsen et al. (2002) modifizierten ein gegen ErbB-2 gerichtetes scFv-Fragment 

auf dieselbe Weise. In unserer Arbeitsgruppe wurde auf DNA-Ebene die Sequenz für ein 

endständiges Cystein am C-Terminus eingefügt, um eine nachträgliche Modifikation zu 

umgehen. Da die Antigenbindungsseite diesem genau gegenüber lag, wurde dessen Aktivität 

nicht beeinträchtigt (Völkel et al., 2004). Vor der Kopplung mußte das scFv-Fragment noch 

reduziert werden, da sich durch die Oxidation der Thiol-Gruppen Dimere gebildet hatten. 

Hierzu wurde Tris(2-Carboxyethyl)Phosphin Hydrochlorid (TCEP) verwendet. Die Oxidation 

von derivatisierten scFv-Fragmenten wurde auch von anderen Gruppen beobachtet. Marty et 

al. (2002) reduzierten ebenfalls erfolgreich mit einem Phosphin-haltigen Reagenz 

(Tributylphosphin) solche scFv-Dimere. 

Als Kopplungslipide wurde zuerst MPB-PE und dann MCC-PE verwendet, die beide über 

endständige funktionelle Maleimid-Gruppen verfügen. Das MCC-PE ist im Vergleich zum 

MPB-PE gegenüber Hydrolyse unempfindlicher, da es an Stelle des Benzolringes einen 

Cyclohexanring aufweist (Hermanson, 1996). Die Stabilität der Maleimid-Gruppe ist auch 

pH-Wert abhängig, nach Schmidt (1997) sollte der pH-Wert des Hydratationsmediums nicht 

über 6,8 liegen. Park et al. (1995) und Sugano et al. (2000) erzeugten mit dieser Methode 

erfolgreich Immunliposomen auch bei pH-Werten von > 7. Unsere Liposomenformulierungen 
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wurden standardmäßig mit PBS (pH 7,4) hydratisiert und das scFv-Fragment A5 konnte unter 

diesen Bedingungen erfolgreich gekoppelt werden. 

Die Kopplung von scFv-Fragmenten an Maleimid-haltige Lipide wurde schon in der Literatur 

beschrieben: Xu et al. (2002) verwendeten MPB-PE, um ein gegen den humanen Transferrin-

Rezeptor gerichtetes scFv-Fragment zu koppeln, Mamot et al. (2003) benutzten DSPE-PEG-

MPB, um ein anti-EGFR scFv-Fragment zu koppeln. Nielsen et al. (2002) koppelten ein anti- 

ErbB-2 scFv-Fragment gerichtet an MPB-PEG-DSPE und die Immunreaktivität des 

Konjugats betrug auch nach der Kopplung noch über 80%. 

Das derivatisierte scFv-Fragment A5 konnte in dieser Arbeit über das Cystein gerichtet an 

Maleimid-haltige Liposomen gekoppelt werden. Mit dieser Methode wurde eine 

Kopplungseffizienz von 10-20 % erreicht. Dabei betrug das molare Verhältnis von scFv-

Fragment zu Lipid 1:1000, dies wurde ebenfalls von Hansen et al. (1995) als optimal 

beschrieben. Marty et al. (2002) erreichten in ihrer Studie, in der sie ein gegen die ED-B 

Domäne des Fibronektins gerichtetes scFv-Fragment an in Liposomen inkorporiertes 

Maleimid-PEG-PE koppelten, eine ähnliche Kopplungseffizienz. Hansen et al. (1995) 

koppelten in ihrer Studie Antikörper mit einer Effizienz von 72 ± 7 % an MPB-PE-haltige 

Liposomen. Dieser hohe Wert ist aber vermutlich auf die verwendete Methode 

zurückzuführen: Die Antikörper wurden mit SPDP thioliert. Da das SPDP an allen 

zugänglichen primären Aminogruppen angreifen kann, ist der Antikörper an mehreren Stellen 

derivatisiert worden. Allein hieraus ergibt sich eine höhere Kopplungseffizienz. Die geringe 

Koplungseffizienz des scFv-Fragments A5 in dieser Arbeit ist vermutlich auf die verwendeten 

Kopplungslipide MPB-PE und MCC-PE zurückzuführen. Möglicherweise befinden sich die 

reaktiven Maleimidgruppen zu dicht an der liposomalen Oberfläche, so daß sie für scFv-

Fragmente nicht gut zugänglich sind. Auch könnte der kurze unpolare Spacer der 

Kopplungslipide mit den hydrophoben Teilen des Bilayers wechselwirken und so den 

Abstand der Maleimid-Gruppen von der Liposomenoberfläche reduzieren. Fleiner et al. 

(2001) koppelten IgG, das mittels 2-Iminothiolan thioliert wurde, an verschiedene in 

Liposomen inkorporierte Maleimid-haltige Lipide. Dabei konnten sie zeigen, daß die 

Kopplungseffizienz durch die Verwendung von Kopplungslipiden mit einem hydrophilen 

Spacer im Vergleich zum MPB-PE gesteigert werden konnte. Darüber hinaus koppelten sie 

BSA und IgG an dieselben Lipide und es ergaben sich deutlich unterschiedliche 

Kopplungseffizienzen. Dies zeigt, daß verschiedene Systeme nicht uneingeschränkt 

miteinander verglichen werden können. 
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4.1.2.10.2.  Charakterisierung der Immunliposomen 

Mit FACS-Studien konnte nachgewiesen werden, daß die Immunliposomen stark und 

spezifisch an Endoglin-exprimierende Endothelzellen binden und von diesen aufgenommen 

werden. Bei einer Kopplungseffizienz von 10-20% (standardmäßig wurden 1 nmol scFv-

Fragment mit 1 µmol Gesamtlipid inkubiert) ergibt dies (unter der Annahme, daß 80000 

Lipide ein Liposom mit einem Durchmesser von 100 nm bilden, (Kirpotin et al., 1997)) eine 

theoretische Anzahl von 10 - 20 scFv-Fragmenten pro Liposom. Die Anzahl der scFv-

Fragmente A5 pro Liposom, die zu einer maximalen Internalisierung der Immunliposomen 

führt, muß noch experimentell ermittelt werden. Nielsen et al. (2002), die ein gegen den 

ErbB-2-Rezeptor gerichtetes scFv-Fragment an MPB-PEG-DSPE koppelten und dann in 

bestehende Liposomen inkorporierten, konnten zeigen, daß sie mit ca. 30 scFv-Fragmenten 

pro Liposom eine maximale Zellaufnahme erreichten. Eine weitere Erhöhung der Anzahl der 

scFv-Fragmente pro Liposom führte zu einer reduzierten Internalisierung der 

Immunliposomen. Diese Ergebnisse lassen sich aber nicht uneingeschränkt auf das in dieser 

Arbeit beschriebene System übertragen: Es ist vermutlich nicht generell möglich, absolute 

Mengen für scFv-Fragmente anzugeben, sondern die optimalen Mengen werden je nach 

Zielstruktur, je nachdem ob diese mehr oder weniger stark exprimiert wird, variieren. Für die 

Kopplung wurden im wesentlichen entweder AVE 10 MCC-PE oder EPC:Chol:MCC-PE 

Liposomen verwendet. Bei beiden gekoppelten Formulierungen konnte eine ähnlich starke 

Bindung an Endothelzellen nachgewiesen werden.  

Die Immunliposomen banden schon nach ca. 15 min sehr stark an die Zielzellen. Die 

Bindungseigenschaften der Immunliposomen veränderten sich auch nicht bei einer erhöhten 

Inkubationstemperatur von 37°C und bei der Präinkubation mit humanem Plasma war eine 

reduzierte Bindung erst nach sechs Stunden nachzuweisen. Dies deutete darauf hin, daß die 

Aktivität der Immunliposomen durch Wechselwirkungen mit Plasmabestandteilen nur wenig 

beeinflußt wurde bzw. daß es nur zu einer langsamen Degradation der scFv-Fragmente kam. 

Dies deutete darauf hin, daß die Immunliposomen für eine in vivo-Anwendung über eine 

ausreichende Stabilität verfügen. Diese Ergebnisse müssen in vivo noch bestätigt werden und 

es muß untersucht werden, ob die Immunliposomen z. B. eine Komplementaktivierung 

auslösen und ob sie mit zellulären Blutbestandteilen interagieren.  

Allerdings war die Verweildauer der gekoppelten wie der ungekoppelten Liposomen im 

Blutkreislauf extrem kurz. Dafür verantwortlich waren vermutlich die Maleimid-haltigen 

Kopplungslipide: Diese verfügen über eine überschüssige negative Ladung an der 



Ergebnisse 78

Phosphatgruppe. Dies zeigte sich bei der Messung des Zetapotentials der ungekoppelten 

Liposomen, das stark negativ war (ca. -45 mV). In der Arbeit von Nahde (2004) konnte 

gezeigt werden, daß Liposomen mit einem stark negativen Zetapotential sehr kurze 

Halbwertszeiten aufweisen. Durch die Ladung ist das Ausmaß der Opsonierung sehr stark, 

wodurch solche Liposomen besonders „auffällig“ für Zellen des retikulo-endothelialen 

Systems werden. Auch die Maleimid-Gruppe selber könnte auf Grund ihrer Immunogenität 

(Peeters et al., 1988; Boeckler et al., 1996) für die kurze Verweildauer verantwortlich sein. 

Darüber hinaus konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daß Maleimid-haltige 

Kopplungslipide zu einer unselektiven Zellbindung beitragen. Um diese Effekte zu 

minimieren wurden in dieser Arbeit die nach der Kopplungsreaktion noch vorhandenen 

Maleimid-Gruppen mit Cystein abgesättigt (Shahinian et al., 1995) und es konnte mittels 

Bindungsstudien eine reduzierte Hintergrundaktivität solcher Liposomen nachgewiesen 

werden. 

Durch die Verwendung von PEG-ylierten Immunliposomen (Marty et al., 2002) könnte die 

Verweildauer verlängert werden, da das PEG einen abschirmenden Effekt auf die negativ 

geladene Phosphatgruppe des Kopplungslipids ausübt: In ersten Versuchen wurde das scFv-

Fragment A5 an in Liposomen inkorporiertes MPB-PEG-PE gekoppelt. In FACS-Studien 

konnte eine starke Bindung dieser Liposomen an Endothelzellen nachgewiesen werden. 

Dieses wirkte sich auch auf das Zetapotential aus, das mit einem Wert von ca. -24 mV für die 

ungekoppelten Liposomen deutlich weniger negativ ausfiel und sich somit günstig auf eine 

längere Verweildauer auswirken müßte. Die Kopplung von scFv-Fragmenten mittels MPB-PE 

oder MCC-PE direkt an die Oberfläche der Liposomen und der zusätzliche Einbau von PEG 

zur Verlängerung der Halbwertszeit sollte eher nachteilig sein. Einerseits ist die 

Kopplungseffizienz durch die PEG-Ketten sehr schlecht und andererseits werden die 

gekoppelten scFv-Fragmente durch die PEG-Ketten abgeschirmt. Damit sind sie als 

Zielsteuerungsmotiv nicht mehr optimal zugänglich (Hansen et al., 1995). 

 

Um mit einem solchen System einen verstärkten Anti-Tumoreffekt zu erreichen, müssen die 

zielgerichteten Liposomen nicht nur an die Zielzellen binden, sondern sie müssen auch 

aufgenommen werden, damit die Wirkstoffe erst in den Zielzellen aus den Liposomen frei- 

gesetzt werden (Sapra et al., 2004). Die Internalisierung der A5-Immunliposomen konnte 

durch Studien im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden. Danach wurde ein 

Zytotoxizitäts-Test mit Doxorubizin beladenen Immunliposomen durchgeführt, um 

nachzuweisen, daß die Internalisierung auch zu einer gesteigerten toxischen Wirkung führt. 
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Hierfür wurden die Liposomen mittels eines pH-Gradienten mit Doxorubizin beladen 

(„Remote-Loading“) (Mayer et al., 1986). Die Beladungseffizienz war mit 50-60% allerdings 

sehr gering, dieses korrelierte aber mit den Ergebnissen von Hansen et al. (1995), die bei der 

Inkorporation von 1mol% MPB-PE in eine andere liposomale Formulierung nur einen Wert 

von 40% erreichten. Da die Beladungseffizienz der Formulierung AVE 9, die keine 

Maleimid-haltigen Lipide enthält, 90-95% betrug, konnte davon ausgegangen werden, daß die 

großen lipophilen Maleimidgruppen für die geringe Beladungseffizienz verantwortlich waren. 

Danach konnte das scFv-Fragment mit einer Effizienz von ca. 10-20%, die ebenfalls bei der 

Kopplung an unbeladene Liposomen erreicht wurde, an die liposomale Oberfläche gekoppelt 

werden. 

Die Kristallviolett-Tests zur Bestimmung der Toxizität ergaben, daß die Zellsterblichkeit 

durch die Immunliposomen im Vergleich zu den ungekoppelten Liposomen bei der 

Verwendung von HUVEC ca. 3-fach und bei HDMEC ca. 10-fach höher war. Bei Sugano  

et al. (2000), die gegen β1-Integrine gerichtete Fab'-Fragmente an PEG-ylierte Liposomen 

koppelten, waren diese im Vergleich zu den ungekoppelten ca. 30-fach zytotoxischer. Mamot 

et al. (2003) modifizierten die auf dem Markt erhältliche Formulierung Doxil® mit einem 

gegen den EGF-Rezeptor gerichteten Fab'-Fragment und verglichen sie mit Doxil®: Die 

Formulierung mit dem Zielsteuerungsmotiv erwies sich hier um den Faktor 29 zytotoxischer. 

In dieser Arbeit waren die Unterschiede allerdings weit weniger groß. Dies könnte zum einen 

daran liegen, daß das Endoglin nicht in demselben Ausmaß überexprimiert wird wie z. B. das 

ErbB-2-Motiv oder zum anderen, daß die Internalisierung dieses Systems noch nicht optimal 

abläuft. Deshalb muß die Menge an scFv-Fragmenten, die zu einer maximalen 

Internalisierung der Immunliposomen führt, noch experimentell bestimmt werden. 

Möglicherweise kann auch die Kopplung der scFv-Fragmente an PEG-Ketten, wodurch diese 

auf der liposomalen Oberfläche zugänglicher präsentiert werden, zu einer stärkeren 

Zellaufnahme führen. 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmestudien mit Bafilomycin A1, einem Inhibitor der 

Acidifizierung von Endosomen wie der Endosom-Lysosom Fusion (Bayer et al., 1998), 

wiesen darauf hin, daß die Rhodamin-markierten Immunliposomen über Endozytose 

aufgenommen wurden. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden zeigte sich bei den mit 

Bafilomycin A1 behandelten Zellen eine deutliche vesikuläre Akkumulation der Fluoreszenz. 

Dies wurde auch von Straubinger et al. (1983) beschrieben.  Daß die Fluoreszenz aber nicht 

nur ausschließlich auf die Vesikel beschränkt gewesen ist, könnte folgenden Grund haben: Es 

sollte berücksichtigt werden, daß man bei diesem Versuch die Fluoreszenz des  
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Rhodamin-PE´s verfolgt und daß selbst bei mit Bafilomycin A1 blockierten Endosomen 

solche Lipide mit der endosomalen Membran wechselwirken und auf diese Art ins Zytosol 

gelangen könnten. Der genaue endozytotische Aufnahmemechanismus kann z. B. mit 

spezifischen Inhibitoren für die einzelnen Wege genauer analysiert werden. Auch kann nicht 

ausgeschlossen werden, daß noch andere Aufnahmemechanismen, wie z. B. Makropinozytose 

oder Plasma-Membran-Fusion, existieren (Huang et al., 1983; Kessner et al., 2001).  

4.1.2.10.3.  Ausblick 

Hier wurde erfolgreich ein zielgerichtetes liposomales System mittels eines humanen scFv-

Fragments für die die vaskuläre Therapie von soliden Tumoren erzeugt. Im Vergleich zu 

murinen scFv-Fragmenten sollte die Immunogenität reduziert sein (Carter und Merchant, 

1997), allerdings gibt es bis jetzt noch keine Studien mit solchen Immunliposomen im 

menschlichen Organismus. Die Durchführung von in vivo-Versuchen gestaltet sich schwierig, 

da das scFv-Fragment A5 nicht an murines Endoglin bindet (Völkel et al., 2004). Um dieses 

Problem zu lösen, besteht zum einen die Möglichkeit, humane Haut auf immuninkompetente 

Mäuse zu transplantieren (Juhasz et al., 1993). Auf dieser transplantierten Haut kann man 

einen Tumor züchten, der dann durch murine und humane Blutgefäße versorgt wird. Ein 

solches Modell wurde für Untersuchungen über einen gegen humanes Endoglin gerichteten 

monoklonalen Antikörper von Takahashi et al. (2001) verwendet. Eine andere Möglichkeit 

besteht in der Verwendung von knock-in Mäusen, denen das Gen für humanes Endoglin 

eingepflanzt wird. Die erfolgreich verlaufenen in vitro-Versuche lassen eine weitere 

Verwendung dieses Systems für in vivo-Versuche sinnvoll erscheinen. Um es weiter zu 

optimieren sollte zum einen das scFv-Fragment an PEG-Ketten gekoppelt werden. Dabei 

sollten Immunliposomen auch mittels der Post-Insertions-Methode (Iden und Allen, 2001) 

erzeugt werden: Bei dieser Methode werden die scFv-Fragmente zuerst an einen Lipidanker, 

wie z. B. MPB-PEG-DSPE, gekoppelt und danach in die fertigen Liposomen integriert 

(Nielsen et al., 2002). Diese Methode bietet den Vorteil, daß auf der Liposomenoberfläche 

keine unkonjugierten und immunogenen Maleimidgruppen zurückbleiben. Zum anderen 

sollten das scFv-Fragment an pH-sensitive Liposomen gekoppelt werden, damit verpackte 

Wirkstoffe nach einer erfolgreichen endozytotischen Aufnahme die Endosomen in Richtung 

Zytosol und Zellkern wieder verlassen können (Ishida et al., 2001). 
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4.2. Darstellung von zielgerichteten Liposomen mittels eines 
Peptidliganden 

In diesem Teil der Arbeit wurden liposomale Oberflächen mit einem RGD-Peptid modifiziert, 

um ein zielgerichtetes System für die vaskuläre Therapie zu erzeugen. Dieses RGD-Peptid 

(RGD-10) wurde aus einer komplett synthetischen Phagenbibliothek durch Selektionen auf 

humanen Endothel (HUVEC)- und Melanomzellen (MeWo) sowie murinen Melanomzellen 

(B16.F10) isoliert (Bach, 2002). Diese Zellen exprimieren αv-Integrine, die auf den 

Endothelzellen der neu gebildeten Blutgefäße, die einen Tumor versorgen, überexprimiert 

werden. Es konnte gezeigt werden, daß dieses RGD-Peptid verglichen mit dem in der 

Literatur als Standard beschriebenen RGD-4C (Koivunen et al., 1995) ebenso potent 

bezüglich der Affinität gegenüber Endothelzellen war, dabei weist es jedoch eine vorteilhaft 

einfachere Struktur auf.  
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4.2.1. Kopplung des RGD-Peptides über eine Carbonsäure-
amidbindung 

Beim RGD-10 kann die Aminogruppe am N-Terminus als reaktive Gruppe für die Kopplung 

an entsprechend geeignete Liposomen genutzt werden. Deshalb beschäftigten sich erste 

Versuche mit der kovalenten Kopplung dieses Peptids an das in Liposomen inkorporierte 

Lipid N-Glut-PE, da es für diese Reaktion nicht modifiziert werden mußte. Es wurde wieder 

wie in 4.1.1. nach dem Protokoll von Ezpeleta et al. (1996) vorgegangen: 200 µl Liposomen 

(in diesen 2 µmol Gesamtlipid waren 0,2 µmol N-Glut-PE enthalten) wurden mit 1,75 mg 

EDC (=9,1 µmol) versetzt und nach einer Inkubationszeit von 5 Stunden wurden 100 nmol 

des RGD-10 Peptides zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von weiteren 12 Stunden 

erfolgte die gelchromatographische Reinigung mittels Sephadex G-25. Das RGD-Peptid 

wurde an die mit Rhodamin markierten liposomalen Formulierungen AVE 4 N-Glut-PE und 

AVE 14 N-Glut-PE gekoppelt. Die Zusammensetzung der Liposomen ist in Tabelle 4-1 

dargestellt. 

 

Um die Kopplung zu überprüfen wurden FACS-Studien durchgeführt: 

 

 

 

MeWo

C
ou

nt
s 

Fluoreszenz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4-34: Bindungsstudien der zielgerichteten Liposomen: Humane Melanomzellen (je 200000 Zellen) 
wurden für 1h bei 4ºC mit den Rhodamin-markierten Liposomen (je 50 nmol Lipid) inkubiert und danach wurde 
die Fluoreszenzintensität im FACS vermessen.  
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Die Formulierung AVE 4 zeigte bereits eine sehr starke Bindung an humane Melanomzellen 

(MeWo). Diese konnte bereits durch die alleinige Behandlung mit EDC gesteigert werden und 

verstärkte sich nochmals durch die Inkubation mit RGD-10 Peptid (Abb. 4-34). Allerdings 

wies schon die Formulierung AVE 3 eine starke Bindung an MeWo auf. Jedoch konnte diese 

weder durch die Inkubation mit EDC alleine noch durch die anschließende Zugabe von  

RGD-10 Peptid gesteigert werden konnte (Daten nicht gezeigt). Bei den Formulierungen 

AVE 14, AVE 14 + EDC und AVE 14 + EDC + RGD-10 war nur eine gleich starke leichte 

Hintergrundaktivität zu beobachten. Die liposomale Formulierung AVE 14 N-Glut-PE zeigte 

dagegen eine deutlich erhöhte Bindung, die durch die Inkubation mit EDC gesteigert werden 

konnte. Die Kopplung von RGD-10 verursachte hier keine weitere Verstärkung der Bindung 

(Daten nicht gezeigt). Diese Studien wurden ebenfalls mit MeWo durchgeführt. Bei der 

Formulierung AVE 14 wurde das negativ geladene DOPS gegen EPC ausgetauscht, um 

Liposomen mit einem weniger stark negativen Zetapotential zu erhalten und eine damit 

verbundene unspezifische Bindung zu reduzieren: Das Zetapotential betrug bei den AVE 3  

-47 ± 2,1 mV und bei den AVE 14 -22,3 ± 1,8 mV. Durch diese Potentialreduktion konnte 

vermutlich die Bindung der Formulierung AVE 14 an die Melanomzellen reduziert werden. 

Allerdings kam es durch den Einbau des N-Glut-PE´s in die Formulierung AVE 14 wieder zu 

einer stärkeren Bindung. Sehr negativ bei dieser Kopplungsmethode ist, daß die Bindung auch 

noch durch die Aktivierung der N-Glut-PE-haltigen Liposomen mittels EDC unspezifisch 

gesteigert wurde. In einem weiteren Versuch wurde nicht umgesetztes bzw. nicht mit Wasser 

abreagiertes EDC nach der Aktivierungsreaktion gelchromatographisch mittels Sephadex  

G-25 abgetrennt. Aber auch dies führte zu einer verstärkten Bindung der aktivierten 

Liposomen (Daten nicht gezeigt). Da es unwahrscheinlich ist, daß an alle aktivierten 

Kopplungslipide ein RGD-10 Peptid gebunden hatte, war die Bindung der zielgerichteten 

Liposomen vermutlich auf einen durch das RGD-Peptid vermittelten spezifischen und auf 

einen durch das mit EDC aktivierte Kopplungslipid vermittelten unspezifischen Anteil 

zurückzuführen. Aus diesen Gründen ist es mit dieser Methode nicht möglich, hochspezifisch 

bindende zielgerichtete Liposomen zu erzeugen. Da die Kopplung des RGD-10 auch über die 

beiden Arginine erfolgen kann, kann keine gerichtete Kopplung über den N-Terminus 

garantiert werden.  
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4.2.2. Einbau von RGD-10 Lipopeptiden in Liposomen 

Danach wurde ein anderer Ansatz für die Erzeugung von zielgerichteten Liposomen 

entwickelt: Das RGD-10 Peptid wurde zuerst an verschiedene Lipidanker gekoppelt. Die 

Strukturen der Lipopeptide wurden von uns entwickelt, synthetisiert wurden sie von emc 

microcollections. Die Lipopeptide wurden bei der Herstellung der Liposomen mit den 

anderen liposomalen Bestandteilen zusammengegeben. Bei dieser Methode muß also weder 

ein Kopplungslipid in die Liposomen integriert werden noch müssen die Liposomen einer 

Kopplungsreaktion ausgesetzt werden. Besonders ist hier von Vorteil, daß keine 

unkonjugierten Kopplungslipide in der liposomalen Membran zurückbleiben über die eine 

unselektive und unspezifische Bindung der Liposomen an Zellen vermittelt werden könnte 

und die immunogen wirken könnten. Mit dieser Methode besteht die Möglichkeit ein 

definierteres System zu erhalten. Auch im Hinblick auf ein späteres up-scaling sollten sich 

hier Vorteile ergeben.  

4.2.2.1. Lipopeptide der 1. Generation 

Bei den Lipopeptiden der 1. Generation wurden an den C-Terminus des RGD-10 Peptids 

(GARYCRGDCFDG) synthetisch 2 Glycine und 2 Lysine angefügt. Die endständigen 

Aminogruppen in den Seitenketten der 2 Lysine wurden je mit einem Stearinsäuremolekül 

verknüpft. Diese dienten als Anker, um das Lipopeptid (RGD-10 2S) in der liposomalen 

Membran zu verankern.  

 
 

GARYCRGDCFDG-GG-Lys(Stearinsäure)-Lys(Stearinsäure)-amid  

 

Abb. 4-35: Struktur des Lipopeptids der 1. Generation 

 

 

Zuerst wurde überprüft, ob das Lipopeptid (RGD-10-2S) in Liposomen eingebaut werden 

konnte. Hierzu wurden EPC:Chol:RGD-10-2S (6,37:3,13:0,5) Liposomen hergestellt. Zur 

fluoreszenzspektroskopischen Detektion wurden mit Fluorescein markierte Lipopeptide  
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(F-RGD-10-2S) verwendet. Die in Liposomen inkorporierte gesamte Menge des Lipopeptids 

bestand zu 90 % aus unmarkiertem und zu 10% aus fluoreszenzmarkiertem Lipopeptid. Das 

in Chloroform/Methanol gelöste Lipopeptid wurde mit EPC und Cholesterol, die in 

Chloroform gelöst waren, gemischt und mittels der Film-Hydratationsmethode (siehe 6.7.1. 

und 6.8.6.) wurden Liposomen erzeugt. Danach wurden die Liposomen gelchromatographisch 

mittels Sepharose 4B gereinigt. Anschließend wurden die Liposomen mit Triton X aufgelöst 

und die Konzentration des Fluoresceins bestimmt. Die fluorimetrische Messung ergab eine 

Inkorporationseffizienz von 49%. Hiermit konnte nachgewiesen werden, daß das Lipopeptid 

in die Liposomen integriert worden war. 

Im Anschluß wurden FACS-Studien durchgeführt, um zu überprüfen, ob diese Liposomen 

auch an Zielzellen binden. Als Zellen wurden Endothelzellen (HUVEC) verwendet und als 

liposomale Formulierung wieder EPC:Chol. Bei der Erzeugung der Liposomen wurden 

entweder 1% oder 5% des Lipopeptides RGD-10-2S inkorporiert. 

 

Trotz des nachweislichen Einbaus der Lipopeptide mittels Fluoreszenzmarkierung in die 

Liposomen, konnte keine Bindung der Liposomen an HUVEC nachgewiesen werden (Daten 

nicht gezeigt). Dies ist vermutlich auf die Struktur des Lipopeptides zurückzuführen: Das 

Peptid-Motiv sitzt möglicherweise zu dicht auf der Liposomenoberfläche auf, da zwischen 

dem Lipidanker und dem RGD-10 kein zusätzlicher Spacer eingebaut ist. Das verwendete 

Lipopeptid wurde in weiteren Versuchen in die neutrale liposomale Formulierung DSPC:Chol 

eingebaut. Auch hier konnte zwar über die Fluoreszenzmarkierung ein Einbau in die 

Liposomen bestätigt werden, aber an HUVEC konnte keine Bindung nachgewiesen werden 

(Daten nicht gezeigt). 

4.2.2.2. Lipopeptide der 2. Generation 

Da die Inkorporation des Lipopeptids der 1. Generation in liposomale Membranen zu keiner 

Zielsteuerung geführt hatte, wurde das RGD-10 Peptid danach an ein anderes Lipid gekoppelt 

(Abb. 4-36). Dabei wurde zwischen dem Ankerlipid 1,2-Dipalmitoyl-Glycero-3-Succinyl-

Lysin und dem am N-Terminus acetylierten Peptid ein hydrophiler Spacer (entweder ein oder 

drei 8-Amino-3,6-dioxaoctansäure-Einheiten = doo) eingefügt. Diese Lipopeptide wurden in 

Chloroform/Methanol (1:1) gelöst. 
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Abb. 4-36: Strukturformel des Lipopeptids der 2. Generation 

Für diese Versuche wurden die beiden Lipopeptide (mit 1 (LP1) oder 3 (LP3) doo-Einheiten) 

in die Formulierung AVE 9 (AVE 9 LP1 und AVE 9 LP3) in verschiedenen Konzentrationen 

eingebaut. Bei der Herstellung wurden die Bestandteile, die alle in organischen 

Lösungsmitteln gelöst waren, zusammengegeben und daraus dann mittels der Film-

Hydratationsmethode Liposomen erzeugt. Bei der Messung der Größen und des 

Zetapotentials konnte kein Einfluß des Lipopeptids festgestellt werden: Für die Formulierung 

AVE 9 ergab sich eine Größe von 78,3 ± 1,2 nm, die zielgerichteten Liposomen (AVE 9 LP1 

(1 mol%) und AVE 9 LP3 (1 mol%)) waren 80,2 ± 1,3 nm groß; die AVE 9 wiesen ein 

Zetapotential von -3,6 ± 0,4 mV und mit dem inkorporierten Lipopeptid sank der Wert nur auf 

-8,2 ± 0,6 mV. 

4.2.2.2.1. Rasterkraftmikroskopie 

Hier sollte untersucht werden, ob das RGD-10 Peptid-Motiv der inkorporierten Lipopeptide 

auf der Liposomenoberfläche mittels der Rasterkraftmikroskopie sichtbar gemacht werden 

kann. Für diese Versuche wurden 1 mol% des Lipopeptides RGD-10 LP3 in die liposomale 

Formulierung AVE 9 eingebaut.  
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Abb. 4-37: Darstellung der AVE 9 LP3 (1 mol%) mittels Rasterkraftmikroskopie. Angaben zur Methode 
sind unter 6.7.4. beschrieben. Das Bild wurde von Prof. Bakowsky, Philipps-Universität Marburg, erzeugt. 

Die Rasterkraftmikroskopie (Abb. 4-37) zeigte, daß die Liposomen einzeln vorlagen und nicht 

zu größeren Aggregaten verschmolzen sind. Allerdings war das RGD-10 Peptid nicht zu 

erkennen, welches vermutlich auf seine geringe Größe von ca. 2-3 nm zurückzuführen war. 

Es war davon auszugehen, daß die Lipopeptide in der Phospholipiddoppelschicht homogen 

verteilt vorlagen, da keine unterschiedlichen Bereiche auf der liposomalen Oberfläche 

bezüglich der Materialeigenschaften zu erkennen waren, die auf eine Clusterbildung 

hingedeutet hätten. 

4.2.2.3. Bindungsstudien 

4.2.2.3.1. Nachweis der Zielzellspezifität 

Um zu überprüfen, ob die Liposomen mit den eingebauten Lipopeptiden auch an die 

Zielzellen binden, wurden FACS-Bindungsstudien mit Rhodamin-markierten (standardmäßig 

wurden 0,3 mol% Rhodamin-PE in die Liposomen eingebaut) AVE 9 durchgeführt. Als 

Zellen wurden HUVEC, murine Melanomzellen (B16.F10) und humane Melanaomzellen 

(MeWo) verwendet, von denen bekannt war, daß das RGD-10 Peptid an diese spezifisch 

bindet (Bach, 2002). Als Kontrolle wurden humane Vulvakarzinomzellen (A431) benutzt.  
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Es wurden AVE 9 mit den Lipopeptiden LP1 (Lipopeptid mit einer doo-Einheit) und LP3 

(Lipopeptid mit drei doo-Einheiten) hergestellt, die in den Konzentrationen 0,1; 1 oder  

5 mol% in die Liposomen eingebaut wurden. 
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Abb. 4-38: Spezifität der zielgerichteten Liposomen: Für diesen Versuch wurden Rhodamin-markierte 
Liposomen verwendet. Jeweils 200000 Zellen (HUVEC oder B16.F10) wurden mit je 50 nmol Lipid bei 4ºC 
über 1h inkubiert und dann wurde die Fluoreszenzintensität im FACS bestimmt. 1xdoo = Lipopeptid mit einer 
Spacer-Einheit (LP1), 3xdoo = Lipopeptid mit drei Spacer Einheiten (LP3) 

In den FACS-Studien (Abb. 4-38) konnte gezeigt werden, daß die Liposomen mit den 

eingebauten Lipopeptiden stark an Endothelzellen (HUVEC) gebunden haben. Die Stärke der 

Bindung nahm mit steigender Konzentration der LP1 und LP3 in den Liposomen zu. Dabei 

stieg sie zwischen den Konzentrationen 0,1 und 1 mol% ca. um den Faktor 1,5 bis 2 an. Die 

Bindung der Liposomen ohne Lipopeptid war dagegen äußerst schwach. Insgesamt konnte 

durch die Inkorporation des LP3 verglichen mit dem LP1 bei allen Konzentrationen eine 

stärkere Bindung der zielgerichteten Liposomen erreicht werden. Diese Beobachtungen 

deuteten  darauf hin, daß durch den längeren Spacer das RGD-10 Peptid besser zugänglich ist 

und deshalb stärker an die Zielzellen bindet. 
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Diese Ergebnisse konnten auch bei der Verwendung von murinen Melanomzellen (B16.F10) 

bestätigt werden, nur war die Bindung der zielgerichteten Liposomen an diese Zellen 

insgesamt schwächer. Vermutlich werden die αv-Integrine von verschiedenen Zell-Linien 

unterschiedlich stark exprimiert. 

 

Danach wurde mittels einer Bindungsstudie untersucht, ob die zielgerichteten Liposomen 

auch an humane Melanomzellen (MeWo) binden. 
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Abb. 4-39: Bindungsstudie der zielgerichteten Liposomen an humanen Melanomzellen (MeWo). Jeweils 
200000 MeWo wurden mit 50 nmol Lipid (Marker: Rhodamin-PE) bei 4ºC über 1h inkubiert und dann wurde 
die Fluoreszenzintensität im FACS bestimmt. 

Eine Bindung der Formulierung AVE 9 LP3 (1 mol%) konnte auch an die humanen 

Melanomzellen (MeWo) nachgewiesen werden. Allerdings fiel diese sehr schwach aus  

(Abb. 4-39). 
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Um zu überprüfen, ob die zielgerichteten Liposomen selektiv an Zielzellen binden oder ob die 

inkorporierten Lipopeptide „nur“ eine unselektive Zellbindung vermitteln, wurde eine 

Bindungsstudie mit A431 Zellen, die keine Integrine exprimieren, durchgeführt. 
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Abb. 4-40: Bindungsstudie der zielgerichteten Liposomen an A431. Es wurden jeweils 200000 A431 Zellen 
mit den Rhodamin-markierten Formulierungen AVE 9 und AVE 9 RGD-10 LP3 (je 50 nmol Lipid) bei 4ºC über 
1h inkubiert und dann erfolgte die Analyse im FACS. 

Die zielgerichteten Liposomen haben an die Kontrollzellen A431 nicht stärker als die 

gleichen Liposomen ohne Zielsteuerungsmotiv gebunden (Abb. 4-40). Dies zeigte, daß durch 

das Lipopeptid keine unselektive Zellbindung vermittelt wurde. 

4.2.2.3.2. Spezifität der RGD-10 Liposomen 

Um zu überprüfen, ob die Zellbindung der zielgerichteten Liposomen durch die RGD- 

Sequenz vermittelt wurde, wurden Liposomen mit einem RGE-10 Lipopeptid (RGE-10 LP3) 

erzeugt. Dieses wurde ebenfalls von emc microcollections synthetisiert. Bei diesem 

Lipopeptid ist das Aspartat der RGD-Sequenz gegen Glutamat ausgetauscht worden. Von 

dieser RGE-Sequenz ist bekannt, daß sie nicht an Integrine bindet (Cherny et al., 1993). Die 

Formulierungen AVE 9 RGD-10 LP3 und AVE9 RGE-10 LP3 wurden im FACS auf ihre 

Bindungseigenschaften gegenüber HUVEC und murinen Kolonkarzinomzellen (C26), die 

keine Integrine exprimieren, analysiert. Die Lipopeptide wurden jeweils in einer 

Konzentration von 1 mol% in die Liposomen eingebaut. 
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Abb. 4-41: Spezifität der zielgerichteten Liposomen: Es wurden jeweils 200000 HUVEC oder C26 mit den 
Rhodamin-markierten Formulierungen AVE 9 RGD-10 LP3 und AVE 9 RGE-10 LP3 (je 50 nmol Lipid) bei 4ºC 
über 1h inkubiert. Danach wurde die Fluoreszenz im FACS vermessen. Im rechten Bild (C 26) sind alle Kurven 
überlagert (ohne Liposomen - AVE 9 RGD-10 LP3 - AVE 9 RGE-10 LP3) 

Mit diesem Experiment (Abb. 4-41) konnte gezeigt werden, daß die Bindung an Integrin-

exprimierende Zellen (HUVEC) über die RGD-Sequenz vermittelt wurde. Bei den Liposomen 

mit dem RGE-10 Lipopeptid als Zielsteuerungsmotiv war keine Bindung an die 

Endothelzellen zu erkennen, während die RGD-10 LP3 Liposomen an HUVEC gebunden 

haben. Beide Formulierungen zeigten keine Bindung an die murinen Kolonkarzinomzellen  

(C 26). 

4.2.2.3.3. Kompetitionsexperimente 

Um zu untersuchen, ob die Bindung der zielgerichteten Liposomen an die Zielzellen 

spezifisch über die RGD-Sequenz erfolgt, wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt. 

Dazu wurden Endothelzellen (HUVEC) zuerst mit den freien und nicht fluoreszenzmarkierten 

Peptiden RGD-10, RGD-4C, RGE oder einem Molekül, bestehend aus 5 Spacer-Einheiten 

(5xdoo), inkubiert. Daran schloß sich die Inkubation mit der zielgerichteten Formulierung 

AVE 9 RGD-10 LP3 (1 mol%) an. 
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Abb. 4-42: Kompetitionsexperimente: Die HUVEC (200000 Zellen) wurden jeweils zuerst mit den freien 
Peptiden (RGD-10, RGD-4C und RGE, je100 µM) oder dem 5xdoo-Spacer Molekül (100 µM) bei 4ºC 30 min 
inkubiert. Danach schloß sich die Inkubation mit den Rhodamin-markierten Liposomen AVE 9 LP3 (1 mol%) an 
(50 nmol Lipid). Nach dem Waschen erfolgte die Analyse im FACS. 

In Abb. 4-42 ist zu sehen, daß die freien Peptide RGD-10 und RGD-4C in der Lage waren, 

die Bindung der zielgerichteten Liposomen stark zu reduzieren, während das freie RGE-

Peptid und das Spacer-Molekül diese Bindung nicht verringern konnten. Hieraus kann 

gefolgert werden, daß zum einen die Bindung der zielgerichteten Liposomen über die RGD-

Sequenz vermittelt wird und daß zum anderen die Peptide RGD-10 und RGD-4C an dasselbe 

Epitop der Zielstruktur binden. 
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4.2.2.4. Bindungs- und Aufnahmestudien mittels Fluoreszenzmikroskop 

4.2.2.4.1. Bindungs- und Aufnahmestudien der fluoreszenzmarkierten Liposomen 

Mittels fluoreszenzmikroskopischer Studien wurden die zielgerichteten Liposomen weiter 

untersucht. Dazu wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn 200000 Zellen pro well einer 6-well 

Platte auf Deckgläschen ausgesät. Zuerst wurden Endothelzellen (HUVEC) mit den 

Liposomen (AVE9 RGD-10 LP3 (1 mol%)) bei 4ºC und 37ºC inkubiert, um die Bindung und 

Aufnahme der zielgerichteten Liposomen zu verfolgen.  

 

   

 

AVE 9 RGD10-LP3 AVE 9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-43: Bindungs- und Aufnahmestudie: Je 200000 HUVEC, die auf Deckgläschen wuchsen, wurden mit 
Rhodamin-markierten AVE 9 und AVE 9 RGD-10 LP3 (je 50 nmol Gesamtlipid), jeweils für 1h bei 4ºC oder 
37ºC inkubiert und anschließend wurden die Präparate im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Vergrößerung: 
200-fach, Belichtungszeit: 1s. 

Die Inkubation der AVE 9 mit den HUVEC führte bei 4ºC zu keiner Bindung, bei 37ºC war 

nur eine schwache Hintergrundaktivität zu beobachten. Dagegen zeigte sich bei den 

zielgerichteten Liposomen ein komplett anderes Bild: Bei einer Inkubationstemperatur von 

4ºC war bei den HUVEC eine deutlich gefärbte Oberfläche zu erkennen. Dies ließ auf eine 

Bindung der zielgerichteten Liposomen an die Zelloberfläche schließen. Das Bild, das nach 

der Inkubation bei 37ºC erhalten wurde, korrelierte mit der Aufnahme von Liposomen: Es war 

eine deutliche perinukleäre Akkumulation der Fluoreszenz zu erkennen (Abb. 4-43).  
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Um die Aufnahme genauer zu untersuchen, wurde ein Kompetitionsexperiment durchgeführt. 

Dabei wurden die HUVEC zuerst mit freiem und unmarkiertem RGD-10 Peptid inkubiert und 

danach wurden die zielgerichteten und mit Rhodamin markierten Liposomen AVE 9 RGD-10 

LP3 (1 mol%) zugegeben. Falls die Aufnahme der Liposomen über das RGD-10 Peptid 

vermittelt wird, sollte diese in Gegenwart von freiem und überschüssigem RGD-10 Peptid 

unterbunden werden.  

 

 

 

- freies RGD 10-Peptid + freies RGD10-Peptid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-44: Kompetitionsexperiment: 200000 HUVEC wurden zuerst mit freiem RGD-10 Peptid (100 µM)  
versetzt und danach erfolgte die Inkubation bei 37ºC für 1h mit den zielgerichteten und Rhodamin-markierten 
AVE 9 RGD-10 LP3 (50 nmol Gesamtlipid). Als Kontrolle wurden AVE 9 RGD-10 LP3 mit HUVEC ohne 
freies RGD10-Peptid inkubiert (linkes Bild). Vergrößerung: 400-fach, Belichtungszeit: 1s. 

Durch die Vorinkubation mit freiem RGD-10 Peptid konnte beim Betrachten der Objekte im 

Fluoreszenzmikroskop weder eine Bindung noch eine Aufnahme der zielgerichteten 

Liposomen beobachtet werden. Es konnte also nachgewiesen werden, daß die Bindung und 

Aufnahme der zielgerichteten Liposomen über dieselbe Struktur vermittelt wurde, über die 

auch das freie RGD-10 Peptid mit den Zellen in Wechselwirkung getreten ist (Abb. 4-44). 

 

Weiter sollte untersucht werden, ob die zielgerichteten Liposomen als Ganzes aufgenommen 

werden. Dazu wurden die im folgenden beschriebenen Versuche durchgeführt. In die 

Rhodamin-markierten zielgerichteten  Liposomen wurde zusätzlich der grün-fluoreszierende 

und wasserlösliche Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein verpackt. Falls komplette 

Liposomen von den Zellen aufgenommen werden, sollten sich die beiden Farbstoffe 

überlagern. Die Auswertung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop. 
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   Phasenkontrast Carboxyfluorescein Rhodamin 

   
 

Abb. 4-45: Aufnahmestudie mit doppelt markierten Liposomen: Die Liposomen AVE 9 RGD-10 LP3 
enthielten den roten Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin, gekoppelt an PE, in der Membran und waren gleichzeitig 
mit dem grünen Fluoreszenzfarbstoff Carboxyfluorescein beladen. Je 200000 HUVEC wurden bei 37ºC über 2 h 
mit den doppelt-markierten Liposomen (je 50 nmol Lipid) inkubiert. Vergrößerung 400-fach, Belichtungszeit: 
0,5 s. 

Nach einer Inkubationszeit von 2h bei 37ºC zeigte sich wieder eine perinukleäre 

Akkumulation der Fluoreszenz, dabei waren die Bereiche der roten und grünen Fluoreszenz 

weitgehend kolokalisiert. Daraus konnte geschlossen werden, daß von den Endothelzellen 

komplette Liposomen aufgenommen worden waren (Abb. 4-45). 

4.2.2.4.2. Untersuchungen von Doxorubizin-beladenen Liposomen  

Für die folgenden Versuche wurden die unmarkierten Liposomen AVE 9 und AVE 9 RGD-10 

LP3 mit dem Zytostatikum Doxorubizin mittels eines pH-Gradienten beladen (AVE 9 Dox 

und AVE 9 RGD-10 Dox) (Mayer et al., 1986; siehe 6.7.6.1.) und der Gehalt an Doxorubizin 

wurde photometrisch bestimmt (siehe 6.7.8.). Anschließend wurde deren Aufnahme in 

HUVEC fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Größen der beladenen Liposomen 

bewegten sich in einem Bereich von 90-100 nm. Hier sollte herausgefunden werden, ob die 

Verpackung des Doxorubizins in zielgerichtete Liposomen zu einer verstärkten Akkumulation 

in den Zellen führt. HUVEC wurden entweder mit freiem oder liposomal verkapseltem 

Doxorubizin, daß in den Konzentrationen 0,1; 1 und 10 µM eingesetzt wurde, für 2h bei 37ºC 

inkubiert. Die Detektion im Fluoreszenzmikroskop erfolgte über das verkapselte Doxorubizin  

(Abb. 4-46). 
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Abb. 4-46: Aufnahme von freiem und liposomal verkapseltem Doxorubizin in humane Endothelzellen 
(HUVEC): Je 200000 Zellen wurden mit der jeweiligen Formulierung (je 50 nmol Gesamtlipid) bei 37ºC für 2h 
inkubiert und anschließend im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Konzentrationsangaben beziehen sich auf 
Doxorubizin, über das auch die Detektion erfolgte. Vergrößerung 200-fach, Belichtungszeit: 1 s 
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Bei einer Doxorubizin-Konzentration von 0,1 µM war bei allen Formulierungen keine 

Aufnahme in HUVEC zu sehen (Bilder nicht gezeigt). Eine schwache, aber deutlich sichtbare 

Aufnahme des Doxorubizins in Form einer Anfärbung des Zellkerns war bei einer 

Konzentration von 1 µM sowohl für das freie Doxorubizin wie auch für das liposomal 

verkapselte Doxorubizin nachweisbar. Bei den zielgerichteten Liposomen zeigte sich hier 

schon, daß das Doxorubizin nicht nur im Zellkern, sondern auch im Zytoplasma in 

vesikulären Strukturen akkumuliert war. Dieser Unterschied zum freien Doxorubizin und dem 

liposomal verkapseltem Doxorubizin ohne Zielsteuerung wurde bei einer Konzentration von 

10 µM sehr deutlich. Hier fluoreszierten bei gleichen Aufnahmebedingungen der Bilder auch 

die Zellkerne wesentlich stärker und die vesikulären Akkumulationen wurden besonders 

deutlich. Diese vesikulären Akkumulationen waren auch bei den mit Doxorubizin beladenen 

Liposomen, die als Zielsteuerungsmotiv das Kontroll-Lipopeptid RGE-10 LP3 enthielten, 

nicht zu sehen. Diese Beobachtungen wiesen ebenfalls darauf hin, daß die Liposomen durch 

das Lipopeptid RGD-10 LP3 in die Zellen aufgenommen worden waren. Auch schien sich 

beim freien Doxorubizin verglichen mit dem AVE 9 Dox mehr Wirkstoff in den Zellkernen 

angereichert zu haben. Das in den Liposomen ohne Zielsteuerung verpackte Doxorubizin war 

vermutlich nicht in liposomaler Form von den HUVEC aufgenommen worden, sondern wurde 

außerhalb der Zellen aus den Liposomen freigesetzt und dann genauso wie das freie 

Doxorubizin in die Zellen transportiert. Diese Vermutung wurde auch durch das Resultat, das 

in Abb. 4-43 zu sehen ist, unterstützt: Hier konnte weder eine Bindung noch eine Aufnahme 

von Rhodamin-markierten AVE 9 nachgewiesen werden. Zusätzlich wurde ein Versuch 

durchgeführt, bei dem mit NBD-PE markierte AVE 9 ohne Zielsteuerungsmotiv mit 

Doxorubizin beladen wurden. Beim NBD-PE handelt es sich um einen grünen 

Fluoreszenzmarker, der genauso wie das Rhodamin-PE in die liposomale Membran integriert 

wird. Diese wurden dann mit HUVEC inkubiert und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet: 

Hier war nur eine rote Kernfärbung, aber keine grüne Fluoreszenz des NBD-PE´s zu erkennen 

(Daten nicht gezeigt). Dies deutete ebenfalls darauf hin, daß die Liposomen ohne 

Zielsteuerung nicht von den HUVEC aufgenommen wurden.  

Zur Kontrolle wurden murine Kolonkarzinomzellen (C26) mit freiem Doxorubizin (10 µM) 

und mit den mit Doxorubizin (10 µM) beladenen Formulierungen AVE 9 und AVE 9 RGD-

10 LP3 inkubiert und im Fluoreszenzmikroskop untersucht: Bei allen Versuchen war nur eine 

durch das Doxorubizin verursachte Kernfärbung sichtbar, die beim freien Doxorubizin am 

stärksten und bei den liposomalen Formulierungen etwa gleich stark war (Daten nicht 

gezeigt). 



Ergebnisse 98

Um eine Aufnahme der zielgerichteten und beladenen Liposomen nachzuweisen, wurden  

AVE 9 RGD-10 LP3 Liposomen verwendet, die mit Doxorubizin beladen wurden und  

NBD-PE als Marker in der Membran enthielten. 
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Abb. 4-47: Nachweis der Aufnahme von zielgerichteten und beladenen Liposomen: Je 200000 HUVEC 
wurden bei 37ºC für 2h mit NBD-PE markierten und mit Doxorubizin beladenen AVE 9 RGD-10 LP3 (1 mol%) 
(50 nmol Gesamtlipid) inkubiert. Danach wurde mittels Fluoreszenzmikroskop untersucht, ob die rote und grüne 
Fluoreszenz kolokalisiert waren. Vergrößerung 200-fach, Belichtungszeit: 0,5 s. 

Durch diesen Versuch (Abb. 4-47) konnte eine Aufnahme der zielgerichteten Liposomen in 

die Zielzellen nachgewiesen werden: Hier waren die Bereiche der roten und grünen 

Fluoreszenz außerhalb des Zellkerns kolokalisiert, während im Zellkern nur die rote 

Fluoreszenz des Doxorubizins nachweisbar war. Durch das Zielsteuerungsmotiv wurden die 

mit Doxorubizin beladenen Liposomen vermutlich als Ganzes aufgenommen. Darüber hinaus 

ist nicht auszuschließen, daß zusätzlich freies Doxorubizin, das außerhalb der Zellen aus den 

Liposomen freigesetzt wurde, von den Zellen aufgenommen wurde.  
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Des weiteren sollte die Kinetik der Aufnahme von zielgerichteten Liposomen in die 

Endothelzellen untersucht werden. Dazu wurden HUVEC mit Doxorubizin (10 µM) 

beladenen AVE 9 RGD-10 LP3 (1 mol%) für 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h und 24h inkubiert 

und die Objekte im Fluoreszenzmikroskop analysiert.  

 

 
15 min 30 min 1 h 

  
 

 

2 h 4 h 24 h

   

 
Abb. 4-48: Zeitverlauf der Aufnahme von mit Doxorubizin beladenen AVE 9 RGD-10 LP3 (1 mol%): Je 
200000 HUVEC, die auf Deckgläschen wuchsen, wurden über verschiedene Zeiträume (15 min, 30 min, 1h, 2h, 
4h und 24h) mit den Liposomen (je 50 nmol Lipid) bei 37ºC inkubiert. Die Detektion erfolgte über das 
Doxorubizin im Fluoreszenzmikroskop. Vergrößerung 200-fach, Belichtungszeit: 0,5 s. 

Bei dem Zeitverlaufsexperiment (Abb. 4-48) wurden folgende Beobachtungen gemacht: Nach 

einer 15-minütigen Inkubation war bereits eine leichte perinukleäre Färbung durch das 

Doxorubizin zu erkennen und nach 30 Minuten war eine schwache Kernfärbung sichtbar. 

Diese wurde nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde sehr deutlich und nach 2 Stunden waren 

zusätzlich perinukleäre vesikuläre Akkumulationen nachweisbar. Nach einer Inkubationszeit 

von 4 Stunden traten diese noch deutlicher hervor. Dagegen war nach 24 Stunden ein anderes 

Bild zu beobachten: Die Zellkerne waren nicht mehr homogen durch das Doxorubizin gefärbt. 

Dies ließ auf einen beginnenden Abbau schließen. 

 



Ergebnisse 100

4.2.2.5. Untersuchung zur in vitro-Zytotoxizität 

Nachdem bewiesen war, daß die zielgerichteten und mit Doxorubizin beladenen Liposomen 

von den Endothelzellen aufgenommen wurden, wurde untersucht, ob dieses auch zu einer 

verstärkten Zytotoxizität führt. Es wurden Kristallviolett-Tests (siehe 6.10.) mit humanen 

Endothelzellen (HUVEC) und den Formulierungen AVE 9 (unbeladen), AVE 9 Dox und 

AVE 9 Dox RGD-10 LP3 durchgeführt.  

 

 
Formulierung IC50 (µM) 

AVE 9 3,65 

AVE 9 Dox 0,71 

AVE 9 Dox RGD-10 LP3 0,61 

 

  

 

 

 
Tab. 4-4: Darstellung der IC50-Werte (µM) des Kristallviolett-Tests. Es wurden je 10000 Endothelzellen 
(HUVEC) pro well einer 96 well Platte ausgesät und mit den verschiedenen Formulierungen in einer 
Verdünnungsreihe, ausgehend von 10 µM Doxorubizin, versetzt und für 2 h bei 37ºC inkubiert. Danach wurden 
die Zellen mit PBS gewaschen und für weitere 48h bei 37°C inkubiert. Nach dem Waschen wurden die 
verbliebenen Zellpellets mit Kristallviolett angefärbt und photometrisch bei 540 nm vermessen. Aus den 
ermittelten Werten konnten graphisch die IC50-Werte ermittelt werden. 

Mit diesem Experiment konnte keine signifikant erhöhte Zytotoxizität für die zielgerichteten 

Liposomen nachgewiesen werden. Dies könnte folgenden Grund haben: Vermutlich ist das 

Doxorubizin nach erfolgreicher Aufnahme der zielgerichteten Liposomen nicht aus den 

Endosomen freigesetzt worden. Für einen verbesserten therapeutischen Effekt muß aber das 

liposomal aufgenommene Doxorubizin die Endosomen verlassen können, um im Zellkern 

seine Wirkung zu entfalten.  

4.2.2.6. Pharmakokinetische Studien 

Um die zielgerichteten Liposomen therapeutisch nutzen zu können, müssen diese auch eine 

ausreichend lange Zirkulationsdauer im Blutkreislauf  aufweisen (Sapra et al., 2004). Hier 

sollte nun der Einfluß der inkorporierten Lipopeptide auf die Verweildauer im Blutkreislauf 
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untersucht werden. Dazu wurden die Formulierungen AVE 9, AVE 9 RGD-10 LP1 (1 mol%), 

AVE 9 RGD-10 LP3 (1 mol%) und AVE 9 RGD-10 LP3 (0,1 mol%), die mit 3H-Cholesteryl-

oleoyl-ether markiert waren, in die Schwanzvene von Nacktmäusen injiziert. Zu 

verschiedenen Zeitpunkten wurden Blutproben retrobulbär entnommen und die Radioaktivität 

gemessen. Nach 6 Stunden wurden die Mäuse getötet und die Radioaktivität der einzelnen 

Organe bestimmt (siehe 6.11.3.). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-49: Blutkinetik der zielgerichteten Liposomen: Es wurden verschiedene zielgerichtete liposomale 
Formulierungen, die mit 3H-COE markiert waren, in die Schwanzvene von Mäusen injiziert. Die Blutproben 
wurden retrobulbär entnommen und anschließend die Radioaktivität vermessen. Der 3 min Wert wurde als 100% 
Wert genommen. Dieser Versuch wurde in Zusammenarbeit mit dem Tierarzt S. Hoffmann,  vectron therapeutics 
AG, durchgeführt. 

Die Auswertung ergab, daß die liposomalen Formulierungen mit 1 mol% inkorporiertem 

Lipopeptid (AVE 9 RGD-10 LP1  und AVE 9 RGD-10 LP3) sehr schnell (50%-Wert ca. 9-10 

Minuten) aus dem Blutkreislauf eliminiert wurden. Dagegen wies die Formulierung AVE 9 

RGD-10 LP3 (0,1 mol%) einen 50%-Wert von 102 min auf (t1/2α = 44 min, t1/2β = 9,2 h), 

dieser Wert kam dem Wert für die Liposomen ohne Zielsteuerung sehr nahe (108 min) (Daten 

nicht gezeigt). Wie aus Abb. 4-38 ersichtlich ist, hatte die Formulierung mit 0,1 mol% 

inkorporiertem Lipopeptid an die Zielzellen gebunden. Deshalb schien diese Formulierung für 

weitere in vivo-Studien geeignet zu sein. Die Messung der Radioaktivität in den Organen 6 

Stunden nach der Applikation der liposomalen Formulierungen ergab folgendes: Bei den 

zielgerichteten Liposomen wurde mit 51-54% der injizierten Dosis ein sehr hoher Anteil in 

der Leber gefunden, dieser betrug für die Milz 4-11%, dagegen akkumulierten in den Nieren 
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und in der Lunge mit 0,1-0,4% nur sehr geringe Mengen. Diese Werte standen im Gegensatz 

zu den Liposomen ohne Zielsteuerung: Hier wurden nur 13% in der Leber und 3% in der Milz 

akkumuliert. Durch das Zielsteuerungsmotiv war es zu einer verstärkten Akkumulation in der 

Leber und der Milz gekommen. 

4.2.2.7. Verwendung von PEG 

Um die Verweildauer von Liposomen im Blut zu verlängern, besteht die Möglichkeit, die 

Liposomen mit PEG zu modifizieren (Allen et al., 1991; Woodle und Lasic, 1992): In die hier 

beschriebene Formulierung AVE 9 RGD-10 LP3 (1 mol%), die mit Rhodamin-PE markiert 

war, wurden 5 mol% DPPE-PEG2000 eingebaut. Danach wurde eine Bindungsstudie im FACS 

durchgeführt, bei der aber keine Bindung an HUVEC nachweisbar war. Vermutlich wurde die 

Bindung durch die abschirmende Wirkung der PEG-Ketten verhindert (Daten nicht gezeigt).  

4.2.2.8. Tumorregressionsstudie 

Für weitere in vivo-Versuche wurde auf Grund der bisherigen Ergebnisse die liposomale 

Formulierung AVE 9 RGD-10 LP3 (0,1 mol%) ausgewählt. Diese wurde mittels eines  

pH-Gradienten mit Doxorubizin beladen (siehe 6.7.6.1). Zur Untersuchung des in vivo-Anti-

Tumoreffekts der zielgerichteten Liposomen wurde ein C26 Mausmodell benutzt und der 

Einfluß von freiem Doxorubizin auf das Tumorwachstum verfolgt.  
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Abb. 4-50: Einfluß der zielgerichteten Liposomen auf das Tumorwachstum: Es wurden Nacktmäuse, die 
einen C26-Tumor trugen, mit 4 mg/kg Körpergewicht freiem oder liposomal verkapseltem Doxorubizin 
behandelt. Die Injektionen erfolgten an den Tagen 0, 2 und 5. In jeder Gruppe befanden sich 5 Mäuse. Dieser 
Versuch wurde in Zusammenarbeit mit dem Tierarzt S. Hoffmann,  vectron therapeutics AG, durchgeführt. 

Dieser Versuch zeigte, daß die Tumorregression durch die Behandlung mit den 

zielgerichteten Liposomen AVE 9 RGD-10 LP3 Dox verglichen mit freiem Doxorubizin und  

den AVE 9-Dox am stärksten war. Am Tag 9 war das Tumorwachstum in der  

AVE 9 RGD-10 LP3 Dox Gruppe verglichen mit der AVE 9 Dox Gruppe um 52% und am 

Tag 11 um 31% reduziert. Allerdings waren diese Ergebnisse nicht statistisch signifikant (p = 

0,13 und 0,28 für die Tage 9 und 11). Aber dieser verstärkte Anti-Tumoreffekt drückte sich 

auch in der mittleren Überlebenszeit aus: Dieser betrug für die AVE 9 Dox 15 Tage und für 

die AVE 9 RGD-10 LP3 Dox 18 Tage. 
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4.2.2.9. Diskussion 

In diesem Teil der Arbeit wurden zielgerichtete Liposomen mittels eines Peptidliganden 

erzeugt. Es handelte sich um ein RGD-Peptid (RGD-10), das gegen αv-Integrin exprimierende  

Endothel- und Melanomzellen gerichtet ist. Das Peptid wurde mittels der Phage-Display- 

Technologie erzeugt (Bach, 2002) und direkt als Lipopeptid in die liposomale Membran 

integriert. Peptide mit der RGD-Sequenz wurden in der Literatur als Liganden für Integrin-

exprimierende Zellen beschrieben (Kolonin et al., 2001). Im Rahmen der Angiogenese 

werden auf proliferierenden Endothelzellen die Integrine αvβ3 und αvβ5 überexprimiert 

(Hynes, 2002). Somit stellen diese Integrine eine erfolgversprechende Zielstruktur für die 

vaskuläre Therapie dar. Verglichen mit dem RGD-4C Peptid (Koivunen et al., 1995), das als 

eines der potentesten Liganden für αvβ3- und αvβ5-Integrine beschrieben wurde, verfügte das 

RGD-10 Peptid über eine gleich starke Affinität zu Endothelzellen (HUVEC, HDMEC). Mit 

Kompetitionsexperimenten konnte der Nachweis erbracht werden, daß das RGD-10 Peptid an 

dasselbe Epitop der Zielstruktur bindet wie das RGD-4C (Bach, 2002). Für die Synthese ist es 

ein entscheidender Vorteil, daß das RGD-10 Peptid im Vergleich zum RGD-4C Peptid nur 

über zwei Cysteine verfügt, die oxidiert werden müssen. Beim  RGD-4C Peptid gestaltet sich 

die Synthese durch die gerichtete zweifache Oxidation schwieriger und aufwendiger. Aus 

diesen Gründen scheint das RGD-10 Peptid für die Erzeugung eines zielgerichteten 

liposomalen Systems für die vaskuläre Tumortherapie sehr gut geeignet zu sein.  

In der Literatur wurden mehrere liposomale Systeme für die vaskuläre Therapie, die zur 

Zielsteuerung mit einem Peptidliganden modifiziert waren, beschrieben. Pastorino et al. 

(2003) verwendeten als Zielsteuerungsmotiv ein NGR-Peptid, das gegen die  

Aminopeptidase N gerichtet ist. Schiffelers et al. (2003) wiederum modifizierten ihre 

Liposomen mit einem cyclischen RGD-Peptid. Beide Gruppen verpackten Doxorubizin in die 

Liposomen und zeigten mittels Tumorregressionsstudien, daß die zielgerichteten Liposomen 

im Vergleich zu den gleichen Liposomen ohne Zielsteuerung das Tumorwachstum signifikant 

stärker inhibieren konnten.  
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4.2.2.9.1. Erzeugung eines zielgerichteten liposomalen Systems 

Zuerst wurde versucht, das RGD-10 Peptid an das in Liposomen inkorporierte Lipid N-Glut-

PE kovalent zu koppeln. Dabei traten allerdings wieder dieselben Probleme wie schon bei der 

Kopplung von scFv-Fragmenten auf: Die mit EDC aktivierten N-Glut-PE-haltigen Liposomen 

(AVE 4 N-Glut-PE, AVE 14 N-Glut-PE) zeigten eine deutlich verstärkte Bindung verglichen 

mit denselben Formulierungen ohne N-Glut-PE an humanen Melanomzellen (MeWo). Nach 

der Kopplung des RGD-10 Peptids an die Formulierung AVE 14 N-Glut-PE war mit dieser 

keine stärkere Bindung im Vergleich zu der mit EDC aktivierten  Formulierung AVE 14  

N-Glut-PE an Endothelzellen nachzuweisen. Das RGD-10 Peptid kann bei dieser Methode 

theoretisch über die Aminogruppe am N-Terminus oder über eine Guanidino-Gruppe der 

beiden Arginine an das N-Glut-PE gekoppelt werden. Besonders problematisch ist hier, daß 

das eine Arginin Bestandteil der RGD-Sequenz ist, über die die Bindung an die Integrine 

erfolgt. Falls die Kopplung über dieses Arginin vermittelt wird, kann dies mit einem 

Aktivitätsverlust des Liganden verbunden sein. Deshalb konnten hier selbst bei einer 

erfolgreichen Kopplung keine reproduzierbaren Ergebnisse und eine spezifische Bindung der 

zielgerichteten Liposomen an die Zielzellen erwartet werden. Aus diesen Gründen wurde 

diese Kopplungsmethode auch hier nicht weiter verfolgt.  

Bei den Kopplungsmethoden von Liganden, die nachträglich an fertige Liposomen gekoppelt 

werden, bestehen mehrere Nachteile. In die Liposomen muß meistens ein zusätzliches 

Kopplungslipid integriert werden, das die Eigenschaften der Liposomen verändern kann. 

Oftmals tragen diese Kopplungslipide, wie z. B. das N-Glut-PE, eine negative Ladung an der 

Phosphatgruppe. Durch den Einbau dieser Lipide in neutrale Liposomen weisen solche 

Formulierungen ein negatives Zetapotential auf. Der Nachteil davon ist, daß diese 

Formulierungen auf Grund der Ladung oftmals zu einer verstärkten, aber unspezifischen 

Zellbindung und Internalisierung neigen. Dies wurde in der Arbeit von Lee et al. (1992) 

nachgewiesen. Es wurde gezeigt, daß durch den Einbau von negativ geladenen Phospholipden 

mit den Kopfgruppen  Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylglycerol (PG) in die neutrale 

liposomale Formulierung EPC:Chol die Aufnahme in CV1 Zellen (Affen-Nierenzellen) um 

den Faktor 30 gesteigert werden konnte. Da für PS-haltige Liposomen eine Aufnahme über 

scavenger-Rezeptoren beschrieben wurde, wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt. 

Dazu wurden die Zellen mit Polyanionen, die an scavenger-Rezeptoren binden, und den 

negativ geladenen Liposomen inkubiert. Da die Aufnahmerate der negativ geladenen 
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Liposomen aber nicht reduziert werden konnte, deutete dies auf einen unspezifischen 

Aufnahmemechanismus hin.   

Auch wird die Verweildauer im Blut von Liposomen durch den Einbau von anionischen 

Phospholipiden stark reduziert: Nahde (2004) konnte in seiner Dissertation zeigen, daß die 

Formulierungen AVE 3 (Chol, DLPE, DOPS) und AVE 5 (Chol, DLPE, DOPG), die ein 

negatives Zetapotential aufweisen, im Vergleich zu der neutralen Formulierung AVE 14 

(Chol, DLPE, EPC) sehr schnell aus dem Blut von Mäusen eliminiert werden: Nach 20 min 

waren noch 65% der Formulierung AVE 14 im Blut nachweisbar, dagegen waren es bei den 

AVE 5 nur 16% und bei den AVE 3 nur noch 5%. Durch die geladene Oberfläche erfolgte 

vermutlich eine Aktivierung des Komplementsystems (Chonn et al., 1991).  

 

Bei der Kopplung von Liganden an bestehende Liposomen ist davon auszugehen, daß auf der 

liposomalen Oberfläche unkonjugierte Kopplungslipide zurückbleiben. Diese können zu einer 

unspezifischen Zellbindung und zu einer erhöhten Immunogenität der Liposomen beitragen 

(Boeckler et al., 1996). Falls zusätzlich Aktivierungsreagenzien, wie z. B. das EDC verwendet 

werden, können diese auch mit den anderen Lipiden Reaktionen eingehen und so die 

Eigenschaften der Liposomen verändern. Bei solchen Kopplungsmethoden besteht für viele 

Liganden der Nachteil, daß sie über mehrere gleichwertige reaktive Gruppen für die 

Kopplungsreaktion verfügen. Deshalb ist es oftmals notwendig, die Liganden vor der 

Kopplung zu modifizieren, so daß eine gerichtete Kopplungsreaktion möglich wird. 

 

Diese Nachteile können aber umgangen werden, indem der Ligand zuerst an ein Lipid 

gekoppelt wird und dieses Konjugat zu den anderen Bestandteilen bei der Herstellung der 

Liposomen dazugegeben wird. Eine solche Methode wurde von Yagi et al. (2000) 

beschrieben: Sie koppelten zum einen die Peptidsequenz für das Melanozyten-stimulierende 

Hormon (MSH) und zum anderen die Peptidsequenz, die für die Zellbindung an Fibronectin 

verantwortlich ist (RGD Sequenz), jeweils an einen Lipidanker und mischten dann die 

Lipopeptide mit den restlichen liposomalen Bestandteilen bei der Herstellung der Liposomen. 

Als weiteren Vorteil beschreiben die Autoren, daß mit dieser Methode eine höhere 

Ligandendichte auf den Liposomen zu erreichen sei als mit den klassischen chemischen 

Kopplungsmethoden. Das MSH-Lipopeptid wurde mit einer Effizienz von 85-89% und das 

RGD-Lipopeptid mit einer Effizienz von 94-99% in Liposomen eingebaut. In der Arbeit von 

Pastorino et al. (2003), die ein NGR-Peptid an Maleimid-PEG-DSPE-haltige Liposomen 

koppelten, wurde dagegen nur eine Kopplungseffizienz von 55% erreicht. 
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In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls ein solcher Ansatz verfolgt: An den C-Terminus 

des RGD-10 Peptids (GARYCRGDCFDG) wurden synthetisch 2 Glycine und 2 Lysine 

angefügt. Die endständigen Aminogruppen in den Seitenketten der 2 Lysine wurden je mit 

einem Stearinsäuremolekül verknüpft. Diese dienten als Anker, um das Lipopeptid  

(RGD-10 2S) in der liposomalen Membran zu verankern. Durch die Verwendung von 

fluoreszenzmarkierten Lipopeptiden konnte bestätigt werden, daß der Einbau in die 

Liposomen erfolgreich verlaufen war. Allerdings war keine Bindung der zielgerichteten 

Liposomen an Integrin exprimierende Endothelzellen (HUVEC) nachzuweisen. Dies lag 

vermutlich an der Struktur des Lipopeptids. In der Dissertation von Engel (1999) wurden 

zielgerichtete Liposomen, die Alkylmannosoide als Liganden enthielten, verwendet. Bei den 

Liganden waren zwischen den Mannose-Molekülen und einem Hexadecyl-Anker 

Ethylenoxid-Einheiten von verschiedener Länge als hydrophile Spacer eingefügt. Bei 

Aufnahmestudien mit Mannoserezeptor tragenden Peritonealmakrophagen zeigte sich, daß 

eine rezeptorvermittelte Aufnahme der Liposomen erst ab einer Spacerlänge von 6 

Etylenoxid-Einheiten nachzuweisen war.  

Zu einem ähnlichen Ergebnis kamen auch Slama und Rando (1980): Sie inkorporierten 

Glykolipide in Liposomen, die zwischen dem Lipidanker und β-Galactose hydrophile Spacer 

basierend auf Etylenglykol enthielten. Für eine optimale Agglutination mit dem Lektin Ricin 

wurde eine Spacerlänge von 13 oder 22 Atomen gefunden, dagegen führten kurze Spacer  

(4 oder 7 Atome) zu keiner Agglutination.  

Da das Lipopeptid RGD-10 2S keinen Spacer enthielt, wurde vermutlich das RGD-10 Peptid 

nicht ausreichend exponiert auf der Liposomenoberfläche präsentiert und konnte deshalb 

nicht an die Integrine auf der Zelloberfläche binden. 

 

Auf Grund dieser Beobachtungen wurde die Struktur der RGD-10 Lipopeptide verändert: 

Zwischen dem Peptid und dem lipophilen Anker 1,2-Dipalmitoyl-Glycero-3-Succinyl-Lysin 

wurden entweder ein (LP1) oder drei (LP3) Moleküle 8-Amino-3,6-Dioxaoctansäure (doo) als 

hydrophiler Spacer eingebaut. Um die optimale Spacerlänge zu finden, müßte man eine 

homologe Reihe von diesen RGD-10 Lipopeptiden mit Spacerlängen von z. B. 0-10 doo 

Einheiten herstellen und diese analysieren. Ausgehend von der Annahme, daß 90% der 

Lipopeptide in die Liposomen eingebaut wurden, ergibt dies für die Konzentrationen 0,1; 1 

oder 5 mol% an inkorporiertem Lipopeptid eine Anzahl von ca. 70, 700 und 3600 Lipopeptide 

pro Liposom. Dieser Berechnung liegt die Annahme von Kirpotin et al. (1997) zu Grunde, 

daß 80000 Phospholipide ein Liposom von einer Größe von 100 nm bilden.  



Ergebnisse 108

4.2.2.9.2. Charakterisierung des zielgerichteten liposomalen Systems 

Die liposomale Formulierung AVE 9, die diese Lipopeptide (LP1 und LP3) in einer 

Konzentration von 0,1; 1 oder 5 mol% enthielt, banden an HUVEC und humane sowie murine 

Melanomzellen. Schiffelers et al. (2003) koppelten in ihrer Studie ca. 300 RGD-Peptide über 

Maleimid-PEG-DSPE an ein Liposom. Durch eine FACS-Studie konnten die Autoren eine 

Bindung dieser Liposomen ebenfalls an HUVEC nachweisen. Darüber hinaus konnte in dieser 

Arbeit durch Kompetitionsexperimente gezeigt werden, daß die zielgerichteten Liposomen 

genauso spezifisch an Endothelzellen banden wie das freie RGD-10 Peptid. In 

fluoreszenzmikroskopischen Studien konnte durch Doppelmarkierung nachgewiesen werden, 

daß die zielgerichteten Liposomen im Gegensatz zu den Liposomen ohne Zielsteuerung von 

den Endothelzellen aufgenommen worden waren. Auch die mit Doxorubizin beladenen 

zielgerichteten Liposomen zeigten im Vergleich zu denselben Liposomen ohne Zielsteuerung 

nach der Inkubation mit Endothelzellen ein anderes Bild: Hier waren zusätzlich zu den durch 

das Doxorubizin rot gefärbten Zellkernen im Zytoplasma vesikuläre Akkumulationen 

sichtbar. Allerdings war bei den nicht zielgerichteten Liposomen, die von HUVEC nicht 

aufgenommen wurden, eine deutliche Kernfärbung durch Doxorubizin nachweisbar. Diese ist 

vermutlich auf eine Freisetzung von Doxorubizin außerhalb der Zellen aus den Liposomen 

und der anschließenden Aufnahme von freiem Doxorubizin zurückzuführen. Nahde (2004) 

konnte in seiner Dissertation zeigen, daß nach einer zweistündigen Inkubation der 

Formulierung AVE 9 Dox mit humanem Plasma bei 37°C das Doxorubizin zu ca. 60% 

freigesetzt wurde. Davon lagen ca. 80% in freier Form und ca. 20% in proteingebundener 

Form vor. Da in den vorliegenden Untersuchungen die HUVEC in einem Zellkulturmedium, 

das fötales Kälberserum enthielt, kultiviert wurden, ist es wahrscheinlich, daß Doxorubizin 

aus den zielgerichteten Liposomen freigesetzt wurde.  

Obwohl nach den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen davon auszugehen ist, daß die 

zielgerichteten Liposomen internalisiert wurden und dadurch verstärkt Doxorubizin in die 

Zellen gelangte, konnte mittels eines Kristallviolett-Tests keine erhöhte in vitro-Zytotoxizität 

nachgewiesen werden. Die IC50-Werte der nicht- sowie der zielgerichteten Liposomen lagen 

auf demselben Niveau. Dieses läßt vermuten, daß die zytotoxische Wirkung durch 

Doxorubizin vermittelt wurde, das außerhalb der Zellen aus den Liposomen freigesetzt wurde 

und in freier Form in die Zellen gelangte. Vermutlich ist das mittels zielgerichteter 

Liposomen aufgenommene Doxorubizin größtenteils in Vesikeln des endosomalen Systems 

verblieben und konnte so nicht seine zytotoxische Wirksamkeit in der Zelle entfalten. Diese 
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Vermutung wird durch die Ergebnisse von  Lee (1998) unterstützt. In dieser Arbeit wurde 

untersucht, wie sich der pH-Wert des Mediums außerhalb der Liposomen auf die Freisetzung 

von liposomalem Doxorubizin auswirkt: Bei neutralem pH, wie er normalerweise im Zytosol 

herrscht, war nach 2h bei 37°C kaum freies Doxorubizin nachzuweisen. Wurde der 

extraliposomale pH auf einen Wert von 5 gesenkt, der dem endosomalen pH-Wert entspricht, 

waren dagegen nach 2h bei 37°C über 90% Doxorubizin freigesetzt worden. Die vesikuläre 

Akkumulation der zielgerichteten Liposomen wies auf eine endozytotische Aufnahme und 

einen damit verbundenen intrazellulären endosomalen Weitertransport hin. Aus diesem Grund  

ist es möglich, daß das liposomale Doxorubizin zwar von den Liposomen im Endosom 

freigegeben wird, aber dann die endosomale Membran nicht überwinden kann, da hier ein pH-

Gradient zwischen den sauren Endosomen und dem neutralen Zytosol besteht.  

 

Die Lipopeptide hatten einen starken Einfluß auf die Verweildauer der zielgerichteten 

Liposomen im Blut. Die Inkorporation von 1 mol% LP1 oder LP3 in die AVE 9 führte zu 

einer raschen Elimination, der 50%-Wert betrug nur 8-9 min. Dagegen konnte mit dem 

Einbau von 0,1 mol% LP3 eine Verweildauer (der 50%-Wert betrug ca. 102 min) erreicht 

werden, die mit der für die gleichen Liposomen ohne Zielsteuerung (die Bluthalbwertszeit 

betrug ca. 108 min) fast identisch war. Lange Zirkulationszeiten sind notwendig, um eine 

erhöhte Akkumulation in den Zielzellen und dadurch einen verstärkten Anti-Tumoreffekt zu 

erreichen (Gabizon et al. 1994).  

 

Die Behandlung von Mäusen mit Doxorubizin-beladenen zielgerichteten Liposomen führte im 

Vergleich zu den gleichen Liposomen ohne Zielsteuerung bei den durchgeführten Tumor-

regressionsstudien zu einem verminderten Wachstum der C26 Tumore. Allerdings ist der 

Unterschied nicht signifikant gewesen. Dies könnte daran gelegen haben, daß das 

Doxorubizin nach der Internalisierung der zielgerichteten Liposomen nur in sehr geringem 

Ausmaß aus den Endosomen entkommen ist. Über die hier vorliegenden Studien hinaus 

sollten in vivo-Studien mit Liposomen, die mit dem Kontroll-Lipopeptid RGE-10 LP3 

modifiziert werden, durchgeführt werden, um nachzuweisen, daß der verstärkte 

Antitumoreffekt auch in vivo spezifisch über die RGD-Sequenz vermittelt wird.  

Die Organverteilung zeigte folgendes Bild: Die zielgerichteten Liposomen wurden verstärkt 

in der Milz aufgenommen, dies wurde auch von  Schiffelers et al. (2003) beobachtet und ist 

vermutlich auf die Expression von Integrinen auf Monozyten in der Milz zurückzuführen, die 

in der Arbeit von Singh et al. (2001) beschrieben wurde. Aber auch Pastorino et al. (2003) 
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fanden in ihrer Studie mit zielgerichteten Liposomen (als Ligand benutzen sie ein NGR-

Peptid) eine deutliche Akkumulation in der Milz, die nach 12 Stunden im Gegensatz zu 

Liposomen ohne Zielsteuerung ca. um den Faktor 20 erhöht war. Wir fanden allerdings mit 

51-54%, verglichen mit 13% für die nicht-zielgerichteten Liposomen, einen deutlich erhöhten 

Anteil der zielgerichteten Liposomen in der Leber. Dies wurde aber von Schiffelers et. al 

(2003) und Pastorino et al. (2003) nicht beobachtet. Möglicherweise liegt dieser Unterschied 

in der Verwendung von PEG-ylierten Liposomen dieser Gruppen.  

Nach dem Ergebnis des Zytotoxizitätstests ist zu vermuten, daß auch außerhalb der Zellen 

Doxorubizin aus den Liposomen freigesetzt wurde und dieses in freier Form aufgenommen 

wurde. Daraus läßt sich schließen, daß die beobachtete Tumorregression durch die 

zielgerichteten Liposomen eine Folge von der zytotoxischen Wirkung auf die Endothelzellen 

und auf die Tumorzellen gewesen ist. 

 

Möglicherweise stellt Doxorubizin keine optimale Substanz für eine liposomale 

Tumortherapie dar: Da es seine Wirkung unabhängig vom Zellzyklus entfaltet, ist für die 

Wirkung des Doxorubizins die Dosis und nicht die Dauer der Applikation von entscheidender 

Bedeutung (Karow und Lang, 1998). Durch die liposomale Applikation von Zytostatika 

werden die Zellen diesen aber über einen längeren Zeitraum bei einer verminderten Toxizität 

ausgesetzt. Deshalb könnte ein signifikant verstärkter Anti-Tumoreffekt mit einem liposomal 

verpackten Zytostatikum, das zellzyklusspezifisch wirkt, erzielt werden. Bei solchen 

Zytostatika ist für die Wirkung die Dauer der Applikation wichtiger als die Dosis. Sapra et al. 

(2004) verpackten die Zytostatika Doxorubizin und Vincristin in zielgerichtete Liposomen 

und modifizierten beide Formulierungen mit demselben Zielsteuerungsmotiv. Bei Vincristin 

handelt es sich um einen Mitosehemmstoff, der zellzyklusunabhängig seine Wirkung 

entfaltet. Die mit Vincristin beladenen Liposomen zeigten im Vergleich zu den mit 

Doxorubizin beladenen in dieser Studie im Bezug auf die Überlebenszeit von Mäusen einen 

verstärkten Anti-Tumoreffekt.  

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 111

4.2.2.9.3. Ausblick 

Das hier erzeugte zielgerichtete liposomale System sollte für die vaskuläre Therapie 

weiterentwickelt werden. Durch die Inkorporation eines Lipopeptid-Liganden in die 

liposomale Membran kann ein definiertes und reproduzierbares System relativ leicht erzeugt 

werden. Dies ist auch besonders im Hinblick auf ein späteres up-scaling wichtig. Als nächstes 

sollten Versuche mit pH-sensitiven Liposomen durchgeführt werden, um die in vitro 

beobachtete verstärkte Akkumulation von Doxorubizin in Folge der Internalisierung in einen 

therapeutischen Effekt umzusetzen. Mittels pH-sensitiver Liposomen sollte es möglich sein, 

daß das liposomale Doxorubizin die Endosomen verlassen kann. Da bei der jetzigen 

Herstellungsmethode statistisch gesehen die Hälfte der Lipopeptide ins Innere der Liposomen 

ragen, sollte versucht werden, die Lipopeptide mittels der Post-Insertions-Technik (Iden und 

Allen, 2001) in bestehende Liposomen zu integrieren. Eine weitere Optimierung könnte durch 

die Verwendung eines längeren hydrophilen Spacers erreicht werden. Da Peptide meist nicht 

mit derselben Affinität an Antigene wie Antikörper binden, könnte die Kopplung von zwei 

verschiedenen Peptiden, die gegen dasselbe Antigen gerichtet sind, zu einem bivalenten 

Liganden mit einer erhöhten Bindungsaffinität führen (Kodadek et al., 2004). 
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4.3. Darstellung von zielgerichteten Liposomen mittels eines 
Proteins 

Das Ziel dieses Teils der Arbeit war es, ein humanes EGF-Protein kovalent an Liposomen zu 

koppeln und so ein zielgerichtetes liposomales System für die Tumortherapie zu erzeugen. 

Durch dieses könnten Zytostatika direkt in die Tumorzellen geliefert werden. Als Zielstruktur 

diente der EGF-Rezeptor (= erbB-1-Rezeptor bzw. HER1), der von vielen Tumorzellen 

überexprimiert wird. Natürliche Liganden sind der Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) und 

der Transformierende Wachstumsfaktor (TGF) (Salomon et al., 1995; Nicholson et al., 2001). 

4.3.1. Der Epidermale Wachstumsfaktor 

Der Epidermale Wachstumsfaktor ist ein Protein, das aus 53 Aminosäuren besteht und 

spezifisch und mit hoher Affinität an den EGF-Rezeptor bindet (Carpenter und Cohen, 1990; 

Lemmon et al., 1997). Die Struktur des EGF´s ist bei vielen verschiedenen Spezien hoch 

konserviert (Abb. 4-51), beim Menschen, Katzen, Hunden, Schweinen, Ratten uns Mäusen 

befinden sich die Disulfidbrücken zwischen Cys6 und Cys20, Cys14 und Cys31 sowie Cys33 und 

Cys42 (Gembitsky et al., 2002).  

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 4-51:
dunkel unte
 

 

 

 

 

 

 Die Sequenzen von EGF aus verschiedenen Spezies: Die Aminosäuren Lysin und Arginin sind 
rlegt. 
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Abb. 4-52: Struktur des humanen Epidermalen Wachstumsfaktors. Die Positionen der Aminosäuren Lysin 
und Arginin sind gekennzeichnet. 

Wie in Abb. 4-52 ersichtlich ist, verfügt das humane EGF-Protein neben der α-Aminogruppe 

am N-Terminus über weitere Aminogruppen an den zwei Lysinen (ε-Aminogruppen, 

Positionen 28 und 48) und über die Guanidino-Gruppen der Arginine (Positionen 41, 45 und 

53). Alle diese Gruppen können theoretisch mit reaktiven Gruppen von Kopplungslipiden 

reagieren. Deshalb ist kein definiertes Reaktionsprodukt zu erwarten. Falls die Kopplung über 

das Lysin an Position 28 erfolgen würde, besteht sogar die Gefahr, daß die Aktivität des EGF-

Proteins beeinträchtigt wird, da dieses Lysin in der Bindungsstelle des EGF´s (B-loop, 

Aminosäuren 19-32) (Gembitsky et al., 2002) liegt.  

4.3.2. Der modifizierte Epidermale Wachstumsfaktor 

Für eine gerichtete Kopplung wurde deshalb mittels der Phage-Display-Technologie ein 

modifiziertes humanes EGF (EGFm1) erzeugt (Bach, 2002; Bach et al., 2003) (Abb. 4-53). 

Dieses wurde aus Selektionen auf A431 Zellen (humane Epidermiskarzinomzellen) isoliert, 

die den EGF-Rezeptor überexprimieren. Bei dem modifizierten Epidermalen 

Wachstumsfaktor ist das Lysin an Position 28 gegen Glutamin, das Lysin an Position 48 

gegen Serin und die Arginine an Position 45 und 53 sind jeweils gegen Serin ausgetauscht. 

Das Arginin an Position 41 mußte beibehalten werden, da es absolut notwendig für die 

Aktivität des EGF´s ist. In der Arbeit von Bach (2002) konnte gezeigt werden, daß EGFm1- 

und Wildtyp-Phagen über identische Bindungseigenschaften verfügen. 
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Abb. 4-53: Das modifizierte EGF-Peptid m1. Dargestellt sind die ausgetauschten Aminosäuren an den 
Positionen 28, 45, 48 und 53. Das Arginin an Position 41 konnte nicht ausgetauscht werden, da es für die 
Aktivität des EGF´s absolut notwendig ist. 

4.3.2.1. Überprüfung der Kopplungsfähigkeit des EGFm1 

Um zu überprüfen, ob das EGFm1-Protein reaktive Aminogruppen besitzt, wurde dieses mit 

einem Überschuß an Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) inkubiert (Abb. 4-54). Als Kontrolle 

wurde der Wildtyp benutzt (EGFwt). 
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Abb. 4-54: Reaktion zwischen EGF und FITC: Die nukleophile Aminogruppe des EGF´s greift bei dieser 
Reaktion das elektrophile C-Atom der Isothiocyanatgruppe an. EGFm1 und EGFwt wurden in PBS Puffer gelöst 
(500 µg/ml) und der pH wurde mittels Carbonat-Puffer auf einen Wert von 9 eingestellt. Nach der Inkubation 
über Nacht bei 4°C wurde nicht konjugiertes FITC gelchromatographisch mittels Sephadex G-25 abgetrennt. 
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Nach der Abtrennung von nicht konjugiertem FITC wurden die Proteinfraktionen 

fluorimetrisch (Anregungswellenlänge: 495 nm, Emissionswellenlänge: 520 nm) vermessen: 

Die EGFwt Fraktion wies 84945 und die EGFm1 Fraktion 29720 Fluoreszenzeinheiten auf, 

dies entspricht einem Verhältnis von 2,9 : 1. Unter der Annahme, daß die Kopplung nicht 

über die Arginine vermittelt wurde, entspricht dies dem 3:1 Verhältnis der Aminogruppen im 

EGFwt zum EGFm1. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, daß das modifizierte 

EGFm1 auch über das verbliebene Arginin an Position 41 an das Fluorescein-Isothiocyanat 

gekoppelt wurde, da sich unter Berücksichtigung der Arginine ein 6:2 Verhältnis der 

theoretisch für diese Kopplungsreaktion zur Verfügung stehenden funktionellen Gruppen im 

EGFwt zum EGFm1 ergibt.  

4.3.2.2. Bindungsstudien  

Um zu überprüfen, ob das modifizierte EGFm1 an Zielzellen bindet, wurden Bindungsstudien 

durchgeführt. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen (17, 50 und 170 ng/ml) des 

fluoreszenzmarkierten Proteins verwendet und mit humanen Epidermiskarzinomzellen (A431) 

inkubiert. Diese Zellen verfügen über ca. 2x106 EGF-Rezeptoren, normale Epidermiszellen 

exprimieren dagegen nur ca. 104 bis 105 dieser Rezeptoren (Stryer,  1988). 
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3  EGFm1 170 ng/ml 

 

 

 
 
Abb. 4-55: Nachweis der Bindung von EGFm1 an A431 Zellen: Es wurden je 100000 A431 Zellen  bei 4°C 
über 30 min mit verschiedene Mengen von FITC-markiertem EGFm1 inkubiert. Nach dem Waschen wurde die 
Fluoreszenzintensität im FACS vermessen. 
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In Abb. 4-55 ist ersichtlich, daß das EGFm1 an A431 Zellen konzentrationsabhängig 

gebunden hat. Eine Sättigung der Bindung wurde bei einer Konzentration von ca. 50 ng/ml 

erreicht. 

Um die Bindung genauer zu untersuchen, wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt 

(Abb. 4-56). Dazu wurden A431 Zellen zuerst mit unmarkiertem EGFwt bzw. BSA im 

Überschuß vorinkubiert, danach erfolgte die Zugabe von FITC-markiertem EGFm1.  
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Abb. 4-56: Kompetitionsexperimente: Die A431 Zellen wurden entweder mit unmarkiertem EGFwt oder BSA 
im Überschuß bei 4°C über 30 min vorinkubiert und dann wurde für weitere 30 min FITC-markiertes EGFm1 
(170 ng/ml) zugegeben. Die Messung der Fluoreszenzintensitäten erfolgte im FACS. 

Durch die Vorinkubation mit EGFwt konnte die Bindung des FITC-markierten EGFm1 fast 

vollständig inhibiert werden, dagegen führte die Verwendung von BSA zu keiner reduzierten 

Bindung. Daraus war zu ersehen, daß die Bindung des modifizierten EGF´s an die A431 

Zellen über dieselbe Struktur erfolgte, an die auch der EGFwt gebunden hatte. Zusätzlich 

konnte daraus geschlossen werden, daß die Bindung über das EGF und nicht über das 

Fluorescein vermittelt wurde. 
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4.3.2.3. Kopplung des EGFm1 an ein NHS-Ester-haltiges Kopplungslipid 

Bei dieser Methode erfolgt die kovalente Kopplung des Liganden über eine Aminfunktion an 

ein Lipid, das über eine reaktive N-hydroxysuccinimid(NHS)estergruppe verfügt. Dabei greift 

die Aminfunktion des Liganden als Nukleophil an der NHS-Gruppe des Lipids an und es 

entsteht eine Carbonsäureamidbindung (Hermanson, 1996). 

4.3.2.3.1. Kopplungsreaktion 

Um das EGFm1 an Liposomen zu koppeln wurde das Kopplungslipid NHS-PEG2000-DSPE 

standardmäßig in einer Konzentration von 10 mol% in die liposomale Formulierung AVE 9 

eingebaut. Dabei erfolgt vermutlich ein nukleophiler Angriff der N-terminalen  

α-Aminogruppe des EGFm1 Proteins auf die Carboxylgruppe des NHS-Esters und es entsteht 

eine stabile Amidbindung zwischen dem Protein und dem Kopplungslipid (Abb. 4-57). 

Theoretisch kann die Kopplung auch über die Guanidinogruppe des Arginins an Position 41 

erfolgen. Dies ist aber unter den gewählten Reaktionsbedingungen sehr unwahrscheinlich 

(Hermanson 1996; siehe 4.3.2.4.). Möglich ist auch ein nukleophiler Angriff durch die 

Hydroxylgruppen der Aminosäuren Serin und Threonin. Die gebildeten Ester sind allerdings 

nicht stabil in wässrigem Medium und hydrolysieren (Hermanson, 1996). Das NHS dient bei 

dieser Kopplungsreaktion als Abgangsgruppe.  
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Abb. 4-57: Darstellung der Kopplungsreaktion zwischen EGF und dem Kopplungslipid  
NHS-PEG2000-DSPE: Bei dieser Reaktion greift vermutlich die N-terminale α-Aminogruppe des EGFm1-
Proteins als Nukleophil die Carboxylgruppe des NHS-Esters an, wobei eine stabile Amidbindung entsteht. 

Die Halbwertszeit von NHS-Estern nimmt mit steigendem pH-Wert stark ab, da unter solchen 

Bedingungen Hydroxid-Ionen mit dem NHS-Ester reagieren: So beträgt die Halbwertszeit bei 

pH 7 4-5 Stunden (Lomant und Fairbanks, 1976) und bei pH 8 nur noch 1 Stunde (Staros et 

al., 1988). Deshalb wurde der Lipidfilm mit PBS (pH 6) hydratisiert und die Liposomen bei 

diesem pH-Wert auch extrudiert. Direkt vor der Zugabe des Liganden  

(50 µg EGFm1/µmol Gesamtlipid) wurde der pH mittels Natronlauge auf einen Wert von 8 

angehoben, damit für die Kopplungsreaktion eine möglichst große Anzahl unprotonierter α-

Aminogruppen zur Verfügung stand. Nach einer 16-stündigen Inkubation bei 

Raumtemperatur wurden die zielgerichteten Liposomen von unkonjugierten Liganden 

gelchromatographisch (Sepharose 4B) abgetrennt. Die Formulierung AVE 9 NHS-PEG2000-

DSPE ohne Ligand (Größe: 80,2 ± 2,1 nm) wies ein Zetapotential von -19,8 ± 2,1 mV auf, 

mit Ligand (Größe: 85,1 ± 1,9 nm) betrug es dagegen -15,4 ± 0,8 mV. 
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4.3.2.3.2. Bindungsstudien 

Um nachzuweisen, daß die zielgerichteten Liposomen spezifisch an Zielzellen binden und 

auch von diesen aufgenommen werden, wurden Bindungsstudien, Kompetitionsexperimente 

und fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Für diese Versuche wurden 

0,3 mol% Rhodamin-PE in die Liposomen eingebaut. Als EGF-Rezeptor-positive Zellen 

wurden wieder A431 und als Kontrollzellen HEK 293 verwendet.  
 
 

 
 Fluoreszenz Fluoreszenz 

HEK 293 A 431 

 
 0  ohne Liposomen 

1  AVE 9 NHS-PEG2000-DSPE 
2  AVE 9 NHS-PEG2000-DSPE + EGFm1 

 
 
 
Abb. 4-58: Spezifische Bindung der zielgerichteten Liposomen: Es wurden je 100000 Zellen mit den 
verschiedenen Rhodamin-markierten Formulierungen (50 nmol Lipid) bei 4°C über 30 min inkubiert. Nach dem 
Waschen erfolgte die Analyse im FACS. 
 
 
Die Analyse im FACS (Abb. 4-58) zeigte, daß die zielgerichteten Liposomen sehr stark an die 

Zielzellen (A431) gebunden haben, dagegen war bei den gleichen Liposomen ohne 

Zielsteuerungsmotiv kaum eine Bindung nachzuweisen. Beide Formulierungen zeigten keine 

Bindung an die Kontroll-Zell-Linie HEK 293. 

 

Um das Bindungsverhalten der zielgerichteten Liposomen genauer zu untersuchen, wurden 

Kompetitionsexperimente mit freiem und unmarkiertem EGFwt sowie BSA durchgeführt. 

Vor der Zugabe der zielgerichteten und mit Rhodamin-PE markierten Liposomen wurden die 

A431 Zellen mit einem 10-fachen molaren Überschuß an EGFwt bzw. BSA vorinkubiert. 

Falls die EGFm1 Liposomen an dieselbe Zielstruktur wie freies EGFwt binden, sollten durch 
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dieses die Bindungsstellen schon abgesättigt sein und die zielgerichteten Liposomen nicht 

mehr an die Zellen binden können.  
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Abb. 4-59: Kompetitionsexperimente: Je 100000 A431 Zellen wurden entweder mit unmarkiertem EGFwt 
oder BSA im Überschuß bei 4°C über 30 min vorinkubiert. Anschließend wurden für weitere 30 min je 50 nmol 
Rhodamin-markierte AVE 9 EGFm1 zugegeben. Nach dem Waschen erfolgte die Messung der 
Fluoreszenzintensitäten im FACS. 

Durch die Vorinkubation mit freiem EGFwt konnte die Bindung der EGFm1 Liposomen an 

die A431 Zellen vollständig inhibiert werden, dagegen wurde die Bindung der zielgerichteten 

Liposomen an die mit BSA vorinkubierten A431 Zellen nicht reduziert (Abb. 4-59). Mit 

diesem Experiment konnte bestätigt werden, daß die Bindung der zielgerichteten Liposomen 

an die A431 Zellen spezifisch über das EGFm1-Protein vermittelt wurde. Darüber hinaus war 

ersichtlich, daß das EGFwt-Protein und das EGFm1-Protein an dasselbe Epitop der 

Zielstruktur auf der Zelloberfläche binden. 
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4.3.2.3.3. Aufnahmestudie 

Danach wurden die A431 Zellen bei 37°C mit Rhodamin-markierten EGFm1 Liposomen 

inkubiert und die Beobachtung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop. Bei dieser Temperatur 

sollte untersucht werden, ob die zielgerichteten Liposomen von den Zielzellen aufgenommen 

werden. 

 

 
Rhodamin Phasenkontrast

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4-60: Aufnahmestudie der zielgerichteten EGFm1 Liposomen: Je 100000 A431 Zellen wurden bei 
37°C über 6 Stunden mit Rhodamin-markierten EGFm1 Liposomen (50 nmol Lipid) inkubiert. Nach dem 
Waschen wurde das Muster der Fluoreszenz im Mikroskop analysiert. Vergrößerung: 400-fach, Belichtungszeit 
1s. 

Im Fluoreszenzmikroskop war eine deutliche perinukleäre Akkumulation der Fluoreszenz zu 

beobachten (Abb. 4-60). Dies wies darauf hin, daß die zielgerichteten Liposomen von den  

A431 Zellen aufgenommen wurden. Bei einer Inkubationstemperatur von 4°C war die 

Fluoreszenz nur an der Zelloberfläche lokalisiert, dies deutete auf eine reine Bindung der 

EGFm1 Liposomen hin (Daten nicht gezeigt). Keine Bindung oder Aufnahme war bei der 

Verwendung der Kopplungsliposomen (AVE 9 NHS-PEG2000-DSPE) zu sehen (Daten nicht 

gezeigt). Die zielgerichteten EGFm1 Liposomen wurden auch nicht von der Kontroll-Zell-

Linie HEK 293 gebunden oder aufgenommen (Daten nicht gezeigt). 
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4.3.2.4.  Diskussion 

Hier wurde mittels eines humanen EGF-Liganden ein zielgerichtetes liposomales System für 

die Tumortherapie entwickelt, das von den Zielzellen aufgenommen wurde. Dabei wurde ein 

modifiziertes humanes EGF-Peptid (EGFm1) verwendet. Dieses verfügt über dieselbe 

Affinität zu A431 Zellen, die den EGF-Rezeptor überexprimieren, wie der Wildtyp (EGFwt). 

Das EGFm1 weist im Vergleich zum EGFwt keine Lysine und nur ein Arginin auf (Bach, 

2002). Ein entscheidender Vorteil des EGFm1 besteht darin, daß eine Kopplung spezifisch 

über die N-terminale α-Aminogruppe ermöglicht werden sollte. Dadurch sollte sich erstmalig 

ein zielgerichtetes therapeutisches System mit einheitlich orientierten humanen EGF-

Liganden erzeugen lassen, deren Aktivität durch die Kopplungsreaktion nicht reduziert wird. 

Bohl-Kullberg et al. (2002) entwickelten erfolgreich mittels murinem EGF ein zielgerichtetes 

liposomales System für die Radiotherapie.  

 

Durch die erfolgreiche Erzeugung von Fluorescein-EGFm1 Konjugaten konnte gezeigt 

werden, daß das modifizierte Protein über aktive Aminogruppen für eine Kopplungsreaktion 

verfügt. Allerdings konnte experimentell nicht der Beweis erbracht werden, daß die Kopplung 

ausschließlich über den N-Terminus verlaufen war. Theoretisch möglich ist auch eine 

Kopplung über die stark basische Guanidino-Gruppe des Arginins an Position 41. Diese 

konnte nicht ausgetauscht werden, da sie unverzichtbar für die Aktivität des EGF´s ist. 

Allerdings besitzt diese Gruppe einen pKa-Wert von ca. 12 (Hermanson 1996). Nach der 

Gleichung von Henderson-Hasselbalch ergibt sich daraus, daß bei einem pH-Wert von 10 

etwa 99% der Guanidino-Gruppen in der protonierten Form vorliegen. Hier verfügen diese 

über kein freies Elektronenpaar, das für einen nukleophilen Angriff auf die NHS-Gruppe des 

Kopplungslipids notwendig ist. Der pKa-Wert für das α-Amin am N-Terminus dagegen 

beträgt ca. 8 (Hermanson 1996): Somit liegen bei einem pH-Wert von 8 theoretisch 50% und 

bei einem pH-Wert von 9 schon 91% dieser Gruppe in der unprotonierten Form vor. Da die 

Kopplung des Fluorescein-Isothiocyanats bei einem pH-Wert von 9 und die an die Liposomen 

bei einem von 8 durchgeführt wurde, konnte davon ausgegangen werden, daß die Kopplung 

des EGF´sm1 über dessen N-terminale α-Aminogruppe verlaufen ist. Allerdings ist nicht 

auszuschließen, daß auch Arginine an der Kopplung beteiligt waren, da diese pKa-Werte sich 

nur auf die isolierten Aminosäuren beziehen. Deshalb können die vorangegangenen 

Betrachtungen jedoch nur als Orientierung dienen, da in einem Protein wie dem EGF die pKa-
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Werte auch durch die benachbarten Aminosäuren mitbestimmt werden und sich deshalb 

verschieben können.  

 

Kikuchi et al. (1996) derivatisierten das humane EGF-Protein mit N-Succinimidyl 3-(2-

Pyridyldithio)propionat (SPDP) und erzeugten durch Reduktion mit Dithiothreitol freie 

Thiolgruppen. Über diese koppelten sie das EGF-Protein an kationische Liposomen. Durch 

die Zielsteuerung konnten sie verstärkt DNA mit diesen Liposomen in HEC-1-A Zellen 

liefern. Da das SPDP mit Aminfunktionen des EGF´s reagiert (Hermanson, 1996), kann hier 

von keiner gerichteten Kopplung ausgegangen werden, da das humane EGF Protein über 

mehrere solcher Gruppen (α-Aminogruppe am N-Terminus, ε-Aminogruppen der beiden 

Lysine (Postionen 28 und 48), Guanidino-Gruppen der Arginine (Positionen 41, 45 und 53)) 

verfügt. Durch die Kopplung über das Lysin an Position 28 kann die Aktivität des EGF´s 

beeinträchtigt werden, da es in der Bindungsstelle positioniert ist (Gembitsky et al., 2002). 

 

Eine Optimierung in Bezug auf eine gerichtete Kopplung stellt die Verwendung von murinem 

EGF dar: Bohl-Kullberg et al. (2002) aktivierten murines EGF, das an den murinen und den 

humanen EGF-Rezeptor bindet (French et al., 1995), mittels 2-Iminothiolan (Traut´s 

Reagenz). Die Kopplung von Traut´s Reagenz erfolgt über Aminfunktionen der Liganden: 

Die Erzeugung von Thiol-Gruppen auf diese Weise erscheint für das murine EGF sinnvoll, da 

dieses über keine Lysine verfügt. Über die Einstellung des pH-Werts während der 

Aktivierungsreaktion sollte eine Kopplung über die Arginine verhindert werden können und 

das 2-Iminothiolan sollte so spezifisch über den N-Terminus gekoppelt werden können. Über 

die entstandenen Thiolgruppen koppelte diese Gruppe dann das EGF an Maleimid-PEG-

DSPE und inkorporierten diese Konjugate in PEG-ylierte Liposomen. Diese als Post-

Insertions-Technik bezeichnete Methode wurde von Iden und Allen (2001) beschrieben. Ein 

Vorteil davon ist, daß keine unkonjugierten Kopplungslipide in den Liposomen 

zurückbleiben, die zu einer Immunantwort führen können. Durch eine solche kann sich die 

Blutverweildauer von Liposomen stark reduzieren (Boeckler et al., 1996). Des weiteren kann 

mit dieser Methode zusätzlich ausgeschlossen werden, daß Liganden ins Innere des Liposoms 

gerichtet sind. Um eine gerichtete Kopplung zu ermöglichen verwendeten Blessing et al. 

(2001) ebenfalls murines EGF als Liganden für die Erzeugung von zielgerichteten PEI / DNA 

Komplexen.   
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Somit stellt die Verwendung eines humanen EGF-Proteins, das gerichtet über den  

N-Terminus an therapeutische Systeme gekoppelt werden kann, eine Optimierung im 

Vergleich zum EGFwt dar. Watkins et al. (1997) konnten zeigen, daß die Aktivität des EGF´s 

durch die Kopplung über den N-Terminus nicht beeinträchtigt wird. Durch den modifizierten 

Liganden sollte eine Quervernetzung und eine daraus resultierende Aggregatbildung der 

Liposomen vermieden werden. Dieses Problem wurde bei der Kopplung von scFv-

Fragmenten über eine Aminogruppe an N-Glut-PE-haltige Liposomen deutlich: Hier kam es 

ab einer bestimmten Konzentration an scFv-Fragmenten zu Ausfällungen im Reaktionsansatz.  

4.3.2.4.1. Ausblick 

In Zukunft sollten mit diesem zielgerichteten liposomalen System in vivo-Versuche 

durchgeführt werden, um zu überprüfen, ob die gerichtete Kopplung des Liganden zu einem 

verstärkten Anti-Tumoreffekt führt. Yamamoto et al. (2003) erzeugten TNFα-Varianten, bei 

denen die Lysine ausgetauscht wurden, um eine gerichtete Kopplung von PEG über die  

N-terminale α-Aminogruppe zu ermöglichen. Eine von diesen selektiv PEG-ylierten 

Varianten zeigte eine verstärkte Antitumorantwort im Vergleich zum PEG-ylierten Wildtyp. 

Ein weiterer Vorteil eines humanen Liganden sollte darin bestehen, daß er nicht immunogen 

wirkt. Das murine und humane EGF sind nur zu 70% homolog. Dadurch kann im 

menschlichen Organismus eine Immunantwort ausgelöst werden. Allerdings liegen z. Zt. noch 

keine Ergebnisse vor, wie sich die 4 ausgetauschten Aminosäuren des EGFm1 auf die 

Immunogenität des modifizierten Liganden auswirken.  
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4.4. Verpackung von Cytarabin in Liposomen 

4.4.1. Cytarabin 

Die Verpackung von Zytostatika, die nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus ihre Wirkung 

entfalten (phasenspezifische Zytostatika), in Liposomen erscheint sehr sinnvoll zu sein. 

Entscheidend für die zytostatische Wirkung solcher Chemotherapeutika ist mehr die Dauer 

der Therapie und weniger die Höhe der Dosis. Um einen möglichst starken Anti-Tumoreffekt  

zu erreichen, ist es deshalb sehr wichtig, daß die Zellen diesem Zytostatikum über einen 

möglichst langen Zeitraum ausgesetzt werden (Karow und Lang, 1998). Auf Grund ihrer 

langen Zirkulation im Blutkreislauf (Gregoriadis, 1993) erfüllen spezielle liposomale 

Trägersysteme diese Forderung. Z. B. durch den Einbau von Phospholipiden mit gesättigten 

Fettsäureketten, Sphingolipiden und PEG in die liposomale Membran können Liposomen 

Halbwertszeiten im Blut zwischen 10 und 20 Stunden aufweisen (Oku und Namba, 1994). 

Darüber hinaus bietet die liposomale Verpackung auch Schutz vor der inaktivierenden 

Deaminierung zu Uracil-Arabinosid (Hamada et al., 2002). 

Ziel dieses Teils der Arbeit war es deshalb, daß in der S-Phase des Zellzyklus aktive 

Zytostatikums Cytarabin (1-β-D-Arabinofuranosyl-cytosin, Cytosinarabinosoid, Ara-C) in die 

neuartige, Sphingomyelin-haltige liposomale Formulierung AVE 95 zu verpacken. In freier 

Form weist es eine initiale Plasmahalbwertszeit (t1/2α) zwischen 7 und 20 Minuten und eine 

terminale Plasmahalbwertszeit (t1/2β) zwischen 2 und 3 Stunden auf (Hamada et al., 2002). 

Das Cytarabin enthält in Form der Arabinose einen „falschen“ Zucker, physiologischerweise 

ist die Desoxyribose Bestandteil der DNA und die RNA enthält Ribose (Abb. 4-61). 

 

 

 

 

 

  

 
 

Abb. 4-61: Struktur der
bzw. Desoxycytidin enth
 

 Nukleosidanaloga Cytarabin (A) und Gemcitabin (B). Im Unterschied zum Cytidin 
alten diese beiden Substanzen einen „falschen“ Zucker. 
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Das Cytarabin gehört zur Gruppe der Nukleosid-Analoga. Es wird intrazellulär zuerst in das 

Monophosphat und dann über das Diphosphat in seine aktive Form, dem Cytarabin-

triphosphat umgewandelt. Das Cytarabintriphosphat ist ein Konkurrenzsubstrat zu Desoxy-

cytidintriphosphat und hemmt so die DNA-Polymerase, zusätzlich erfolgt auch ein Einbau in 

DNA und RNA. Bei der Verdoppelung der DNA stört dieser falsche Baustein das Ablesen der 

DNA-Sequenz und die Erbsubstanz kann somit nicht repliziert werden. Dadurch können sich 

die Zellen nicht mehr teilen und sterben (Roth und Fenner, 2000). Anwendung findet 

Cytarabin v. a. bei der Therapie von Leukämien und Non-Hodgkin-Lymphomen (Johnson, 

2001). Eine bedeutende Resistenz von Zellen gegen Cytarabin wird durch eine verminderte 

Aktivität der Deoxycytidinkinase verursacht (Wagner et al., 2000). Dieses Enzym ist für die 

intrazelluläre Umwandlung des Cytarabins in das Cytarabinmonophosphat verantwortlich. 

Somit könnte die Verabreichung des Cytarabinmonophosphats diese Resistenz umgehen und 

zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt führen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 4-62:
resistence, a
araU = Ura
araUTP = U
 

 Wirkmechanismus und Stoffwechsel von Cytarabin. araC = Cytarabin, MDR = multi drug 
raCMP = Cytarabinmonophosphat, araCDP = Cytarabindiphosphat, araCTP = Cytarabintriphosphat, 

cil-Arabinosid, araUMP = Uracilmonophosphat-Arabinosid, araUDP = Uracildiphosphat-Arabinosid, 
raciltriphosphat-Arabinosid. Die roten Pfeile weisen auf Resistenzmechanismen hin. 
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4.4.2. Verpackung von Cytarabin in AVE 95 

In der Dissertation von Nahde (2004) wurde beschrieben, daß die mit Doxorubizin beladene 

liposomale Formulierung AVE 95 einen sehr starken Anti-Tumoreffekt zeigte. Mit dieser 

Formulierung konnte im Vergleich zu den AVE 9 eine noch stärkere Tumorregression in 

einem murinen C26 Tumormodell nachgewiesen werden. Die Halbwertszeit im Blut von 

Doxorubizin konnte durch die Verpackung in die Formulierung AVE 95 anstatt in die 

Formulierung AVE 9 von ca. 80 auf ca. 120 min verlängert werden. Die AVE 95 stellen eine 

Weiterentwicklung von den AVE 9 dar und zeichnen sich durch einen erhöhten 

Cholesterolgehalt aus (Cholesterol 50 mol%, POPC 24,7 mol%, SM 14 mol%, 

DLPE 11,3 mol%). Auf Grund dieser Daten schien es sinnvoll zu sein, das phasenspezifische 

Zytostatikum Cytarabin in die Formulierung AVE 95 zu verpacken. 

4.4.2.1. Beladung der Liposomen 

Das Cytarabin wurde in die liposomale Formulierung AVE 95 verpackt: Die AVE 95  

(Gesamtlipidgehalt 10 µmol/ml) wurden nach der Film-Hydratationsmethode (siehe 6.7.1.) 

hergestellt. Da das Cytarabin sehr hydrophil ist (Löslichkeit in H2O = ca. 1g/10 g H2O), 

wurde es in PBS (100 mg/ml) gelöst und mit dieser Lösung der Lipidfilm hydratisiert. Diese 

Methode wird als passive Beladung (siehe 6.7.6.2.) bezeichnet. Die Liposomen wurden 

nacheinander durch folgende Filtergrößen extrudiert: 400 nm, 200 nm, 100 nm und 50 nm. 

Um nicht verkapseltes Cytarabin abzutrennen, wurden die Liposomen bei 4°C über Nacht 

gegen PBS dialysiert. Im Vergleich zu einer gelchromatographischen Abtrennung führt die 

Dialyse zu keiner Verdünnung der Liposomen. Dies ist im Hinblick auf in vivo-Versuche sehr 

wichtig, da es das Ziel ist, ein möglichst kleines Volumen zu applizieren. Ebenso wurde 

versucht, das Cytarabinmonophosphat zu verpacken. Bei Versuchen zur Löslichkeit stellte 

sich heraus, daß diese in PBS nur 10 mg/ml betrug. Darüber hinaus zeigte sich, daß das 

ursprünglich amorphe Pulver nach ca. 1 Stunde auskristallisierte. Deshalb wurden dem 

Cytarabinmonophosphat äquimolare Mengen an Natronlauge zugegeben, um das besser 

lösliche Natrium-Salz zu erzeugen. Mit dieser Methode konnte die Löslichkeit auf 50 mg/ml 

gesteigert werden. 
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4.4.2.1.1. Quantifizierung von Cytarabin 

Um das in Liposomen verpackte Cytarabin zu quantifizieren wurden zwei Methoden 

entwickelt. Zuerst wurde versucht, daß Cytarabin photometrisch zu bestimmen: Die mit 

Cytarabin beladenen und dialysierten Liposomen wurden mit Chloroform versetzt und für ca. 

5 min gevortext. Dabei sollten die Lipide in die Chloroform-Phase übergehen bzw. sich an der  

PBS / Chloroform Grenzschicht anlagern und das hydrophile Cytarabin sollte in der 

wässrigen Phase verbleiben. Um die Phasen nach dem Vortexen vollständig zu trennen, 

schloß sich eine 30-minütige Zentrifugation bei 12000 rpm an. Danach wurde die wässrige 

Phase im Photometer bei 270 nm vermessen. Da bei wiederholten Messungen derselben 

Liposomenpräparation die Ergebnisse stark schwankten, wurde diese Methode nicht weiter 

verfolgt. Vermutlich war dies auf eine nicht komplette und reproduzierbare Phasenverteilung 

des Cytarabins und der übrigen liposomalen Bestandteile zurückzuführen.  

 

Deshalb wurde anschließend versucht, daß Cytarabin mittels RP-HPLC zu bestimmen. Von 

Kiffmeyer et al. (1998) wurde eine Mischung aus 10 Zytostatika, die auch Cytarabin enthielt, 

mittels einer Nucleosil 100-5 C18 Säule und eines Phosphat-Puffers / Methanol Gradientens 

aufgetrennt. Für die Bestimmung des Cytarabins mittels RP-HPLC wurde folgende Methode 

entwickelt: Um das verkapselte Cytarabin aus den Liposomen freizusetzen, wurden diese mit 

20%-igem TRITON-X inkubiert. Als Säule wurde eine Phenomenex Synergi 4µ Hydro RP 

80Å 250 x 4,6 mm benutzt, als Fließmittel diente eine Mischung aus 97% Phosphat-Puffer 

(10 mM, pH 3) und 3% Methanol. Die Analyse erfolgte unter isokratischen Bedingungen über 

einen Zeitraum von 10 Minuten, nach einer Retentionszeit von ca. 6,3 Minuten wurde das 

Cytarabin von der Säule eluiert. Um die liposomalen Bestandteile von der Säule zu entfernen 

schloß sich ein Reinigungslauf mit Methanol an. 
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 Quantifizierung von Cytarabin mittels RP-HPLC: Das Cytarabin wurde auf einer RP18-Säule 
tischen Bedingungen quantifiziert, als Fließmittel wurde eine Mischung aus 97% Phosphatpuffer 
 3) und 3% Methanol verwendet. Die Detektion erfolgte bei 270 nm. Hier wurden 10 nmol freies 
elöst in 20 µl Fließmittel, auf die Säule aufgetragen. 

eser Methode reproduzierbare Ergebnisse erzielt wurden, wurde sie routinemäßig für 

iteren Bestimmungen benutzt. Ebenso konnte das Natriumsalz des 

monophosphats bestimmt werden. Da auch nur ein Peak aufgetreten war, konnte 

gegangen werden, daß sich durch die Behandlung mit Natronlauge das Cytarabin-

sphat nicht zersetzt hatte (Daten nicht gezeigt). 

Untersuchung der Verpackungseffizienz in Abhängigkeit vom Lipidgehalt 

wurde untersucht, wie sich der Lipidgehalt auf die Verpackungseffizienz von 

 auswirkt. Dazu wurden AVE 95 in verschiedenen Konzentrationen mittels der 

ratationsmethode hergestellt: 10 µmol/ml, 20 µmol/ml, 40 µmol/ml,  

l und 120 µmol/ml. Daran schloß sich die Quantifizierung des Cytarabins mittels 

 an. 
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stellung der Verpackungseffizienz des Cytarabins in Abhängigkeit von der 

ation von 10 µmol/ml betrug die Verpackungseffizienz ca. 0,5%, 

Verwendung einer Lipidkonzentration von 120 µmol/ml auf ca. 9% 

rdings blieb das molare Verhältnis von Cytarabin zu Lipid mit  

/µmol Lipid annährend konstant (Abb. 4-64). Die Größen der 

ich in einem relativ großen Bereich zwischen 150 – 200 nm.  

zienz des Cytarabinmonophosphats in AVE 95 (Lipidkonzentration:  

ch Werte zwischen 16 und 18%. 

lität  

Cytarabin-haltigen AVE 95 Liposomen wurde deshalb standardmäßig 

von 120 µmol/ml verwendet. Zunächst wurde die Stabilität dieses 

tersucht. Damit ein solches System im voraus hergestellt werden 

er Lagerung stabil sein. Nur so kann bei der späteren Verwendung 

aß ein definiertes Produkt appliziert wird. Die Liposomen wurden 

llung bei 4°C über Nacht dialysiert und der mittels RP-HPLC 

halt gleich 100% (Tag 0) gesetzt. Ein Teil der Liposomen wurde bei 

°C gelagert. An den Tagen 1, 4, 6 und 8 wurden jeweils Proben 

den Liposomen freigesetzte Cytarabin mittels Vivaspins® abgetrennt. 
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n liposomal verkapseltem Cytarabin bei 4°C und 37°C 

chung ergab, daß bei einer Lagerungstemperatur von 37ºC während des 

ngszeitraums mehr Cytarabin freigesetzt wurde als bei 4ºC:  

r von 4°C waren nach einem Tag noch 64% des Cytarabins in den 

 dieser fiel nach 8 Tagen auf einen Wert von 54,4%. Im Gegensatz dazu 

verpackte Anteil nach einem Tag 58,6% und fiel nach 8 Tagen auf 31%. 

 auch die Größen der Liposomen vermessen: Der Ausgangswert lag am 

m, bei der Lagerungstemperatur von 4ºC stieg dieser Wert nach 8 Tagen 

 Dagegen wiesen die Liposomen bei 37ºC nur noch eine Größe von  

morregressionsstudien  

effekt des liposomal verpackten Cytarabins zu untersuchen, wurde ein 

rmodell (siehe 6.11.2.) verwendet. Die murinen Kolonkarzinomzellen 

ermal in Nacktmäuse injiziert. Das Cytarabin wurde in die Formulierung 

/ml) verpackt und direkt nach der Dialyse den Mäusen appliziert. Die 

n betrug 185,4 ± 14,3 nm. Nachdem die Tumoren eine Größe von 50-100 

(Tag 0) wurden die Mäuse an den Tagen 1, 3 und 6 mit dem liposomal 

 behandelt.  
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In einem ersten Experiment (Applikation an den Tagen 1, 3 und 6) zeigte sich eine sehr starke 

Reduktion des Tumorwachstums bei Mäusen, die mit liposomal verkapseltem Cytarabin in 

einer Konzentration von 50 mg/kg Körpergewicht (KG) behandelt wurden. Allerdings waren 

bei diesen Mäusen sehr starke Nebenwirkungen zu beobachten. Über den gesamten Körper 

zeigten sich parenchymale Blutungen. Deshalb war nicht auszuschließen, daß die 

Tumorregression eine Folge des schlechten Allgemeinzustands der Mäuse gewesen ist. Bei 

der makroskopischen Betrachtung der entnommenen Organe konnten allerdings keine 

Abnormalitäten festgestellt werden. Die Applikation von liposomal verkapseltem Cytarabin in 

einer Konzentration von 12,5 mg/kg KG und freiem Cytarabin in einer Konzentration von 50 

mg/kg KG führte dagegen zu keiner Inhibierung des Tumorwachstums im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (unbehandelte Mäuse). 

In einem weiteren Experiment (Abb. 4-66) wurden deshalb die Mäuse nach demselben 

Applikationsschema mit folgenden Konzentrationen an liposomal verpacktem Cytarabin 

behandelt: 20, 30 und 40 mg/kg KG. Als Kontrollen wurde freies Cytarabin (40 mg/kg KG), 

freies Gemcitabin (40 mg/kg KG) und eine Gruppe unbehandelter Mäuse mitgeführt. 

Gemcitabin ist ebenfalls ein Cytidin-Nukleosidanalogon mit einem falschen Fluor-

substituierten 2-Desoxy-Zucker und stellt eine Weiterentwicklung des Cytarabins dar  

(Abb. 4-61). Es zeigt v. a. beim Pankreaskarzinom einen starken therapeutischen Effekt 

(Schnall und  Macdonald, 1996). 
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Abb. 4-66: Tumorregressionsstudie mit liposomal verkapseltem Cytar
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In diesem Experiment war eine von der Dosis abhängige Tumorregression durch das 

liposomal verkapselte Cytarabin zu sehen: Von den Mäusen, die mit der Dosis 40 mg/kg KG 

behandelt wurden, zeigten 4 von 5 kein weiteres Tumorwachstum. Bei einer Maus aus dieser 

Gruppe zeigten sich allerdings wieder parenchymale Blutungen, dies deutete auf ein 

Überschreiten der maximal tolerierbaren Dosis hin. Ähnlich war das Ergebnis in der Gruppe, 

die mit freiem Gemcitabin behandelt wurde: Hier zeigten 2 Mäuse Remissionen und 2 andere 

kein weiteres Tumorwachstum. Die Mäuse, die mit 20 und 30 mg Cytarabin AVE 95/kg KG 

behandelt wurden, zeigten nur ein reduziertes Tumorwachstum. Im Gegensatz dazu hatte das 

freie Cytarabin (40 mg/kg KG) keinen Einfluß auf das Tumorwachstum, die Tumorgrößen 

waren mit denen der unbehandelten Tiere vergleichbar. Der Unterschied zwischen 

liposomalem und freiem Cytarabin (40 mg/kg KG) ist statistisch signifikant (p = 0,001). Auch 

eine Dosis von 200 mg freiem Cytarabin/kg KG bewirkte keine Inhibierung des 

Tumorwachstums (Daten nicht gezeigt). Insgesamt zeigte sich, daß für liposomal verkapseltes 

Cytarabin nur ein sehr enges therapeutisches Fenster existiert, da bei einer Dosis von  

50 mg/kg KG liposomalen Cytarabins alle Mäuse toxische Nebeneffekte in Form von 

parenchymalen Blutungen aufwiesen und bei einer Dosis von 30 mg/kg KG liposomalen 

Cytarabins nur ein verlangsamtes Tumorwachstum zu sehen war.  

 

In einer weiteren Studie wurde auch die Antitumoraktivität des liposomal verkapselten 

Cytarabinmonophosphats untersucht. Hierbei zeigte sich, daß dieses bei einer Dosis von  

40 mg/kg KG (Applikation an den Tagen 1, 3 und 6) in seiner Antitumoraktivität mit dem 

lipsomal verkapselten Cytarabin (40 mg/kg KG) zu vergleichen war (Daten nicht gezeigt). 

Allerdings wurde hier ein weitaus stärkerer Anti-Tumoreffekt erwartet. Vermutlich gelangte 

das Cytarabinmonophosphat nicht in die Zellen, da es außerhalb der Zellen aus den 

Liposomen freigesetzt wurde. In freier Form ist es vermutlich zu polar, um die Zellmembran 

zu überwinden. Andererseits könnte auch die Phosphatgruppe durch Phosphatasen an der 

Zelloberfläche abgespalten worden sein (Wagner et al., 2000).   
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4.4.2.3. Diskussion 

In diesem Teil der Arbeit wurde erfolgreich das Nukleosid-Zytostatikum Cytarabin in die 

neuartige liposomale Formulierung AVE 95 verpackt. Es handelt sich um ein Zytostatikum 

aus der Gruppe der Antimetaboliten, das seine Wirkung in der S-Phase des Zellzyklus 

entfaltet. Um einen maximalen Anti-Tumoreffekt zu erzielen, müssen solche Zytostatika 

deshalb über einen möglichst langen Zeitraum den Zellen ausgesetzt werden (Karow und 

Lang, 1998). Diese Forderung kann durch die geschützte Verpackung in lang zirkulierende 

Liposomen erreicht werden (Gregoriadis, 1993). Ein überlegener Antitumor-Effekt konnte in 

der vorliegenden Arbeit mit liposomal verkapseltem Cytarabin im Vergleich zu freiem 

Cytarabin erzielt werden. Ein Vorteil von Cytarabin ist, daß es sich auf Grund seiner 

Hydrophilie sehr einfach in Liposomen verpacken läßt. 

4.4.2.3.1. Verpackung von Cytarabin in Liposomen 

Auf Grund der Hydrophilie des Cytarabins ist die passive Beladung der Liposomen mit einem 

sehr großen Verlust an Wirkstoff verbunden, da der größte Teil nicht in die innere wässrige 

Phase der Liposomen gelangt, sondern im Hydratationsmedium verbleibt. Das nicht 

verkapselte Cytarabin konnte mittels Dialyse abgetrennt werden. Um eine möglichst große 

Menge Cytarabin in Liposomen verkapseln zu können, mußte deshalb eine sehr hohe 

Lipidkonzentration gewählt werden. Erst bei einer Lipidkonzentration von 120 µmol/ml 

wurde eine akzeptable Verpackungseffizienz von 8-10% erreicht. Nach der Dialyse zeigte 

sich aber, daß das Cytarabin sehr schnell aus den Liposomen herausdiffundierte und sich 

wieder ein Gleichgewicht zwischen der inneren und äußeren wässrigen Phase der Liposomen 

ausbildete. Bei der Beladung von Doxorubizin mittels eines pH-Gradienten kommt dieses 

nicht vor, da das Doxorubizin als Salz in einem gelartigen Zustand in den Liposomen 

verbleibt (Mayer et al., 1986). Nach einem Tag waren bei einer Lagertemperatur von 37ºC nur 

noch ca. 60% des Cytarabins liposomal verkapselt.  

Ganapathi et al. (1980) erreichten eine vergleichbare Verpackungseffizienz: Sie verkapselten 

Cytarabin in Liposomen mit einem Cholesterolgehalt von 50% und trennten nicht verpacktes 

Cytarabin ebenfalls mittels Dialyse ab. Allerdings verwendete diese Gruppe eine  

Lipidkonzentration von ca. 40 µmol/ml, es handelte sich hier aber um multilamellare 
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Liposomen, deren Größen nicht bestimmt wurden. Aber schon nach einer 4-stündigen 

Inkubation bei 37ºC lagen nur noch 60% des Cytarabins in verkapselter Form vor. Die 

Gehaltsbestimmung erfolgte mittels einer Ausschüttelmethode und photometrischer 

Bestimmung. Eine solche wurde auch von uns zuerst angewandt, es zeigte sich aber, daß 

diese mit sehr großen Schwankungen behaftet war. In dieser Arbeit wurden Liposomen mit 

definierten Größen hergestellt und eine RP-HPLC Methode, mit der sich reproduzierbare 

Ergebnisse erzielen ließen, benutzt. Deshalb sind die Ergebnisse nicht direkt miteinander 

vergleichbar. 

Mayhew et al. (1979) untersuchten die Freisetzung von Cytarabin bei 37ºC in Abhängigkeit 

vom Cholesterolgehalt von PG:PC Liposomen. Ohne Cholesterol in den Liposomen waren 

nach 24 Stunden noch ca. 35% Cytarabin liposomal verkapselt. Wurde der Cholesterolgehalt 

wie bei den AVE 95 auf 50% gesteigert, betrug dieser Wert ca. 85%. Die Größen dieser 

Liposomen wurden allerdings nicht bestimmt. Es kann aber davon ausgegangen werden, daß 

es sich um große unilamellare Liposomen gehandelt hat (Neubert et al., 2000), da diese durch 

eine 400 nm Membran extrudiert wurden. 

Juliano und Stamp (1978) konnten zeigen, daß die Feisetzung des Cytarabins aus den von 

ihnen verwendeten Liposomen nicht durch die Inkubation mit Plasma beeinflußt wurde. 

Dieses Ergebnis ist aber nicht ohne weiteres auf andere Liposomen zu übertragen, da die 

Interaktionen von den Lipiden abhängig sind. In der Dissertation von Nahde (2004) wurde 

beschrieben, daß an die Formulierung AVE 95 nach der Inkubation mit Plasma keine Proteine 

gebunden hatten. Dies deutet darauf hin, daß sich die Freisetzung von Cytarabin aus den  

AVE 95 durch die Inkubation mit humanem Plasma nicht verändern sollte. 

  

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich, daß ein solches System für eine therapeutische 

Anwendung nicht im voraus produziert werden kann. Durch die Freisetzung des Cytarabins 

während der Lagerung kann keine definierte Menge an liposomal verkapseltem Cytarabin 

zum Zeitpunkt der Applikation sichergestellt werden. Ein solches System kann also nur  

in situ direkt vor der Applikation hergestellt werden.  

Um das Problem der Lagerinstabilität zu lösen, verfolgten Moog et al. (2002) deshalb 

folgenden Ansatz: Diese Arbeitsgruppe verkapselte das ebenfalls hydrophile Zytostatikum 

Gemcitabin auf passivem Weg in eine sehr hochkonzentrierte Liposomen Suspension 

(Vesikuläres Phospholipid Gel). Der Lipidgehalt lag dabei bei 660 µmol/ml. Nach der 

Herstellung erfolgte aber keine Abtrennung des nicht verkapselten Anteils an Gemcitabin. 

Diese Formulierung enthielt eine Mischung aus 67% freiem und 33% liposomal verkapseltem 

Gemcitabin. Da so ein Gleichgewicht zwischen der inneren und äußeren wässrigen Phase der 
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Liposomen bestand, war diese Formulierung über 8 Monate bei 4ºC stabil. Vor der 

Applikation erfolgte eine Verdünnung, um das VPG applizieren zu können. Einem anderen 

Ansatz gingen Schwendener und Schott (1996) nach: Sie verkapselten ein lipophiles Derivat 

des Cytarabins (N4-octadecyl-1-β-D-arabinofuranosylcytosin = NOAC) in Liposomen. 

Primär wurde dieses Derivat entwickelt, um das Molekül vor der inaktivierenden 

Deaminierung zu schützen. Als nachteilig erwies sich, daß das liposomal verkapselte 

Cytarabin-Derivat auf Grund seiner Lipophilie auf Plasmaproteine übertragen wurde und sehr 

stark an Erythrozyten band (Koller-Lucae et al., 1997). Sehgal und Rogers (1995) 

verkapselten Cytarabin in Liposomen, die mit einem Polysaccharid überzogen waren. Durch 

den abschirmenden Effekt des Makromoleküls konnte die Stabilität und das 

Freisetzungsprofil des Zytostatikums optimiert werden. 

4.4.2.3.2. Liposomal verkapseltes Cytarabin in vivo 

Mittels eines L1210 Leukämie Modells (Mayhew et al., 1979; Ganapathi et al., 1980) konnte 

in vivo der Nachweis erbracht werden, daß liposomal verkapseltes Cytarabin im Vergleich zu 

freiem zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt führt. Auf dem Markt befindet sich die 

liposomale Cytarabin-Formulierung DepoCyt®: Allerdings handelt es sich hierbei um 

multilamellare Liposomen in einem Größenbereich von 3 – 30 µm, die intrathekal bei 

neoplastischer Meningitis angewendet werden (Murry und Blaney, 2000).  

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß liposomal verkapseltes Cytarabin 

verglichen mit freiem in einem C26 Tumormodell zu einer Tumorregression führte. 

Allerdings stellte sich heraus, daß für liposomal verkapseltes Cytarabin nur ein sehr schmales 

therapeutisches Fenster existiert. Bei unserem Applikationsschema (Injektionen an den Tagen 

1, 4 und 6) zeigte eine Dosierung von 40 mg/kg KG den stärksten Anti-Tumoreffekt. Aus der 

Gruppe von fünf Mäusen zeigte eine Maus toxische Wirkungen in Form von parenchymalen 

Blutungen. Deshalb sollte die optimale Dosis noch exakter bestimmt und verschiedene 

Applikationsschemata untersucht werden.  

Auch Ganapathi et al. (1980) beobachteten nach drei Injektionen von liposomal verkapseltem 

Cytarabin in einer Dosierung von 40 mg/kg KG das Sterben von Mäusen infolge toxischer 

Effekte. Die Ergebnisse sind jedoch nicht direkt miteinander vergleichbar, da diese Gruppe 

ein anderes Applikationsschema verwendete. Mayhew et al. (1979) konnten mit einem L1210 

Leukämie Maus Modell nachweisen, daß sich der Anti-Tumoreffekt des liposomal 
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verkapselten Cytarabins mit steigendem Cholesterolgehalt verstärkte. Deshalb dürfte sich 

auch der hohe Cholesterolgehalt der AVE 95 positiv auf die Tumorregression ausgewirkt 

haben. Allerdings wurden noch keine vergleichenden Studien mit anderen Liposomen 

durchgeführt.  

Intrazellular muß das Cytarabin zuerst in das Monophosphat und dann über das Diphosphat 

zum Triphosphat, das die eigentliche Wirkform darstellt, umgewandelt werden. Der erste 

Schritt wird von der Deoxycytidinkinase katalysiert (Wagner et al., 2000). Wenn Zellen über 

einen längeren Zeitraum mit Cytarabin behandelt werden, sinkt die Aktivität dieses Enzyms. 

Auf diese Art bildet sich eine Resistenz gegenüber dem Cytarabin aus. Mit der Lieferung von 

Cytarabinphosphaten direkt in die Zellen könnte dieser Resistenzmechanismus umgangen 

werden. Diesen Ansatz verfolgten Rustum et al. (1981): Diese Gruppe verpackte Cytarabin-

monophosphat und -triphosphat in PS/PC und PS/PC/Chol Liposomen und untersuchte, ob 

diese Moleküle in resistenten Zellen ihre Wirkung entfalten konnten. Allerdings gelang es 

nicht, dieses nachzuweisen. Vermutlich wurden die Liposomen nicht von den Zellen 

aufgenommen und der Inhalt der Liposomen wurde extrazellulär freigesetzt. Dabei kam es 

vermutlich durch Phosphatasen zu einer Abspaltung der Phosphatgruppen (Wagner et al., 

2000) und danach zu einer Aufnahme von Cytarabin in die Zellen. Darüber hinaus wurde von 

dieser Gruppe beschrieben, daß Cytarabinphosphate auf Grund ihrer negativen Ladung nicht 

in der Lage sind, die Zellmembran zu überwinden. Dieses sind vermutlich auch die Ursachen, 

warum das in die liposomale Formulierung AVE 95 verpackte Cytarabinmonophosphat nicht 

zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt geführt hat.  
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4.4.2.3.3. Ausblick 

Sudimack et al. (2002) verkapselten Cytarabin in pH-sensitive Liposomen, die mit einem 

gegen den Folat-Rezeptor gerichteten Liganden modifiziert waren. Mit diesen Liposomen 

führten sie Zytotoxizitäts-Studien an KB (humane orale Karzinomzell-Linie) Zellen durch: 

Dabei war der IC50 Wert der zielgerichteten pH-sensitiven Liposomen verglichen mit 

normalen zielgerichteten Liposomen um den Faktor 17 niedriger. Dies deutet darauf hin, daß 

mittels der pH-sensitiven Liposomen mehr Cytarabin in den Zellkern geliefert werden konnte. 
Da Cytarabin auf Grund seiner Hydrophilie aber vermutlich nicht stabil in Liposomen 

verpackt werden kann, sollte dieses System zukünftig folgendermaßen weiterentwickelt 

werden: Es sollten die weniger hydrophilen Cytarabinphosphate in pH-sensitive Liposomen, 

die mit einem Zielsteuerungsmotiv versehen sind, verpackt werden. Durch ein solches System 

könnte sichergestellt werden, daß die Liposomen in die Zellen aufgenommen werden und daß 

es zu einer schnellen Freisetzung des Wirkstoffs aus den Endosomen kommt. Falls die 

Cytarabinphosphate nicht schnell genug aus dem sauren endosomalen Milieu entkommen 

können, könnte dies ansonsten zu einer Zersetzung der Moleküle führen. 

Eine weitere Optimierung könnte durch die Verwendung von lipophilen Cytarabinphosphat-

Derivaten und durch den Einsatz von PEG-ylierten Liposomen erreicht werden. 
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5. Zusammenfassende Diskussion und Ausblick  

In dieser Arbeit wurde die erfolgreiche Erzeugung von drei neuen zielgerichteten liposomalen 

Trägersystemen für den Transport von zytotoxischen Substanzen ins Tumorgewebe 

beschrieben. Mittels in vitro-Studien konnte eine selektive und spezifische Bindung sowie 

Aufnahme an die bzw. in die jeweiligen Zielzellen nachgewiesen werden.  

Erste Versuche befaßten sich mit der Kopplung von endothelzellspezifischen Liganden an das 

Kopplungslipid N-Glut-PE, das in verschiedene liposomale Formulierungen inkorporiert 

worden war. Bei den Liganden handelte es sich um das gegen Endoglin gerichtete 

scFvFragment A5 und um das gegen αv-Integrine gerichtete RGD-10 Peptid. Vorteilig bei 

dieser Methode war, daß die Zielsteuerungsmotive vor der Kopplung nicht modifiziert werden 

mußten. Als nachteilig stellte sich jedoch heraus, daß damit keine gerichtete Kopplung der 

Liganden an Liposomen zu erwarten war und daß nicht an alle verwendeten liposomalen 

Formulierungen Liganden gekoppelt werden konnten. Darüber hinaus erwies sich die nicht 

selektive Zellbindung N-Glut-PE-haltiger Liposomen, die durch die Inkubation mit dem 

Aktivierungsreagenz EDC noch gesteigert wurde, als besonders problematisch. Aus diesen 

Gründen wurde diese Kopplungsmethode nicht weiter verfolgt. 

 

Das zur Darstellung der Immunliposomen verwendete scFv-Fragment A5 wurde zuerst auf 

DNA-Ebene für eine gerichtete Kopplung derivatisiert. Durch ein zusätzlich eingefügtes  

C-terminales Cystein wurde eine gerichtete Kopplung des Liganden an Maleimid-haltige 

Liposomen ermöglicht. Da dieses Cystein der Antigenbindungsseite gegenüber liegt, sollte 

durch die Kopplung die Antigenbindungsfähigkeit des scFv-Fragments nicht beeinträchtigt 

werden. Die Immunliposomen wiesen eine starke und spezifische Bindung an Endothelzellen 

auf. Auch die Inkubation mit humanem Plasma über einen Zeitraum von bis zu  

6 Stunden konnte die Stärke der Bindung nicht verringern. In vitro zeigten die mit 

Doxorubizin beladenen Immunliposomen eine erhöhte Zytotoxizität gegenüber den gleichen 

Liposomen ohne Zielsteuerung. Erste in vivo-Versuche demonstrierten allerdings, daß das 

verwendete Maleimid-haltige Kopplungslipid die Verweildauer der Immunliposomen im Blut 

drastisch reduzierte. Deshalb muß dieses System als nächstes im Hinblick auf eine längere 

Zirkulationsdauer, z. B. durch den Einsatz von PEG, optimiert werden. Wenn eine akzeptable 

Verweildauer erreicht ist, muß untersucht werden, ob durch die Zielsteuerung in vivo ein 

verstärkter Anti-Tumoreffekt erzielt werden kann.  
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Das RGD-10 Peptid wurde als Lipopeptid in die Liposomen inkorporiert. Mit dieser Methode 

kann im Vergleich zur Kopplung von Liganden an bestehende Liposomen ein definierteres 

System mit weniger Variablen erzeugt werden. So bleiben keine unkonjugierten 

Kopplungslipide auf der Liposomenoberfläche zurück und alle Liganden sind in einer 

einheitlichen Orientierung an den Lipidanker gebunden. Hierdurch sollte dieser Ansatz 

besonders im Hinblick auf ein späteres up-scaling und eine GMP-gerechte Produktion von 

Vorteil sein. Bei diesem Peptid erweist es sich als besonders vorteilhaft, daß es im Gegensatz 

zu dem in der Literatur als Standard beschriebenen RGD-4C Peptid bei einer vergleichbaren 

Bindungsaffinität zu den Zielzellen eine einfachere Struktur besitzt. Dadurch kann dieser 

Ligand mittels chemischer Synthese relativ einfach dargestellt werden. Obwohl mit diesem 

Transportsystem nachweislich Doxorubizin in die Zellen geliefert werden konnte, schien es 

die Endosomen nicht effizient verlassen zu können. Dies könnte durch die Verwendung von 

pH-sensitiven Liposomen verbessert werden.  

Um Liposomen zu den Tumorzellen zu lenken wurde ein modifiziertes und humanes EGF-

Protein an in Liposomen inkorporiertes NHS-PEG-DSPE gekoppelt. Dieser Ligand verfügt 

über eine vergleichbare Affinität wie das endogene humane EGF-Protein zum EGF-Rezeptor. 

Allerdings war dessen Struktur im Hinblick auf eine gerichtete Kopplung, damit diese 

spezifisch über die N-terminale α-Aminogruppe verlaufen kann, optimiert worden. Mittels  

in vitro-Studien konnte eine selektive und spezifische Bindung der zielgerichteten Liposomen 

nachgewiesen werden. In vivo-Studien müssen allerdings erst noch den Beweis erbringen, daß 

eine einheitliche Orientierung von Liganden zu einem verstärkten Anti-Tumoreffekt führt.  

 

Für Zytotoxizitätstests und in vivo-Tumorregressionsstudien wurde das Zytostatikum 

Doxorubizin, das unabhängig von den Phasen des Zellzyklus auf Zellen wirkt, in die 

Immunliposomen und die zielgerichteten Liposomen verpackt. Mit der Verkapselung von 

phasenspezifischen Zytostatika könnte der Anti-Tumoreffekt von liposomalen Systemen 

weiter verstärkt werden. Um einen maximalen Anti-Tumoreffekt zu erzielen, müssen solche 

Zytostatika den Tumorzellen über einen möglichst langen Zeitraum ausgesetzt werden 

(Karow & Lang, 1998). Gerade diese Forderung kann durch eine Verpackung in lang 

zirkulierende Liposomen erreicht werden.  

Ein solcher Ansatz wurde mit der Verkapselung des Nukleosid-Zytostatikums Cytarabin in 

die liposomale Formulierung AVE 95 verfolgt. In vivo zeigte das liposomale Cytarabin im 

Vergleich zu freiem eine signifikant verstärkte Inhibierung des Tumorwachstums. Auf Grund 

seiner Hydrophilie konnte dieses Zytostatikum allerdings nicht stabil in Liposomen verkapselt 
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werden. Deshalb sollte in Zukunft versucht werden, die lipophileren Cytarabinphosphate 

mittels zielgerichteter und pH-sensitiver liposomaler Systeme in Tumorzellen oder 

Endothelzellen zu liefern. Es besteht die Hoffnung, daß in vivo auf diese Art ein verstärkter 

Anti-Tumoreffekt zu erzielen ist.  

 

Abschließend zusammengefaßt wurde in dieser Arbeit die erfolgreiche Etablierung von drei 

zielgerichteten liposomalen Trägersystemen für den Transport von zytotoxischen Substanzen 

sowie die Verpackung des Zytostatikums Cytarabins in Liposomen beschrieben. Weitere 

Verbesserungen könnten sich durch die Verwendung von PEG, pH-sensitiven Liposomen, 

anderen Chemotherapeutika und eine gleichzeitige Applikation verschiedener Kombinationen 

dieser zielgerichteten liposomalen Systeme ergeben.  
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6. Material und Methoden 

Die zur Durchführung der vorliegenden Arbeit verwendeten Standardmethoden wurden gemäß 

Hermanson (1996), Kontermann und Duebel (2001), New (1989), Sambrook et al. (1989) 

sowie Torchilin und Weissig (2003) ausgeführt. Die nachfolgend beschriebenen Methoden sind 

in der genannten Literatur nicht enthalten oder weichen von den dort beschriebenen Methoden 

ab.  

6.1. Materialien und Geräte 

1) Erzeugung und Analytik von Antikörperfragmenten 
 
Inkubatoren:   Brutschrank Function Line B6 (Fa. Heraeus, Hanau) 
    Brutschrank Function Line B12 (Fa. Heraeus, Hanau) 
    Schüttelinkubator Multitron II (Fa. Infors, Bottmingen, Schweiz) 
 
Elektrophorese/  Power Pac 200 und 300 (Fa. Biorad, München) 
Immunoblot:   Gelapparatur für SDS-PAGE Mini-Protean II  
    (Fa. BioRad, München) 
    Trans-Blot SD Semi Dry Electrophoretic Transfer Cell (Fa. 
    BioRad, München) 
    UV-Schirm mit Videokamera, Bildschirm und Videoprinter 
    Modell Classic Uno (Fa. INTAS, Göttingen) 
    Entwicklungsgerät (Fa. Kodak) 
 
Zentrifugen:   Tischzentrifuge Typ Biofuge pico, Laborzentrifuge Typ  
    Multifuge 3s und 3sr (Fa. Heraeus, Hanau) 
    Kühlzentrifuge J-6M/E (Fa. Beckmann, München) 
 
Sonstige   2l Erlenmeyer-Kolben  
    Dialyseschlauch (Fa. Roth) 
    Poly-Prep Chromatographie-Säulen (Fa. Biorad, München) 
 
 
2) Herstellung von Liposomen 
 
Waagen:   Feinwaage MX 5 (Fa. Mettler Toledo GmbH, Giessen) 
    Analysenwaage AE 240 (Fa. Mettler Toledo GmbH, Giessen) 
    Laborwaage GS 620-2 (Fa. Kern & Sohn GmbH, Balingen) 
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Extruder:   LiposoFast incl. Polycarbonatfilter mit den Porengrößen  
    400, 200, 100 und 50 nm (Fa. Avestin, Ottawa, Kanada) 
     
Rotatationsverdampfer: Laborota 4000 efficient mit Vac Control Automatic (Fa.  
    Heidolph, Kelkheim) mit Vakuummembranpumpe und  
    Wasserbad 
 
Vakuum-Schrank:  Vakuum-Trockenschrank KVTS 11 (Fa. Salvis AG,  
    Emmenbrücke-Luzern, Schweiz) incl. Drehschieberölpumpe 
    Typ RD-4 (Fa. Müller & Krempel AG, Bülach, Schweiz) 
 
   
Sonstige:   Reinstwasseranlage Milli Q synthesis A 10 (Fa. Millipore,  
    Schwalbach) 
    10 ml Rundkolben, Glasperlen 
    Autoklav (Fa. Schütt, Olching) 
    Magnetrührer Modell IKAMAG REO (Fa. IKA Labortechnik,  
    Staufen) 
    Ultraschallbad 
    Vortex Heidolph Reax 2000 (Fa. Heidolph, Kelheim) 
    Schüttelapparatur (Fa. IKA Labortechnik, Staufen) 
    pH-Meter 766 Calimatic (Fa. Knick GmbH & Co., Berlin) 
    Pipetten (Fa. Mettler Toledo GmbH, Gießen und Fa. Eppendorf, 
    Hamburg) 
    Vivaspins 2 ml (Fa. Vivascience, Hannover) 
    Dialysekammern MWCO 10000 (Fa. Pierce, Bonn) 
    Glas Econo-Columns (Fa. BioRad, München) 
    Trenngele: Sepharose™ 4B, Sephadex™ G-25 coarse (Fa.  
    Amersham Bioscience, Bucks, England) 
    Eppendorf-Reaktionsgefäße 1,5 und 2 ml (Fa. Eppendorf,  
    Hamburg) 
    Einmalsterilfilter (Fa. Millipore) 
 
 
3) Charakterisierung von Liposomen 
 
Analytik:   Zetasizer 3000 HS (Fa. Malvern Instruments, Herrenberg) 
    Photometer Ultrospec 3300 pro (Fa. Amersham-Pharmacia, 
    Freiburg) 
    Mikroplattenphotometer Emax Microplate Reader  
    (Fa. molecular devices, Ismaning) 
    Fluoreszenz Spektrophotometer LS 55 (Fa. Perkin-Elmer,  
    Rodgau-Jügesheim) 
     
HPLC-Anlage:  Waters Alliance 2695 seperation module, 996   
    PDA Detektor, 474 Fluoreszenz Detektor und Empower  
    Software Personal Edition (Fa. Waters, Eschborn) 
    Säule: Synergi 4µ Hydro RP 80Å 250 x 4,6 mm  
    (Fa. Phenomenex) 
 
Mikroskope:   Leitz Aristoplan Fluoreszenzmikroskop mit Filtereinheiten 
    N2.1, A Mikroskop Typ DMIL (Fa. Leica, Wetzlar) 
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    Fluoreszenzmikroskop BX 51 (Olympus Deutschland GmbH, 
    Hamburg) 
 
FACS:    FACSCalibur (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg) 
 
Sonstige:   Flüssigszintilationszähler LS 6500 (Fa. Beckman Coulter,  
    Unterschleißheim-Lohhof) 
    Heizblock Thermostat 5320 (Fa. Eppendorf, Hamburg) 
    96-well Mikrotiterplatten (Fa. Nunc, Wiesbaden) 
    FACS-Röhrchen (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg) 
 
 
4) Zellkultur 
 
Gefäße:   Einfrierröhrchen 1 ml (Fa. Nunc, Wiesbaden) 
    6-well Platten (Fa. Nunc, Wiesbaden) 
    96-well Mikrotiterplatten mit flachem Boden (Fa. Nunc,  
    Wiesbaden 
    PP-Röhrchen 12 ml, 15 ml und 50 ml (Fa. Greiner, Nürtlingen) 
    PS-Röhrchen 15 ml (Fa. Sarstedt AG & Co., Nümbrecht) 
    Zellkulturflaschen (Fa. Greiner, Nürtlingen) 
    Zellkulturschalen (Fa. Nunc, Wiesbaden) 
    Duranglasflaschen 50, 100, 250, 500, 1000 ml (Fa. Schott, 
    Mainz) 
    PS-1/2 Mikro-Küvetten (Fa. Sarstedt, Nümbrecht) 
 
Inkubatoren:   CO2-begasbarer Brutschrank, 37ºC, Modell Cytoperm (Fa. 
    Heraeus, Hanau) 
    CO2-begasbarer Brutschrank, 37ºC, Modell BBD6220 (Fa. 
    Heraeus, Hanau) 
    Brutschrank Function Line Modell B 12, nicht begasbar (Fa. 
    Heraeus, Hanau) 
 
Sonstige:   Sicherheitswerkbank Typ HA 2448 (Fa. Heraeus, Hanau) 
    Sicherheitswerkbank Typ HS 12 (Fa. Heraeus, Hanau) 
    Stickstofftank Typ Chronos Biosafe (Fa. Messer Griesheim, 
    Düsseldorf) 

6.2. Chemikalien, Antikörper, Medien und Liganden 

Die verwendeten Chemikalien besaßen den Reinheitsgrad p.A. und wurden, wenn nicht anders 

vermerkt, von folgenden Firmen bezogen: Merck (Darmstadt), Messer-Griesheim (Düsseldorf) 

(Ar, CO2 und N2), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Gibco BRL (Eggenstein), 

Boehringer Mannheim (Mannheim) und Amersham-Pharmacia (Freiburg). EPC wurde von der 

Fa. Lipoid KG (Ludwigshafen) erworben, alle anderen Phospholipide wurden von Avanti Polar 
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Lipids (Alabaster, Al, USA) und Cholesterol von Calbiochem (Ca, USA) bezogen. Die 

Antikörper für die Detektion der scFv-Fragmente im Immunoblot wurden von den Firmen 

Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg) und von der Firma Sigma (Deisenhofen) erworben. Die 

Zellkulturmedien wurden bei der Firma Bio Whittaker, Verviers, Belgien gekauft. Falls 

zusätzlich spezielle Chemikalien verwendet wurden, ist dieses bei den jeweiligen Methoden 

vermerkt. Die Liganden (scFv-Fragmente, Proteine und Peptide) wurden von der vectron 

therapeutics AG (Marburg) erzeugt, die Synthese der Lipopeptide wurde von emc 

microcollections (Tübingen) durchgeführt.  

6.3. Allgemeine Lösungen  

H2O:     Milli-Q gereinigt und autoklaviert 

 

PBS (phosphate buffered saline): 6,5 mM Dinatriumhydrogenphosphat 
     1,5 mM Kaliumdihydrogenphosphat 
     2,5 mM Kaliumchlorid 
     140 mM Natriumchlorid 
     pH 7,25; autoklaviert 
 
Tris-Puffer:    10 mM Tris, pH 7,4 
 
Citratpuffer:    300 mM Natriumcitrat 
     gelöst in H2O, eingestellt auf pH 4 mit HCl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Material und Methoden 146

6.4. Zellkultur 

6.4.1. Verwendete Zellen      

Zelle Herkunft Zelltyp* Medium P** 
     
Endothelzellen: 
HUVEC Cambrex, Verviers / 

Belgien 
Endothelzellen der Nabelschnurvene, 
primär, Passage 1 bis 6 

EGM-2 1:3 

HDMEC promocell, Heidelberg mikrovaskuläre Endothelzellen aus der 
Haut, primär, Passage 1 bis 6 

EGM-2 1:3 

bEND3 ATCC Maus-Endothelioma-Zell-Linie DMEM, 10% FCS 1:3 
     
Melanomzellen: 
MeWo I. Hart, London Melanomzell-Linie DMEM, 10% FCS 1:6 
B16 I. Hart, London Murine Melanomzell-Linie DMEM, 10% FCS 1:4 
     
andere Zellen: 
A431 R. Bravo, Heidelberg Vulvakarzinomzell-Linie DMEM, 10% FCS 1:6 
Hek 293 Fa.Quantum, 

MontrealKanada 
embryonale Nierenzell-Linie,  DMEM Nut Mix F12, 

10% FCS 
1:8 

3T3 R. Treisman, London Mausfibroblastenzell-Linie DMEM, 10% FCS 1:8 
C 26 IMT Marburg murine Kolonkarzinomzell-Linie DMEM, 10% FCS 1:10 
 
* human, falls nicht anders angegeben                    ** Aufteilungsverhältnis bei Passagierung 
 
Tab. 6-1: Verwendete Zell-Linien 

6.4.2. Zellkulturmedien und -lösungen 

DMEM:   Dulbeccos modified eagle medium, 4,5 g/l Glukose  
 
DMEM Nut Mix F12:  Dulbeccos modified eagle medium, 1g/l Glukose,    
    Natriumpyruvat, 2 mM Glutamin 
 
EGM-2:   Endothelial cell growth medium, komplett als EGM-2   
    Kit: Basalmedium (EBM) mit Supplementen und 2%   
    dialysiertem FCS angesetzt 
     
FCS:    Fetal calf serum  
 
Trypsin-EDTA:   0,02% Trypsin, 0,05% EDTA  
  
EDTA:    0,2 mg/ml EDTA 
 
Gelatine:   1% Gelatine in H2O, autoklaviert  
 
DMSO:    Dimethylsulfoxid, höchster Reinheitsgrad  
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Die in der Tab. 6-1 aufgeführten Zellen wurden routinemäßig in 10 cm-Zellkulturschalen in 

den angegebenen Medien unter Standardbedingungen (89% Luftfeuchtigkeit, 37°C, Begasung 

mit 5% CO2) kultiviert. Jede Zell-Linie wurde mindestens zweiwöchentlich einem Test auf 

Mykoplasmen unterzogen. Bei der Verwendung von HUVEC wurden die Kulturschalen vorher 

mit Gelatine beschichtet.  

6.4.3. Passagieren, Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Ein Passagieren der Zellen erfolgte je nach Wachstumseigenschaften alle 2 bis 4 Tage. Dies 

erfolgte bei Zell-Linien über einen längeren Zeitraum, primäre Zellen wurden frisch aufgetaut 

und bis zur Passage 6 verwendet. Zur Passagierung wurde der Zellrasen mit 2 ml Trypsin-

EDTA abgelöst. Nachdem die Zellen sich abgerundet hatten, wurden sie durch einen seitlichen 

Schlag von der Schale abgelöst. Die Zellsuspension wurde in dem oben genannten Verhältnis 

in frischem, serumhaltigem Medium ausgesät. 

Zur Langzeitlagerung wurden die suspendierten Zellen 5 Minuten bei 800 rpm abzentrifugiert, 

in Einfriermedium (Kulturmedium mit 25% FCS, 10% DMSO, bei HUVEC 90% FCS und 

10% DMSO) resuspendiert und in 1 ml-Einfrierröhrchen überführt. Nach Lagerung der Zellen 

für 1 Stunde auf Eis, 1 h bei –20°C und über Nacht bei –80°C wurden die Zellen in flüssigem 

Stickstoff eingefroren. 

Bei Bedarf wurden die Zellen wieder in Kultur genommen: Nach schnellem Auftauen der 

Zellen bei 37°C wurde die Zellsuspension in ein 15 ml PP-Röhrchen überführt und mit 5 ml 

Medium verdünnt. Die Zellen wurden anschließend bei 800 UpM pelletiert, in 10 ml Medium 

aufgenommen und auf eine 10 cm Schale ausgesät.  

6.4.4. Bestimmung der Zellzahl 

Nach dem Absaugen des Mediums wurden die in einer 10 cm-Rundschale wachsenden Zellen 

zum Ablösen zuerst bei 37°C mit  2 ml Trypsin / EDTA über 5 min  inkubiert und dann wurde 

die Reaktion mit 8 ml Medium gestoppt. Nachdem die Zellen sich abgerundet hatten, wurden 

sie durch einen seitlichen Schlag von der Schale abgelöst. Sie wurden danach in ein 15 ml PP-

Röhrchen überführt und bei 4000 rpm 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 
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das Zellpellet in 10 ml Medium resuspendiert. 20 µl der Zellsuspension wurden mit 20 µl einer 

0,4%-igen Trypanblaulösung (Fa. Sigma-Aldrich) in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß 

vermischt und mit einer  20 µl Pipette wurde die angefärbte Suspension in eine Neubauer 

Zählkammer (Fa. Roth) gefüllt. Zur Auswertung wurde die Zählkammer unter ein Mikroskop 

mit 20-facher Vergrößerung gelegt. Dann wurde die Gesamtzahl der Zellen sowie die Anzahl 

der blau gefärbten Zellen bestimmt. Der Prozentsatz der ungefärbten Zellen entspricht dem 

Anteil vitaler Zellen.  

6.5. Erzeugung und Reinigung von Antikörperfragmenten 

6.5.1. Proteinexpression in E. coli 

Für die Expression rekombinanter Proteine aus dem Periplasma wurde der E. coli Stamm TG1 

verwendet. 

Dazu wurden zuerst 12 ml 2xTY-Medium (100 µg/ml Ampicillin, 1% Glukose) mit einer 

Bakterienkolonie angeimpft und über Nacht bei 37°C im Schüttelinkubator inkubiert. Am 

nächsten Tag wurde 1 Liter 2xTY-Medium (100 µg/ml Ampicillin, 0,1% Glukose) in einem  

2 l-Erlenmeyerkolben mit 10 ml der Vorkultur angeimpft und bei 37°C im Schüttelinkubator bis 

zu einer OD600 von 0,8 bis 1,0 kultiviert. Anschließend erfolgte die Induktion der 

Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG. Nach drei Stunden Inkubation bei 22°C im 

Schüttelinkubator wurden die Bakterien bei 4°C und 4000 UpM pelletiert und für die 

Proteinextraktion aus dem Periplasma verwendet. 

 
2xTY-Medium: 16 g Bakto-Trypton  
  10 g Bakto-Hefe-Extrakt 
  5 g NaCl 
  H2O auf 1 l aufgefüllt und mit NaOH auf pH 7.5 eingestellt, anschl. autoklaviert  
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6.5.1.1. Proteinextraktion aus dem Periplasma 

Zur Proteinextraktion aus dem Periplasma wurden die pelletierten Bakterien in 50 ml PP-Puffer 

resuspendiert, 50 µg/ml Lysozym zugegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend 

wurde zur Stabilisierung der Spheroblasten MgSO4 (Endkonzentration 5mM) zupipettiert. Nach 

Pelletieren der Spheroblasten durch eine 10-minütige Zentrifugation bei 4°C und 9000 rpm 

wurde der Überstand mit dem rekombinanten Protein über Nacht bei 4°C gegen 5 l PBS, 20 mM 

Imidazol dialysiert. 

 
PP-Puffer: 30 mM Tris-HCl, pH 8.0 

 10 mM EDTA 
 20% Sucrose 

6.5.1.2. Proteinaufreinigung mittels immobilisierter Metall-Affinitäts-
Chromatographie 

Rekombinante Proteine mit einem "His-Tag" (sechs C-terminale Histidinreste) wurden über 

immobilisierte Metall-Affinitätschromatographie (IMAC) aufgereinigt. 

Dazu wurden die dialysierten Periplasmapräparationen zunächst 10 min bei 4°C und 9000 rpm 

abzentrifugiert. Währenddessen wurde 1 ml Ni-NTA-Agarose in eine Poly-Prep 

Chromatographie-Säule gefüllt und mit 10 ml IMAC-Ladepuffer äquilibriert. Anschließend 

wurde die Probe auf die Säule geladen. Nach zweimaligem Waschen der Säule mit jeweils 10 ml 

IMAC-Waschpuffer wurde das Protein mit IMAC-Elutionspuffer in 500 µl Aliquots eluiert. Im 

Bradford-Schnelltest (siehe 6.6.1.) wurden die Fraktionen auf ihren Proteingehalt getestet. 

Positive Fraktionen wurden über Nacht bei 4°C gegen 2 l PBS dialysiert. 

 
5x IMAC-Puffer:  250 mM Na-Phosphat 
   2,5 M NaCl 
IMAC-Ladepuffer: 50 mM Na-Phosphat, 0,5 M NaCl, 20 mM Imidazol 
IMAC-Waschpuffer: 50 mM Na-Phosphat, 0,5 M NaCl, 35 mM Imidazol 
IMAC-Elutionspuffer: 50 mM Na-Phosphat, 0,5 M NaCl, 100 mM Imidazol 
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6.6. Proteinanalytik 

6.6.1. Bradford-Schnelltest 

Mit diesem semiquantitativen Test wurden die eluierten Fraktionen der unter 6.5.1.2. 

beschriebenen affinitätschromatographischen Proteinaufreinigung auf ihren Proteingehalt 

visuell untersucht. Von jeder 500 µl Elutionsfraktion wurden 20µl in ein well einer 96-well 

Platte pipettiert und je mit 100 µl Bradfordlösung (Fa. Boehringer, Mannheim, 1:5 verdünnt) 

versetzt. Positive Fraktionen (die Empfindlichkeit dieses Tests liegt bei ca. 50 µg Protein/ml) 

konnten sofort an der Blaufärbung erkannt werden.  

6.6.2. Photometrische Proteinbestimmung 

Der Proteingehalt der positiven Fraktionen des Bradford-Schnelltests (siehe 6.6.1.) wurde nach 

der Reinigung mittels Dialyse photometrisch quantifiziert. Die Bestimmung der 

Proteinkonzentration erfolgte durch Absorptionsmessung bei λ=280 nm in Quarzküvetten. Die 

Proteinkonzentration wurde über dessen Extinktionskoeffizienten berechnet. Dieser wurde zuvor 

aus der Aminosäuresequenz des zu vermessenden Proteins mit dem PC-Programm Protean® 

ermittelt.  

6.6.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurden 

diese mit dem anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert und 

gegebenenfalls mit β-Mercaptoethanol reduziert. Proteingele bestehen aus Sammel- und 

Trenngel. Im Sammelgel werden die Proteine fokussiert, so daß sie gleichzeitig in das Trenngel 

eintreten. Bei der Auftrennung von Antikörperfragmenten wurde standardmäßig ein 12%-iges 

Polyacrylamidtrenngel verwendet. 
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2 x SDS-Probenpuffer:    20% (v/v) Glyzin 
     4% (w/v) SDS 
     100 mM Tris-Base 
     (20 mM β-Mercaptoethanol) 
     0,2% Bromphenolblau 
 
SDS-Laufpuffer (pH 8,6):   247 mM Tris-Base 
     1,92 M Glycin 
     0,1% (w/v) SDS 
 
Monomere Komponenten:   PAA (Acrylamid-Stocklösung: 30% Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid 
des Acryamidgels    - Fertigmix 
 
Polymerisationsstarter:   APS (Ammoniumpersulfat): 10% in H2O 
     TEMED (N, N, N′, N′ - Tetramethylethylendiamin) 

 

 

 

 
 Trenngele Sammelgel 
 12% 10% 8% 3% 
0,5 M Tris-HCl, pH 6.8 - - - 2,5 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8.8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml - 
H2O dest. 3,4 ml 4,0 ml 4,7 ml 6,4 ml 
30% PAA 4,0 ml 3,4 ml 2,7 ml 1,0 ml 
10% SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 
10% APS 33 µl 33 µl 33 µl 50 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 
Farb- und Größenmarker: Precision Plus Protein StandardsTM (Fa. BioRad, München) 

Tab. 6-2: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacrylamidgele 

 

 

Nach Gießen des Trenngels wurde dieses sofort mit H2O dest. überschichtet, damit eine glatte 

Oberfläche entstand. Nach Beendigung der Polymerisation – anhand einer Trennlinie zwischen 

Gel und H2O zu erkennen – wurde das überstehende H2O entfernt und mit Zellstoff wurden 

Resttropfen abgesaugt. Nach Gießen des Sammelgels wurde sofort der Probenkamm 

luftblasenfrei eingesetzt. Vor dem Auftragen wurden die Proben im gleichen Volumen SDS-

Probenpuffer aufgenommen und 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Bei der Verwendung eines 10-er 

Probenkammes wurde jede Probentasche standardmäßig mit einem Volumen von 40 µl befüllt. 

Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer, zunächst 30 Minuten bei 80 V zum Einlaufen der 

Proteine in das Sammelgel, dann erfolgte die Trennung der Proteine bei 120 – 140 V bis zum 

Auslaufen des Probenpuffers. 

Nach Beendigung der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Sammelgel entfernt und das 

Trenngel entweder in Coomassie Färbelösung gelegt oder für den Transfer der Proteine auf eine 
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Nitrozellulose-Membran benutzt. Das Trenngel wurde in der Coomassie Färbelösung über Nacht 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde es in Entfärbelösung gelegt und so lange inkubiert, bis die 

Banden gut zu erkennen waren. Anschließend wurde das Gel getrocknet. 

 
Coomassie Färbelösung:  50 ml Essigsäure 

    150 ml Methanol 
    300 ml H2O  
    1,25 g Coomassie Brilliant Blue 

 
Coomassie Entfärber:  900 ml Ethanol 

    200 ml Eisessig 
    900 ml H2O 
 

6.6.4. Western-Transfer 

Zum immunologischen Nachweis eines bestimmten Proteins nach gelelektrophoretischer 

Auftrennung wurde ein Western-Blot durchgeführt. Dazu wurden die Proteine zunächst vom 

SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen (Transfer) und anschließend 

immunologisch nachgewiesen. Zum Transfer wurde eine "semi-dry"-Blot-Apparatur verwendet. 

Der Aufbau des Blots erfolgte luftblasenfrei auf der Anodenplatte nach folgendem Schema: Zwei 

Filterpapiere Whatman - Nitrozellulose-Membran - Gel - zwei Filterpapiere Whatman. Die 

Filterpapiere und die Nitrozellulose-Membran wurden mit Western-Blot-Transferpuffer 

befeuchtet. Der Transfer erfolgte bei 10V für 30 Minuten. 

 
Western-Blot-Transferpuffer: 25 mM Tris 

     192 mM Glycin 
     0,1% SDS 
     20% Methanol 

6.6.5. Immunoblot 

Die mit Proteinen geladene Nitrozellulose-Membran wurde für 1 Stunde bei RT schüttelnd in  

PBS, das 5% Magermilchpulver und 0,1% Tween 20 enthielt, geblockt. Es folgte die 

Inkubation mit dem Erstantikörper, in jeweiliger Verdünnung, ebenfalls in 5% MPBS/0,1% 

Tween 20. Die Membran wurde anschließend dreimal gut mit PBS/0,1% Tween20 gewaschen. 
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Gegebenenfalls folgte die Inkubation mit der Zweitantikörperverdünnung in MPBS/Tween für 

30 bis 45 Minuten bei RT, nach der die Membran erneut dreimal mit PBS/Tween und 

anschließend dreimal mit PBS gewaschen wurde. Die Detektion gebundener Antikörper 

erfolgte mittels Lumineszenz-Assay (ECL-Kit® bzw. ECL-Plus-Kit®, Fa. Amersham). Dazu 

wurden die zwei Lösungen nach Angaben des Herstellers gemischt und die Membran darin für 

die vom Hersteller angegebene Zeit inkubiert. Die Membran wurde in eine Folie eingepackt 

und in eine Filmkassette gelegt. Anschließend wurde sofort ein Röntgenfilm aufgelegt, der je 

nach Stärke der Chemilumineszenz 1 bis 30 Minuten exponiert wurde. Der Film wurde sofort 

entwickelt. 

 
Erstantikörper: anti-His-Tag-Maus-monoklonaler-IgG Antikörper, Meerrettich-Peroxidase- 

   gekoppelt, Verdünnung: 1/1000 
 
 Zweitantikörper: Ziege-anti-Maus-IgG-Antikörper, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelt, Verdünnung: 1/1000 

6.7. Liposomentechnologie 

6.7.1. Herstellung der Liposomen 

Die Liposomen wurden routinemäßig mit einem Gesamtlipidgehalt von 10 µmol/ml 

Hydratationsmedium hergestellt, wobei das molare Verhältnis der einzelnen Komponenten der 

Tab. 4-1 zu entnehmen ist. Die verwendeten Lipide sind in Tab. 6-3 dargestellt. Die 

Herstellung der Liposomen erfolgte mittels der Filmhydratations- und Extrusionstechnik. 

Hierfür wurden in 2 ml Glas-Probenflaschen die einzelnen Lipide in Chloroform gelöst, für das 

DLPE wurde eine Mischung aus Chloroform und Methanol (1:1) benutzt (die Konzentrationen 

der Stammlösungen betrugen je ca. 50 µmol/ml). In die Plastik- Schraubverschlüsse wurden 

zusätzlich Teflonscheiben eingelegt. Die Stammlösungen wurden mit Argon überschichtet und 

bei unter - 20°C aufbewahrt. Das der erforderlichen Menge an jeweiligem Lipid entsprechende 

Volumen an Stammlösung wurde in einen 10 ml Glasrundkolben pipettiert. Die Lösungsmittel 

wurden am Rotationsverdampfer unter Rotation des Kolbens bei 34º C und einem Vakuum von 

30 mbar für mindstens 15 Minuten abgezogen. Zur vollständigen Entfernung der Lösungsmittel 

wurde der Lipidfilm mindestens 1 Stunde im Vakuumschrank bei einem Vakuum von 10 mbar 

nachgetrocknet. Danach erfolgte die Hydratisierung des Lipidfilms durch Zugabe des 



Material und Methoden 154

Dispersionsmittels (routinemäßig PBS). Die Liposomenbildung wurde durch Zugabe von 

Glasperlen, Rotation im Wasserbad bei 34ºC und Beschallung unterstützt. Die so entstandenen 

multilamellaren Vesikel ruhten danach für mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur. 

Nach Ablauf der Ruhezeit wurden die multilamellaren Vesikel in einer LiposoFast-Apparatur 

durch Polycarbonatfilter der Porengröße 400 nm, 200 nm, 100 nm und 50 nm jeweils 21mal 

extrudiert. Für Formulierungen, die unter einer erhöhten Temperatur extrudiert werden mußten, 

wurde ein speziell für den Extruder angefertigtes Wasserbad benutzt. Für in vivo-Versuche 

wurden die erhaltenen Liposomendispersionen einer Sterilfiltration durch Einmalsterilfilter mit 

einer Porenweite von 0,22 µm unterzogen und in autoklavierte Eppendorf-Reaktionsgefäße 

gefüllt. Die Lagerung erfolgte im Kühlschrank bei 4 - 6ºC. 

 

 

 
Abkürzung Chemische Bezeichnung Hersteller 
3H-COE 3H-Cholesteryl-oleoyl-ether Amersham, Deutschland 

Chol Cholesterol Calbiochem, CA, USA 

DLPE 1,2-Dilauroyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin Avanti Polar Lipids, Al, USA 

DOPS 1,2-Dioleoyl-sn-Glyzero-Phospho-L-Serin Avanti Polar Lipids, Al, USA 

DPPE-PEG2000 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-

[Methoxy(Polyethylene glycol)-2000] 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

DSPC 1,2-Distearoyl-sn-Glyzero-3-Phosphocholin Avanti Polar Lipids, Al, USA 

EPC L-a-Phosphatidylcholin (isoliert aus Hühner-Eigelb) Lipoid KG, Ludwigshafen 

MCC-PE 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin- 

N-[4-(p-maleimidomethyl)cyclohexan-carboxamid] 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

MPB-PE 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin- 

N-[4-(p-maleimidophenyl)butyramid ] 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

MPB-PEG-PE 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-N-

[Maleimide(Polyethylene Glycol)2000] 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

NBD-PE 1,2-Dioleoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin- 

N-(7-nitro-2-1,3-Benzoxadiazol-4-yl) 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

N-Glut-PE 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin-N-

(Glutaryl) 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

NHS-PEG-PE 1,2-Distearoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin- 

N-[PEG2000-(N-hydroxysuccinimid)] 

Shearwater Polymers, Huntsville, AL, 

USA 

POPC 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-sn-Glyzero-3-Phosphocholin Avanti Polar Lipids, Al, USA 

Rhodamin-PE 1,2-Dipalmitoyl-sn-Glyzero-3-Phosphoethanolamin- 

N-(Lissamin Rhodamin B Sulfonyl) 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

SM Sphingomyelin, D-erythro-Sphingosylphosphorylcholin  

(isoliert aus Kuhmilch) 

Avanti Polar Lipids, Al, USA 

 
Tab. 6-3: Die verwendeten liposomalen Bestandteile 
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6.7.2. Größenbestimmung 

Die Größen der Liposomen wurden mittels der Photonen-Korrelations-Spektroskopie (PCS) 

bestimmt. Dafür wurde ein Zetasizer 3000 HS verwendet. Um die Justierung des Gerätes zu 

überprüfen, wurden 102 ± 3 nm große Standard-Polymerpartikel (Nanosphere™ Size 

Standards, Fa. Duke Scientific Corporation, Palo Alto, CA, USA) verwendet. Die Liposomen 

wurden mit dem jeweiligen Hydratationsmedium (z. B. PBS) so verdünnt, daß bei der 

Verwendung der 100 µm Lochblende eine Signalintensität von 50 bis 200 kcounts/Sekunde 

erreicht wurde. Um dies zu erzielen, wurden standardmäßig 10 µl Liposomen 

(Gesamtlipidgehalt 10 µmol/ml) mit 990 µl Hydratationsmedium verdünnt. Das zur 

Verdünnung verwendete Hydratationsmedium wurde durch einen 0,22 µm Sterilfilter gegeben, 

um die Menge der bei der Messung störenden Verunreinigungen möglichst zu minimieren. Die 

Messung erfolgte in Polystyrolküvetten bei 25ºC. Bei allen Proben wurde eine 

Dreifachmessung mit je 10 Einzelmessungen durchgeführt. Die Auswertung erfolgte im 

CONTIN-Modus. 

Neben dem Durchmesser der Teilchen, kann der Polydispersitätsindex (PI) mittels einer 

Kumulanten-Analyse ermittelt werden. Dieser Wert ist ein Maß für die Breite der 

Teilchengrößenverteilung.  

6.7.3. Bestimmung des Zetapotentials 

Das Zetapotential der Liposomen wurde mittels der Laser-Doppler-Anemometrie bestimmt. 

Dazu wurde ein Malvern Zetasizer 3000 HS benutzt. Um die Geräteeinstellungen zu 

überprüfen, wurde eine Standardlösung (Zetapotential Transfer Standard DTS0050,  

Fa. Malvern Instruments) mit einem Zetapotential von -50 ± 5 mV verwendet. Vor jeder 

Messung wurde die Meßzelle zuerst je dreimal mit 50 ml bidestilliertem Wasser und 50 ml 

70%-igem Isopropylalkohol gespült, direkt vor der Injektion der Probe schloß sich noch ein 

dreimaliger Spülvorgang mit je 50 ml des Hydratationsmediums an. Die Liposomen 

(Gesamtlipidgehalt 10 µmol/ml) wurden in einem Verhältnis von 1:20 mit dem jeweiligen 

Hydratationsmedium verdünnt. Zur Messung wurden 2 ml der Probe, um Luftblasen zu 

vermeiden möglichst langsam und gleichmäßig, in die Meßzelle injiziert. Die Signalintensität 
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lag so bei 2700 bis 3000 Kcounts/Sekunde. Die Messungen wurden bei 25ºC durchgeführt und 

als Ergebnis der Mittelwert von 10 Einzelmessungen angegeben. 

6.7.4. Rasterkraftmikroskopie 

Um Liposomen zu visualisieren und deren Struktur zu analysieren, wurde die 

Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy = AFM) verwendet. Bei dieser Methode 

wird die Oberfläche einer Probe mit einer feinen Spitze mechanisch abgetastet, wobei eine 

topographische Karte der Probenoberfläche erstellt wird. Die Aufnahmen wurden von Herrn 

Prof. Bakowsky, Philipps-Universität Marburg, erzeugt. Hierzu wurden kleine Volumina der 

Liposomenpräparationen auf einen Silicium-Chip aufgebracht. Die Messungen wurden mit 

einem vibrationsgedämpften Digital Nanoscope IV Bioscope (Fa. Veeco Instruments, Santa 

Barbara, USA) durchgeführt. Es wurden pyramidale Si3N4 Nadeln, befestigt an einem Ausleger 

von 125 µm Länge, verwendet. Bei den Messungen, die im so genannten Tapping Modus 

durchgeführt wurden, betrug die Resonanzfrequenz ca. 220 kHz und die nominelle 

Kraftkonstante 36 N/m. Die Scan Geschwindigkeit war proportional zur Größe der gescannten 

Fläche, die Scan Frequenz betrug zwischen 0,5 und 1,5 Hz. Die Bildgewinnung erfolgte, indem 

das Amplitudensignal des Auslegers auf dem Hin- und das Amplitudensignal auf dem 

Rückweg gezeigt wurde. Beide Signale wurden simultan aufgezeichnet.   

6.7.5. Bestimmung des Phospholipidgehaltes  

Die Bestimmung des Phospholipidgehaltes der Liposomen erfolgte mittels des Bartlett-Tests. 

Dabei wird das in Phospholipiden (100 µl der 1:100 verdünnten Proben) enthaltene Phosphat 

mittels einer 70%-igen Perchlorsäurelösung (200 µl) bei einer Temparatur von 190ºC  über 

einen Zeitraum von 45 min in anorganisches Phosphat umgewandelt. Nach der Abkühlung auf 

Raumtemperatur wurde den Proben ein Molybdat- Schwefelsäurereagenz und 10%-ige 

Ascorbinsäure als Reduktionsmittel hinzugefügt. Es folgte eine 10 minütige Inkubation im 

Wasserbad bei 100ºC. Dabei bildete sich ein blauer Farbkomplex, über den photometrisch bei 

750 nm nach Abkühlung auf Raumtemperatur der Gehalt mittels einer Eichgeraden bestimmt 

werden konnte. Für die Erzeugung der Eichgeraden wurde eine DLPE Stammlösung  
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(10 nmol/µl in Chloroform) verwendet. Dieser entspricht dem Gehalt an Phospholipiden in der 

Probe. Der Gehalt von anderen liposomalen Bestandteilen, z. B. der von Cholesterol, kann 

durch proportionale Hochrechnungen abgeschätzt werden. Bei dieser Methode darf PBS nicht 

als liposomales Hydratationsmedium verwendet werden, da ansonsten auch das im Puffer 

enthaltene Phosphat mitbestimmt würde. 

 
Molybdat-Reagenz: 2,2 g (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O 
   14,3 ml H2SO4 konz 
   ad 1l H2O 

6.7.6. Beladung von Liposomen 

Es besteht die Möglichkeit hydrophile und lipophile Substanzen in Liposomen zu verpacken: 

Hydrophile Substanzen lagern sich dabei in das wässrige Innere oder in die wässrigen 

Zwischenräume von multilamellaren Liposomen ein. Dagegen findet man lipophile Substanzen 

zwischen den hydrophoben Bestandteilen der Doppelschichten. In dieser Arbeit wurden die 

direkte Hydratisierung und das Remote-Loading-Verfahren für die Verpackung von 

hydrophilen Substanzen verwendet. 

6.7.6.1. Beladung der Liposomen mittels Remote-Loading 

Für in vitro- und in vivo-Versuche wurden die Liposomen mit dem schwach basischen 

Zytostatikum Doxorubizin (Fa. Sigma-Aldrich) mittels des Remote-Loading-Verfahrens  

(Mayer et al., 1986) beladen. Um dieses zu erreichen, wurden die Liposomen routinemäßig mit 

einem Gesamtlipidgehalt von 50 µmol/ml in 300 mM Citratpuffer pH 4.0 hydratisiert und 

extrudiert (siehe 6.7.1.). Davon wurden 200 µl mit 200 µl PBS in einem Eppendorf-

Reaktionsgefäß verdünnt und der pH-Wert des äußeren Milieus wurde durch Zugabe von 

Natronlauge (0,2 M) auf ca. pH 7,5 erhöht. Zuerst wurden diese Liposomen für 5 Minuten bei 

60°C im Wasserbad inkubiert. Danach wurden 2 µmol in Wasser gelöstes Doxorubizin-

hydrochlorid hinzugefügt und 15 Minuten bei 60°C inkubiert, wobei der Ansatz, der ein 

Gesamtvolumen von 1 ml aufwies, zweimal kurz gevortext wurde. Nach Abkühlung auf 

Raumtemperatur erfolgte die Abtrennung von nicht-inkorporiertem Doxorubizin:  
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Für in vitro-Versuche wurde das nicht verkapselte Doxorubizin mittels der 

Größenausschlußchromatographie (Sephadex G-25) abgetrennt. Für in vivo-Versuche erfolgte 

die Abtrennung mittels Vivaspins®. Dazu wurden die Liposomen für zweimal 10 Minuten in  

2 ml Vivaspins® (MWCO 10000) bei 2200 rpm (Kühlzentrifuge J-6M/E, Fa. Beckmann, 

München) zentrifugiert. Danach wurde das Volumen mit PBS wieder auf 1 ml aufgefüllt.  

6.7.6.2. Passive Beladung 

Bei diesem Verfahren werden die Substanzen vor der Hydratation des Lipidfilms im 

Hydratationsmedium gelöst. Um Liposomen mit dem Zytostatikum Cytarabin (Fa. Sigma-

Aldrich) zu beladen, wurde dieses im Hydratationsmedium PBS in einer Konzentration von 

100 mg/ml gelöst. Damit wurden Liposomen in einer Konzentration von 10, 20, 40, 80 und 120 

µmol Gesamtlipid/ml Hydratationsmedium erzeugt. Das nicht verkapselte Cytarabin wurde 

mittels Dialyse (MWCO 10000) bei 4ºC über Nacht abgetrennt. 

Des weiteren wurden mit dieser Methode die Modell-Substanzen FITC-Dextran (Mr = 4400, 

10 mM in PBS, Fa. Sigma-Aldrich) und Carboxyfluorescein (100 mM in PBS, Fa. Sigma-

Aldrich) ebenfalls im Hydratationsmedium gelöst (Torchilin und Weissig, 2002) und der 

Lipidfilm bei der Erzeugung der Liposomen hydratisiert (siehe 6.7.1.). Die Abtrennung der 

nicht verkapselten Stoffe erfolgte hier gelchromatographisch mittels Sephadex G-25 (siehe 

6.7.7.). 

6.7.7. Größenausschlußchromatographie 

Um nicht in Liposomen eingeschlossene freie Substanzen von liposomal verpackten oder 

unkonjugierte Liganden von an Liposomen gekoppelte abzutrennen, wurde die 

Größenausschlußchromatographie eingesetzt. Um Antikörperfragmente und Proteine 

abzutrennen, wurde Sepharose 4B verwendet. FITC-Dextran, Carboxyfluorescein, 

Doxorubizin, FITC, Fluorescein-Maleimid, SAMSA-Fluorescein, TCEP und Peptide wurden 

mittels Sephadex G-25 coarse  gelchromatographisch gereinigt.  

Die bereits vorgequollene Sepharose 4B wurde zunächst im jeweiligen liposomalen 

Hydratationsmedium verdünnt und in einem Ultraschall-Bad mindestens über 1 Stunde entgast.  
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Das pulverförmige Sephadex G-25 wurde zuerst für mindestens 4 Stunden im jeweiligen 

Hydratationsmedium gequollen. Danach schloß sich ebenfalls eine Entgasung mittels 

Ultraschall über 1 Stunde an. Die entgasten Säulenmaterialien wurden anschließend vorsichtig 

und ohne Blasenbildung ca. 10 cm hoch in Biorad Econo® Säulen (0,7 x 10 cm) gegossen und 

anschließend mit mindestens 200 ml Hydratationsmedium gewaschen und equilibriert. Die 

Proben wurden tropfenweise auf das obere Gelbett pipettiert. Erst nach dem vollständigen 

Einlaufen der Probe in die Säulengelmatrix wurde mit der Elution mit Hydratationsmedium 

begonnen. Die liposomalen Fraktionen wurden visuell auf Grund ihrer Trübung bzw. Färbung 

detektiert und in Eppendorf-Reaktionsgefäßen aufgefangen.   

6.7.8. Gehaltsbestimmung von Doxorubizin 

Um das liposomal verkapselte Doxorubizin zu quantifizieren wurden 10 µl der jeweiligen 

Liposomenpräparation mit 80 µl Hydratationsmedium und 10 µl 20%-igem Triton-X in einem 

Eppendorf-Reaktionsgefäß versetzt, ca. 2 min bei 60ºC im Heizblock erhitzt und anschließend 

bei Raumtemperatur für 30 min inkubiert. Diese Proben wurden in einer 96-well Platte bei 490 

nm in einem Mikroplattenleser photometrisch vermessen. Die Gehaltsbestimmung erfolgte 

über eine Eichgerade. 

6.7.9. Gehaltsbestimmung von Cytarabin 

Zuerst wurden die Cytarabin-haltigen Liposomen mit 20%-igem Triton-X verdünnt und diese 

Lösung wurde mittels HPLC analysiert. Als Säule wurde eine Phenomenex Synergi 4µ Hydro 

RP 80Å 250 x 4,6 mm benutzt und als Fließmittel wurde ein Phosphat-Puffer (10 mM, pH 3)/ 

Methanol Gemisch in einem Verhältnis von 97:3 verwendet. Die Analyse erfolgte unter 

isokratischen Bedingungen über einen Zeitraum von 10 Minuten. Die Retentionszeit betrug für 

das Cytarabin ca. 6,3 Minuten. Die Detektion erfolgte photometrisch bei 270 nm mittels eines 

PDA Detektors und die Gehaltsbestimmung über eine Eichgerade. 
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6.8. Methoden zur Modifikation von Liposomen mit Liganden 

Liganden können entweder an spezielle Lipide, die in die liposomale Membran integriert sind, 

an bestehende Liposomen gekoppelt werden oder sie können zuerst an einen Lipidanker 

gekoppelt werden und dann als Konjugate in die Liposomen eingebaut werden. 

6.8.1. Kopplung über eine Carbonsäureamidbindung unter 
Verwendung von N-Glut-PE 

Für die Kopplung von Antikörperfragmenten und Peptiden an N-Glut-PE wurden Liposomen 

hergestellt (siehe 6.7.1.), die 10 mol% dieses Ankerlipids enthielten. Die Carboxylgruppe 

wurde durch Zugabe von 9,1 µmol EDC pro 0,2 µmol N-Glut-PE und einer fünfstündigen 

Inkubation bei Raumtemperatur aktiviert (Ezpeleta et al., 1996). Anschließend wurde das zu 

koppelnde Antikörperfragment (1 - 4 nmol) bzw. Peptid (100 nmol) zugegeben und über 12 

Stunden erneut bei Raumtemperatur schüttelnd (IKA-Vibrax) inkubiert. Danach wurden freie, 

unkonjugierte Antikörperfragmente gelchromatographisch  mittels Sepharose 4B bzw. Peptide 

mittels Sephadex G-25 abgetrennt (siehe 6.7.7.).  

6.8.2. Kopplung über eine Carbonsäureamidbindung unter 
Verwendung von NHS-PEG-PE 

Bei dieser Methode wurden 10 mol% des Kopplungslipids NHS-PEG2000-DSPE in Liposomen 

(siehe 6.7.1.) eingebaut. Aus Stabilitätsgründen wurde der pH des Hydratationsmediums (PBS) 

auf einen Wert von ca. 6 eingestellt. Direkt vor der Zugabe des Proteins zu den Liposomen, 

wurde der pH mittels Natronlauge (0,2 M) auf einen Wert von ca. 8 angehoben. Danach 

erfolgte die Zugabe des Proteins (50 µg Protein/µmol Gesamtlipid). Die Kopplung wurde in 

einem Eppendorf-Reaktionsgefäß durchgeführt. Nach Inkubation über 12 Stunden bei 

Raumtemperatur erfolgte eine gelchromatographische Reinigung der gekoppelten Liposomen 

von dem unkonjugierten Protein (Sepharose 4B) (siehe 6.7.7.). 
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6.8.3. Kopplung von Fluorescein-Isothiocyanat an Proteine 

Um zu überprüfen, ob ein Protein über aktive Aminogruppen für diese Kopplungsreaktion 

verfügt, wurden die EGF´s mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) in einem 25-fachen molaren 

Überschuß versetzt. Bei dieser Reaktion, die in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß durchgeführt 

wurde, wurde der pH mittels 1 M Carbonatpuffers auf einen Wert von ca. 9 eingestellt. Die 

Inkubation erfolgte über Nacht bei 4ºC. Danach wurden die Konjugate von freiem FITC 

gelchromatographisch mittels einer Sephadex G-25 Säule abgetrennt (siehe 6.7.7.) und die 

Fluoreszenzintensitäten wurden mittels des Spektrophotometers LS 55 bestimmt. 

6.8.4. Kopplung über eine Thioetherbindung 

Für die Kopplung von Antikörperfragmenten an MPB-PE bzw. MCC-PE mußten diese 

Antikörperfragmente zunächst auf DNA-Ebene so verändert werden, daß ein C-terminaler 

Cystein-Rest vorlag. Nach der Reinigung dieser scFv-Fragmente aus dem Periplasma von 

Bakterien wurden die Dimere durch Zugabe des „Bond-Breaker´s“ TCEP (2 mM; Fa. Pierce, 

Bonn) reduziert, so daß der Cystein-Rest frei vorlag. Da die scFv-Fragmente ohne eine 

vorherige Abtrennung nicht an Maleimid-haltige Liposomen gekoppelt werden konnten, wurde 

eine Gelfiltration des Proteins über Sephadex G-25 durchgeführt. Anschließend wurde 

standardmäßig ca. 1 nmol Antikörperfragment mit 100 µl Maleimid-haltigen Liposomen 

versetzt und unter Argon über 12 Stunden in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Die nicht-gekoppelten Maleimid-Gruppen wurden durch Reaktion mit Cystein abreagiert. Dazu 

wurde 1/20 Volumen einer 10 mM Cystein-Lösung in PBS zupipettiert, so daß eine 

Endkonzentration von 0,5 mM Cystein im Reaktionsansatz vorlag. Dieser Ansatz wurde 10 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluß an die Inkubation mit Cystein wurden die 

Liposomen von unkonjugierten Antikörperfragmenten mittels Gelfiltration über Sepharose 4B 

(siehe 6.7.7.) gereinigt. 
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6.8.5. Nachweis der Kopplung  

Die Kopplung von scFv-Fragmenten an Maleimid-haltige Liposomen wurde mittels SDS-

Gelelektrophorese und Immunoblot überprüft (siehe 6.6.3. - 6.6.5.) Dazu wurden die 

Immunliposomen vor und nach der gelchromatographischen Reinigung mit SDS denaturiert 

und unter nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. 

6.8.5.1. Kopplung von SAMSA zur Überprüfung der Aktivität der Maleimid-
Gruppen 

Um die Reaktivität der Maleimid-Gruppe in den einzelnen Liposomenformulierungen 

überprüfen zu können, wurden Liposomen ohne Fluoreszenzmarkierung hergestellt. 1 mg 

SAMSA-Reagenz wurde abgewogen und durch Zugabe von 100 µl 0,1 M Natronlauge 

aktiviert. Nach einer 15minütigen Inkubation wurde der Ansatz mit 1,4 µl 6 M Salzsäure 

neutralisiert. Anschließend wurden 20 µl 0,5 M Natrium-Phosphatpuffer, pH 7.0 zugegeben. 

Die Maleimid-haltigen Liposomen wurden mit einem 5-fachen molaren Überschuß an 

aktiviertem SAMSA versetzt. Dazu wurden 50 µl Liposomen à 10 µmol Gesamtlipid/ml, die 

10% MPB-PE enthielten, mit 500 nmol aktiviertem SAMSA gemischt und 30 Minuten bei 

Raumtemperatur in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß inkubiert. Anschließend wurden die 

Liposomen von ungebundenem SAMSA durch Gelfiltration (Sephadex G-25) gereinigt (siehe 

6.7.7.) und im Fluoreszenz-Spektrophotometer bei einer Anregungswellenlänge von 495 nm 

und Emissionswellenlänge von 520 nm vermessen. 

6.8.5.2. Kopplung von Fluorescein-Maleimid an scFv-Fragmente 

Um zu überprüfen, ob die derivatisierten scFv-Fragmente über eine aktive Thiolgruppe 

verfügten, wurden diese mit Fluorescein-Maleimid in einem 25-fachen molaren Überschuß 

versetzt. Die Inkubation erfolgte über 12 Stunden bei Raumtemperatur in einem Eppendorf-

Reaktionsgefäß unter einer Argonatmosphäre. Danach wurden unkonjugierte Fluorescein-

Maleimid Moleküle von den markierten scFv-Fragmenten gelchromatographisch mittels einer 
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Sephadex G-25 Säule abgetrennt (siehe 6.7.7). Die Fluoreszenz der Proben wurde mittels des 

Spektrophotometers LS 55 (Perkin Elmer) gemessen (Anregungswellenlänge: 495 nm, 

Emissionswellenlänge: 520 nm). 

6.8.6. Einbau von Lipopeptiden in Liposomen 

Bei dieser Methode wurde zuerst ein Peptid an ein Lipid gekoppelt. Dieses Lipopeptid wurde 

in einem 1:1 Gemisch aus Chloroform und Methanol gelöst und es wurde daraus zusammen 

mit den übrigen in organischen Lösungsmitteln gelösten Liposomenbestandteilen ein Lipidfilm 

gebildet und hydratisiert. 

6.9. Bindungs- und Aufnahmestudien  

Die Bindungsstudien wurden mittels FACS und dem Fluoreszenzmikroskop durchgeführt, für 

die Aufnahmestudien wurde das Fluoreszenzmikroskop verwendet. Für diese Versuche wurden 

in die leeren Liposomen standardmäßig entweder 0,3 mol% Rhodamin-PE oder NBD-PE 

eingebaut. Bei einigen Versuchen wurden doppelt markierte Liposomen, die im Inneren 

Carboxyfluorescein (siehe 6.7.6.2.) und in der Membran Rhodamin-PE enthielten, verwendet. 

Bei den mit Doxorubizin beladenen Liposomen erfolgte die Detektion über dessen Fluoreszenz. 

Standardmäßig wurde pro Ansatz 50 nmol Lipid verwendet.  

6.9.1. Bindungsstudien mittels FACS 

Zur Kontrolle der Bindung gekoppelter Liposomen wurden die Ziel- und Kontrollzellen mit  

0,2 mg/ml EDTA von den Zellkulturschalen abgelöst, gewaschen und anschließend ausgezählt. 

Pro Bedingung wurden 200000 Zellen in FACS-Röhrchen pipettiert und abzentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde daraufhin in 100 µl Medium aufgenommen, bevor die Liposomen zupipettiert 

wurden. Von jeder Liposomenformulierung wurden ca. 50 nmol Gesamtlipid zugegeben und 
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im Wasserbad bei 4ºC im Kaltraum eine Stunde inkubiert. Anschließend wurden die Zellen 

einmal mit 2 ml FACS-Waschpuffer (PBS, 1% BSA, 0,1% NaN3) gewaschen und in 500 µl 

PBS aufgenommen. Die Zellen wurden vor der Auswertung nicht fixiert und anschließend 

erfolgte die Auswertung im FACS. Es wurden mindestens 10000 Zellen analysiert.  

 
FACS-Wasch-Puffer:   1% BSA und 0,1% NaN3 in PBS 
FACS-Block-Puffer:   1% BSA und 10% humanes Serum in PBS 

6.9.2. Bindungs- und Aufnahmestudien mittels Fluoreszenzmikroskop 

Für die Bindungs- und Internalisierungsstudien wurden ca. 200000 Zellen pro Deckgläschen 

am Vortag der fluoreszenzmikroskopischen Studien pro Deckgläschen, die vorher mit Ethanol 

abgeflammt wurden, ausplattiert. Am nächsten Tag wurden die Zellen vorsichtig zweimal mit 

kaltem PBS gewaschen und standardmäßig mit 50 nmol Gesamtlipid in 500 µl Medium 

inkubiert. Für die Bindungsstudien, die bei 4ºC im Wasserbad durchgeführt wurden, betrug die 

Inkubationszeit routinemäßig 1 Stunde und variierte zwischen 15 Minuten und 24 Stunden bei 

den Aufnahmestudien, die Temperatur im Brutschrank betrug hierbei 37°C. Nach der 

Inkubation wurden die Zellen erneut mit kaltem PBS gewaschen und anschließend mit  

4%-igem Formaldehyd in PBS für 20 Minuten fixiert. Nach erneutem zweimaligem Waschen 

mit PBS und einmaligem Waschen mit H2O wurden die Zellen mit Mowiol eingedeckt und im 

Fluoreszenzmikroskop betrachtet. 

6.9.3. Aufnahmestudien mittels Bafilomycin A1 

Um den Aufnahmemechanismus von zielgerichteten Liposomen genauer zu untersuchen, 

wurden Studien mit Bafilomycin A1 (Fa. Sigma-Aldrich) durchgeführt. Dieses wurde in 

DMSO gelöst und zuerst für 30 min bei 37ºC mit Zellen (Endkonzentration 300 nM in 500 µl 

Medium, die Stoffmenge an Bafilomycin wurde in 0,5 µl DMSO gelöst) inkubiert. Nach dem 

Waschen mit kaltem PBS erfolgte die gleichzeitige Inkubation der Liposomen mit Bafilomycin 

über verschiedene Zeiträume wiederum in 500 µl Medium. Danach wurden die Präparate im 

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet (siehe 6.9.2.).  
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6.9.4. Kompetitionsexperimente 

Um zu untersuchen, ob die Bindung der zielgerichteten Liposomen spezifisch über den 

jeweiligen Liganden vermittelt wurde, wurden Kompetitionsexperimente durchgeführt. Dazu 

wurden je 200000 Zellen zuerst bei 4ºC für 30 min mit freien und unmarkierten scFv-

Fragmenten (50-facher molarer Überschuß), Proteinen (50-facher Überschuß) oder Peptiden 

(200-facher molarer Überschuß) inkubiert. Danach wurden jeweils fluoreszenzmarkierte 

zielgerichtete Liposomen derselben Spezifität für weitere 30 min hinzugefügt. Die Auswertung 

erfolgte im FACS (siehe 6.9.1.) 

6.10. Zytotoxizitätstests (Kristallviolett-Test) 

Bei dieser Methode handelt es sich um einen Test, bei dem die Überlebensrate von adhärent 

wachsenden Zellen in Anwesenheit von verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen (in 

dieser Arbeit wurden freie Zytostatika, liposomal verpackte Zytostatika und leere Liposomen 

verwendet) gemessen werden kann. Um möglichst viele verschiedene Konzentrationen 

gleichzeitig messen zu können, werden diese Tests in 96-well Mikrotiterplatten durchgeführt. 

Zellen, die durch die Behandlung mit den zu untersuchenden Substanzen getötet wurden, lösen 

sich von der Platte ab, während die noch auf der Platte heftenden, lebenden Zellen mit 

Kristallviolett angefärbt werden. Die Menge an Kristallviolett kann photometrisch bestimmt 

und daraus der IC-50 Wert ermittelt werden. Für die Zytotoxizitätstests wurden die Zellen mit 

Trypsin von den Kulturschalen abgelöst, ausgezählt und anschließend 10000 Zellen in 100 µl 

Medium pro Vertiefung von 96-well Platten ausgesät. Am folgenden Tag wurde eine 

Verdünnungsreihe des Chemotherapeutikums bzw. der Liposomen hergestellt und auf die 

Zellen pipettiert, nachdem das Medium abgesaugt wurde. Pro Vertiefung wurden 150 µl 

Testmedium zugegeben und die Inkubation erfolgte bei 37ºC. Nach zwei Stunden wurde das 

Medium entfernt, die Zellen mit kaltem PBS gewaschen, mit frischem Medium versetzt und für 

weitere 22 bzw. 46 Stunden bei 37ºC inkubiert. Nach dem Entfernen des Mediums wurden 80 

µl Kristallviolett-Lösung (0,5% Kristallviolett, 20% Methanol in H2O) pro Vertiefung 

pipettiert. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten intensiv 

mit Leitungswasser gewaschen und anschließend getrocknet. Die Extinktion wurde im 

Photometer bei 540 nm gemessen, der IC-50 Wert wurde graphisch ermittelt. 
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6.11. Tierexperimente 

Die in vivo-Experimente wurden in Zusammenarbeit mit dem Tierarzt S. Hoffmann (vectron 

therapeutics AG) durchgeführt.  

6.11.1. Haltung der Versuchstiere 

Als Versuchstiere wurden immuninkompetente Nacktmäuse (Charles River Deutschland 

GmbH, Sulzfeld) mit einem Körpergewicht von 20-30 g verwendet. Diese wurden bei einer 

Raumtemperatur von 28ºC, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60% und einem 12 Stunden 

Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Als Nahrung erhielten die Versuchstiere pelletiertes Futter 

Altromin 1324 (Fa. Altromin, Lage) und zum Trinken Wasser.  

6.11.2. Tumorregressionsstudien 

Bei diesen Studien sollte untersucht werden, wie sich freie und liposomal verpackte Zytostatika 

(Doxorubizin und Cytarabin) auf das Tumorwachstum auswirken. Hierzu wurden den Mäusen 

ca. eine Woche vor Versuchsbeginn ca. 500000 C26 Tumorzellen in 300 µl Zellkulturmedium 

DMEM intradermal in die seitliche Rückenflanke injiziert. Sobald die Tumore eine Größe von 

etwa 3-5 mm x 3-5 mm aufwiesen, wurde mit der Behandlung begonnen. An den Tagen 0, 2 

und 5 bzw. 1, 3 und 6 wurden den weiblichen Tieren, die in Gruppen von je 5 Mäusen gehalten 

wurden, die steril-filtrierten Formulierungen intravenös in die seitlichen Schwanzvenen 

injiziert. Die Tumorgrößen wurden alle ein bis zwei Tage gemessen. Das Tumorvolumen 

wurde nach folgender Formel errechnet: 

 

V = (LxB2) / 2 

 
V = Tumorvolumen (mm3) 
B = größte Breite des Tumors (in mm) 
L = größte Länge des Tumors (in mm) 
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Zur statistischen Auswertung der erfaßten und normalverteilten Datensätze (Tumorvolumen in 

mm3) bei den Tumorregressionsstudien wurde der ungepaarte, zweiseitige t-Test nach Student 

verwendet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde vor Versuchsbeginn auf p=0,05 festgelegt.  

6.11.3. Untersuchungen zur Pharmakokinetik und zur Organverteilung 

Für diese Studien wurde radioaktiver 3H Cholesteryl-oleoyl-ether in die Liposomen eingebaut. 

Es wurde je Maus 1000 nmol Gesamtlipid, entsprechend 10 µCi, in einem Gesamtvolumen von 

300 µl intravenös in die Schwanzvene injiziert. Nach genau festgelegten Zeitpunkten wurden 

retrobulbär Blutproben entnommen und deren Volumina bestimmt. Die Proben wurden nicht 

aus der Schwanzvene entnommen, um ein falsches Ergebnis durch verbliebene Aktivität an der 

Injektionsstelle zu vermeiden.   

Nach Tötung der Mäuse mittels Genickbruch erfolgte die Präparation der einzelnen zu 

untersuchenden Gewebe. Die Organe wurden gewogen und je ca. 200-250 mg wurden in 20 ml 

Szintillationsgefäße eingewogen. Die Proben wurden bei 60ºC über Nacht mittels 70%-iger 

Perchlorsäure solubilisiert und mittels 30%-iger Wasserstoffperoxidlösung entfärbt. Danach 

wurden die Proben mit Eisessig versetzt, auf Raumtemperatur abgekühlt und mit 10 ml 

Aquasol-2 Flüssigszintillationscocktail (Fa. Perkin Elmer, Jügesheim) versetzt und gevortext.  

Die Radioaktivität wurde im 3H Fenster eines LS 6500 Beta-Flüssigzintillationzählers 

bestimmt. Die gemessenen Radioaktivitäten wurden auf das Gesamtgewicht des jeweiligen 

Organs bezogen und als prozentualer Anteil der insgesamt in die jeweilige Maus injizierte 

Menge ausgewiesen.  
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