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Kapitel 1
Einleitung

,Krebs® ist eine allgegenwértige Erkrankung. Laut dem statistischen Bundesamt stellten
maligne Neoplasien, nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen, die zweithdufigste Todesur-
sache im Jahr 2014 in Deutschland dar [1]. Derzeitige Therapien sind zum grofien Teil mit
erheblichen Nebenwirkungen verbunden, weshalb das Ziel effektive Therapien mit einem
geringeren Nebenwirkungsprofil zu entwickeln weiterhin besteht.

Die klassische Tumortherapie besteht in der Regel aus drei Sdulen: Die Chirurgie, die
Chemotherapie und die Radiotherapie. In der modernen Medizin spielt auch die supporti-
ve Therapie eine immer groflere Rolle, sodass diese inzwischen ein fester Bestandteil jeder
antineoplastischen Therapie sein sollte. Je nach der Art und Stadium der Tumorerkran-
kung wird die passende Therapie bzw. die sinnvollste mogliche Kombination gewéhlt. An
grofleren Zentren finden dafiir regelméflig sogenannte ,, Tumorboard“-Sitzungen statt, in
deren Rahmen interdisziplindr, d.h. unter Beisein erfahrener Arzte verschiedener Fach-
richtungen, die therapeutischen Moglichkeiten diskutiert und ein Therapieplan fiir den
jeweiligen Patienten zusammengestellt werden kann.

Die Chirurgie und Strahlentherapie beschrinken sich meist auf lokal begrenzte Tumo-
ren oder werden unterstiitzend eingesetzt, wihrend die Chemotherapie systemisch auf den
gesamten Korper wirkt. Chemotherapeutika werden in der Regel intravends und ggf. auch
intrakavitir verabreicht und wirken auf alle sich teilenden Zellen im Korper, indem sie
z.B. eine fehlerhafte Zellteilung provozieren.

Dadurch, dass klassische Zytostatika auf alle Zellen wirken, ist ihr Nebenwirkungsprofil
hoch und oftmals der therapielimitierende Faktor. Maligne Zellen, die eine schnelle Zell-
teilung aufweisen sowie gesunde Korperzellen, die in ihrer Funktion einer haufigen Teilung
unterliegen, sind zuerst betroffen. Es folgen: Zerstérung des Tumors, Durchfille, Blutar-
mut, Infektanfilligkeit und Haarausfall sowie natiirlich spezifische Nebenwirkungen der
verabreichten Mittel.

FEine Verpackung des Wirkstoffes und eine lokal begrenzte Freisetzung kénnen die un-
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erwiinschten Wirkungen senken sowie einen stédrkeren Effekt gegen die Tumorzellen er-
reichen [2-4]. Der medizinische Fachbegriff dafiir ist ,Drug Targeting® und bezeichnet
Moglichkeiten des Transports und der Freisetzung oder Aktivierung eines Wirkstoffs an
dem Ort seines Gebrauchs. Dafiir konnen chemische und physikalische Eigenschaften des
Wirkstoffs, Transportmolekiile, speziell hergestellte Antikérper oder auch eine Verpackung
des Wirkstoffes z.B. in eine Lipidhiille eingesetzt werden. Bereits in klinischer Anwendung
sind einige Priiparate mit liposomal eingeschlossenem Doxorubicin, z.B. Caelyx®. Es ist
seit mehreren Jahren fiir die Therapie des Mamma-, des Ovarialkarzinoms, des Multiplen
Myeloms als auch des Kaposi-Sarkoms zugelassen [5, 6].

Einen erfolgsversprechenden Ansatz fiir den klinischen Einsatz bieten auch thermo-
sensitive Liposomen [3, 7]. Thre potenziellen Einsatzmoglichkeiten und ihr temperatu-
rabhéngiges Verhalten unter Einfluss von Serum und Serumbestandteilen befinden sich

in aktueller Erforschung.

1.1 Liposomen

Der Begriff Liposomen beschreibt eine kugelige aus einer Lipidmembran gebildete Struk-
tur. Die liposomale Membran besteht in der Regel aus Phospholipiden mit einem hy-
drophilen Kopf und einem hydrophoben Ende. Phospholipide sind somit amphiphile Mo-
lekiile. Vor allem durch diese physikalischen Eigenschaften entstehen in wéssriger Losung
bevorzugt sphérische Strukturen mit einem inneren Hohlraum. Klinische Anwendung im
Drug Targeting finden insbesondere Liposomen mit einer Doppellipidmembran. In deren
Inneres kénnen verschiedenste Substanzen, z.B. Chemotherapeutika oder Kontrastmit-
tel eingebracht werden. Je nach den biochemischen und physikalischen Eigenschaften der
Substanzen kann der Einschluss passiv oder aktiv, z.B. iiber einen Ladungsgradienten, in
die Liposomen erfolgen. Fiir das Drug Targeting lassen sich Mechanismen bzgl. a) eines
gerichteten Transports oder b) einer gezielten Wirkstofffreisetzung und c¢) deren Kom-
binationen untersuchen. So lassen sich durch den Einbau von Antikdrpern gegen beson-
ders im Tumorgewebe exprimierte Rezeptoren, z.B. Folat-Rezeptoren [8] und Transferrin-
Rezeptoren [9], ein Andocken und die dortige Akkumulation der Liposomen erreichen [3].
Je nach Zusammensetzung und Gréfle der liposomalen Membran ldsst sich die Freisetzung
des eingeschlossenen Wirkstoffs beeinflussen und veréndern [10]. Versuche zur pH-Wert-
induzierten Freisetzung, also einer Freisetzung v.a. bei den hédufig vorliegenden azidoti-
schen Verhiiltnissen im Tumor sind ebenfalls beschrieben [3, 11, 12], bergen jedoch den
Nachteil einer oft schlechten Durchblutung des Tumors [13] sowie fehlende Moglichkeiten
einer guten Steuerung des pH-Wertes von auflen. Dem entgegengesetzt ldsst sich z.B. die

Temperatur von auflen leicht verindern.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung eines Liposoms und der liposomalen Mem-
bran. a) Sphérisches Liposom mit einer Lipiddoppelmembran. Die hydrophoben Enden lagern
sich aneinander. Die hydrophilen Kopfenden ragen nach aufen und bilden eine kugelige Struk-
tur mit geordneter Oberfldche. Im Inneren entsteht ein abgeschotteter, hydrophiler Hohlraum. b)
Ausschnitt einer Doppellipidmembran. Die Fettsédureketten lagern sich an einander, wihrend die
polaren Kopfgruppen sich zu den Aufenseiten ausrichten.

1.2 Freies und liposomales Doxorubicin

1.2.1 Doxorubicin

Doxorubicin (Dox) ist ein antineoplastisch wirksames Mittel aus der Gruppe der antibio-
tischen Zytostatika. Es zeichnet sich auch als Fluoreszenzfarbstoff mit einer Anregungs-
wellenlénge von 480.0 nm und einer Emissionsldnge von 580.0 — 590.0 nm aus. Dox z&hlt
zu den am ldngsten klinisch eingesetzten antineoplastisch wirksamen Mitteln und wird
z.B. bei zahlreichen soliden Tumoren, aber auch bei malignen hiamatologischen Erkran-
kungen eingesetzt [14]. Die Gabe von Dox erfolgt intravends und muss iiber einen sicheren
Zugang erfolgen, da es durch die ausgeprigte Gewebstoxizitit bei einem Paravasat zu
schwerwiegenden Gewebsnekrosen kommen kann.

Es z&hlt zu den Anthrazyklinen und entfaltet seine replikationshemmende Wirkung im
Zellkern. Nach intravenoser Applikation diffundiert Dox in die Zellen und interkaliert in die
DNS des Zellkerns, der Topoisomerase-1II [15] und der mitochondrialen DNS [16], wodurch
eine korrekte Vervielfiltigung der genetischen Information verhindert und im Verlauf der
Zelltod eingeleitet wird. Zu den bekannten Nebenwirkungen z#dhlt neben der bedeuten-
den Myelosuppression u.a. die Kardiotoxizitdt der Anthrazykline, welche sowohl akut als
auch chronisch auftreten kann [17]. Die akute Form tritt in der Regel innerhalb von 24 -
48 Stunden nach der Gabe auf und manifestiert sich in v.a. Herzrhythmusstorungen, die

lebensgefihrlich sein konnen [18]. Eine kardiale Sofortreaktion auf Dox stellt, nach den
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Abbildung 1.2: Strukturformel von Do-
xorubicin. Dox ist ein antineoplastisch wirksa-
mes Molekiil aus der Gruppe der Antibiotika. Es
eignet sich auch als Fluoreszenztarbstoff mit einer

Emissionslange bei 580.0 nm - 590.0 nm. Doxoru- OH
bicin findet bei einer Vielzahl von Tumorerkran-
kungen Einsatz. NH;

aktuellen Angaben der Fachinformation, keine Kontraindikation zu einer erneuten Gabe
dar [14]. Eine Spétreaktion zeigt sich iberwiegend nach einigen Monaten bis Jahren nach
der Applikation von Dox. In den meisten Fillen kommt es dabei zur dilatativen Kar-
diomyopathie und Herzinsuffizienz. Das Risiko, eine Dox-induzierte Kardiomyopathie zu
entwickeln, steigt mit der Hohe der kumulativ verabreichten Dosis [19] und wird in der
Fachinformation mit 450 mg/m? bis maximal 550 mg/m? KOF angegeben [14]. Neben der
Abwiagung besonders gefihrdeter Patienten, z.B. nach einer Bestrahlung des Mediastin-
ums oder mit kardialen Vorerkrankungen, sind ggf. eine Dosisanpassung und obligatori-
sche regelméfige klinische, echokardiographische sowie Laborkontrollen unter Dox-haltiger
Chemotherapie notwendig.

Octavia und Kollegen fassten 2012 [18] zusammen, dass eine eindeutige Ursache fiir
die Anthrazyklin-induzierte Kardiomyopathie noch nicht gefunden werden konnte. Es han-
delt sich um ein multifaktorielles Geschehen, ausgelost u.a. durch reaktive Sauerstoffspezi-
es [17-19]. Im Verlauf kommt es zur Apoptose, Herzinsuffizienz und Reizleitungsstérungen.
Um einer Dox-induzierten Kardiomyopathie vorzubeugen, sollten immer eine moglichst
geringe Dosis bzw. gut vertriagliche Formulierungen verabreicht werden. Ebenfalls kardio-
toxische Substanzen sollten parallel, falls moglich, nicht gegeben werden. Kardioprotektive
Substanzen, wie ACE-Hemmer, -Blocker oder Dexrazoxane konnen sich positiv auswir-
ken [17,20].

1.2.2 Liposomales Doxorubicin

Die erste liposomale Formulierung von Dox ist 1995 in den USA zur klinischen Anwendung
zugelassen worden. Inzwischen sind zahlreiche weitere dazugekommen bzw. befinden sich
in klinischer Erprobung.

Die erste Zulassung erhielt Caelyx® (Europa)/Doxil® (USA), welches eine pegylierte
liposomale Membran aufweist und dadurch eine ldngere intravasale Zirkulationsdauer der
Liposomen erreicht. Durch die Pegylierung wird die schnelle Aufnahme der Liposomen aus
dem Gefifisystem in das Retikulo-Endotheliale-System (RES) verhindert [15]. Hierdurch
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sollen eine lange Zirkulationsdauer und Akkumulation des Wirkstoffes im Tumor gewonnen
werden. Auf Grund der tumorinduzierten, oftmals schnellen und ungenauen Angiogene-
se erscheint eine gesteigerte, passive Diffusion durch die porése Endothelmembran in das
Tumorgewebe moglich [7]. Dem entgegengesetzt ist durch TSL eine aktive und lokal be-
grenzte Dox-Freisetzung moglich, wodurch héhere Dox-Konzentrationen im Gewebe vergli-
chen mit freiem Dox oder mit den zugelassenen liposomalen Dox-Formulierungen erreicht
werden konnen [7]. Die weiteren Vorteile der Anwendung von liposomalen Dox liegen in
der Reduktion der Kardiotoxizitit bei gleicher antineoplastischer Wirksamkeit [15,21]. Es
wurde jedoch haufiger das Auftreten von reversibler palmar-planterer Erythrodysésthesie
beobachtet [21], welche ebenfalls in vielen Fillen eine Dosisreduktion bzw. Therapiepause

notwendig machen kann [22].

1.3 Thermosensitive Liposomen

Phospholipide koénnen bei verschiedenen Temperaturen in unterschiedlichen Konforma-
tionen vorliegen, sodass durch eine sorgfiltige Auswahl der Lipide eine definierte sog.
Phasenumwandlungstemperatur T,, fiir die Liposomenmembran festgelegt werden kann.
Bei Erreichen dieser Temperatur wird die Membran von einem festen in einen fliissigen Ag-
gregatszustand iiberfithrt [3,7]. Geht die Membran von einer festen Phase in eine fliissige
iiber, kommt es zu einer erhohten Permeabilitit der Membran [7]. Ist ein Wirkstoff li-
posomal eingeschlossen worden, resultiert eine schnelle intravasale Freisetzung des einge-
schlossenen Pharmakons (s. Abbildung 1.3). Auch die Liposomengrofie hat entscheidenden
Einfluss auf das temperaturabhéngige Verhalten und die Stabilitét der Liposomen [4,10].
Je nach Gewebeaffinitéit des enthaltenen Wirkstoffs fallt die Anreicherung im Gewebe
unterschiedlich stark aus. Eine Dilution der liposomal freigesetzten Substanz im Gefifl
und die lokale Wirmeapplikation konnen zu Schiden am Gewebe sowie den Gefalwanden
fithren. Insbesondere durch die Gefafischidigung kénnte bei regelméfiiger Anwendung eine
Beeintriichtigung der Blutversorgung des Tumors resultieren [23].

Bereits 1978 wurde von Yatvin et al die erste thermosensitive Formulierung [24] vor-
gestellt. Fiir die Phasenumwandlung war eine Temperatur von 44 °C nétig und auch die
Freisetzung gelang noch nicht ausreichend schnell, sodass weitere Formulierungen unter-
sucht werden mussten. Gute in vitro Ergebnisse erzielten Liposomenformulierungen mit
sogenannten Lyso-Lipid-Anteilen, welche eine sehr schnelle Freisetzung durch die Bildung
von Lyso-Lipid-Poren erméglichen [7,25]. In klinischer Erprobung befindet sich das lipo-
somale DOX ThermoDox® (Celsion), welches Lyso-Lipid-Anteile in der Lipidmembran
aufweist. Es wird aktuell in mehreren Studien fiir den Einsatz bei metastasiertem Brust-
und Darmkrebs als auch Malignomen der Leber evaluiert [26-28].

Eine gute intravasale Stabilitdt verbunden mit einer raschen temperaturabhéngigen
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a)

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung einer liposomalen Membran vor und
wéihrend der Phasenumwandlungstemperatur T,,. a) Stabile Lipidmembran der thermo-
sensitiven Liposomen bei Temperaturen unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur T,,. Die
Membran ist nur gering durchléssig fiir die eingeschlossenen Molekiile, sodass nur geringe Mengen
nach auflen entweichen kénnen. b) Dargestellt ist die Lipidmembran bei einer Umgebungstem-
peratur iiber der Phasenumwandlungstemperatur. Die liposomale Membran wird fluide und die
einzelnen Lipide hiermit gut beweglich. Die enthaltenen Molekiile kénnen einfach durch die Lipid-
doppelschicht diffundieren und sich auflerhalb des Liposoms verteilen. Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Dr. Martin Hossann.

Freisetzung ldsst sich durch eine Zusammenstellung der Membran aus 1,2-dipalmitoyl-
sn-glycero- 3-phosphocholin (DPPC) / 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DSPC)
/1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerin (DPPG2) in einem Verhéltnis von 50:20:30
(mol/mol) erreichen [29]. Die Phasenumwandlungstemperatur dieser Liposomen betrigt
ca. 42 °C. Des Weiteren ist das Freisetzungsverhalten dieser Formulierung weniger abhéngig
von der Liposomengrofie als z.B. von Liposomen mit Lyso-Lipid-Anteilen (PEG/Lyso-TSL:
DPPC / 1-palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin(P-Lyso-PC) / 1,2-distearoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamin-N-methoxy (PEG)-2000 (DSPE-PEG2000) 90:10:4 (mol/mol)) [10].

Die in dieser Arbeit vor allem verwendeten synthetisch-hergestellten Lipide DPPC
und DSPC sind natiirlich vorkommende Phospholipide. Die Phasenumwandlungstempera-
turen liegen bei 41,5 °C fiir DPPC und bei 56 °C fiir DSPC. Das synthetisch hergestellte
DPPGs weist eine niedrigere Phasenumwandlungstemperatur von 39,7 °C auf und stellt
den zweitgrofiten Anteil in den hier v.a. hergestellten TSL dar. Durch Ankniipfen von Po-
lyethylenglykol (PEG) verschiedener Léngen (z.B. PEG2000) kann ein Schutzwall durch
das Herausragen der PEG-Ketten und ein Abschirmen vor intermolekularen Wechselwir-

kungen erreicht werden [3,7].
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Abbildung 1.4: Strukturformeln der Lipide DPPC, DSPC und DPPG,. Strukturfor-
meln der Bausteine von DPPGs-haltiger thermosensitiver Liposomenmembranen: 1,2-Dipalmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholin [DPPC]J, 1,2-Distearoyol-sn-glycero-3-phosphocholin [DSPC] und 1,2-
Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerin [DPPGs].

1.4 Blutserum und sein Einfluss auf liposomale Membranen

Blutserum besteht vor allem aus Wasser, Proteinen, Elektrolyten und in geringen Mengen
aus Abfall-, Boten- und Néhrstoffen. Korpuskulidre Blutbestandteile und Gerinnungsfak-
toren sind im Vergleich zum Vollblut nicht mehr vorhanden. Es eignet sich beispielsweise
fiir Untersuchungen zur Stabilitéit der Liposomen in vitro. Besonders héufig kommt dabei
fetales Kélberserum (FCS) zur Anwendung, welches sich jedoch teilweise von humanem
Serum unterscheidet. Da humanes Serum fiir wissenschaftliche Experimente nur schwer
in den bendtigten Mengen zu gewinnen ist und sich auch deutlich von Charge zu Charge
unterscheiden wiirde, greift man auf FCS zuriick, welches durch standardisierte Rahmen-
bedingungen weniger Abweichungen aufweist.

Das Verhalten von thermosensitiven Liposomen dndert sich im Beisein von Blutserum
[30], sodass genaue Untersuchungen zum Verhalten von TSL in Serum bzw. einzelnen

Serumkomponenten wichtig ist.

1.4.1 Proteine

Die Proteinkonzentration im Humanserum liegt in der Regel bei 66-83 g/1 (s. Tabelle 1.1).
Es finden sich v.a. Albumin, Transferrin, Haptoglobin, Coeruloplasmin, Komplementfak-

toren und Immunglobuline. Albumin und Immunglobuline bilden die grofiten Anteile. Es
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Parameter Einheit FCS physiol. Norm
pH 798 7.37 - 7.45
Osmolalitét mosmol/kg 313 280 - 296
Enzyme
Alkalische Phosphatase U/1 402 35 - 105 (Frau)
40 - 130 (Mann)
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) U/1 46 bis 32 (Frau)
bis 38 (Mann)
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) U/1 8 bis 31 (Frau)
bis 41 (Mann)
~-Glutamyl-Transferase (y-GT) U/1 8 bis 40 (Frau)
bis 60 (Mann)
Lactat-Dehydrogenase (LDH) U/1 558 bis 250
Kreatin-Phosphokinase (CK) U/1 97 bis 170 (Frau)

bis 190 (Mann)

Hémoglobinstoffwechsel

Héamoglobin mg/100ml 23,88 12 - 16 (Frau)
13 - 17 (Mann)

Bilirubin total mg/100ml 0,2 bis 1,1

Kohlenhydrate

Glucose mg/100ml 63 bis 100

Lipide

Cholesterin mg/100ml 38 bis 200

Proteine und N-haltige Verbindungen

Protein (gesamt) g/100ml 3,6 6,6 - 8,3

Albumin g/100ml 1,7 3,5-5,2

a-Globulin g/100ml 1,6 0,13 - 1,08

5-Globulin g/100ml 0,2 0,563 - 1,24

~v-Globulin g/100ml 0,1 0,73 - 1,83

Kreatinin mg/100ml 2,74 bis 0,9 (Frau)
bis 1,1 (Mann)

Harnstoff mg/100ml 28 12 - 50

Hormone

Estradiol pg/ml 90,2

Progesteron ng/ml < 0,2

Testosteron ng/ml 0,07

Elektrolyte

Natrium mmol/1 144 135 - 145

Kalium mmol/] 9,2 3,6 - 5,4

Calcium mmol/1 2,97 2,2-26

Magnesium mmol/1 1,08 0,75 - 1,05

Phosphat mmol/] 2,55 0,84-24

Schwermetalle

Eisen 1g/100ml 162 50 - 150 (Frau)

50 - 160 (Mann)

Tabelle 1.1: Gegeniiberstellung der représentativen Zusammensetzung von FCS und
Humanserum. Auflistung der Bestandteile einer repréisentativen Charge (Charge 0661 L, Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland) und der Standardangaben zu humanem Serum aus Herold Innere
Medizin [31].
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ist bekannt, dass sie in Interaktion mit liposomalen Membranen treten kénnen [3,7,32].

1.4.2 Serumalbumin

Albumin ist ein ca. 66,5 kDa schweres, von den Hepatozyten gebildetes Protein. Es stellt
mit 60-65 % der Serumproteine einen Grofteil der Blutproteine dar und triagt stark zur Er-
haltung des onkotischen Drucks im Gefifl bei. Es dient ebenfalls als Transportprotein z.B.
fiir Abbaustoffe, Aminosduren oder Fettsiureketten sowie Hormone und fungiert als Anti-
oxidans [33,34]. Des Weiteren leistet Albumin durch seine ampholytischen Eigenschaften
einen geringen Beitrag zur Pufferung des pH-Wertes im Blut.

Durch seine zahlreichen Bindungsméglichkeiten stellt Albumin ein sehr gutes Trans-
portprotein fiir medizinische Wirkstoffe dar und kann so z.B. die Halbwertszeit, die Freiset-
zung und das Nebenwirkungsprofil von Medikamenten beeinflussen [35]. Dabei unterschei-
det man zwischen Medikamenten, die bereits an Albumin gebunden sind, und Wirkstoffen,
welche nach Aufnahme durch den Kérper an Albumin gebunden werden. Bereits zugelasse-
ne Wirkstoffe mit hoher Proteinbindung sind in der Endokrinologie z.B. Levemir (Insulin
detemir) und in der Krebstherapie z.B. Abraxane (Paclitaxel als Nanopartikel exogen an
Albumin gebunden) bei nichtkleinzelligem Lungen-, Brust- und Pankreaskarzinom [36].
Laufende Studien untersuchen Vorteile einer Applikation von Aldoxorubicin, einem Pro-
drug von Dox, welches schnell an Serumalbumin bindet und bei Anderung des pH-Wertes
ins Saure, also z.B. im Tumorgewebe, wieder frei wird [37]. Mogliche Interaktionen von

Albumin mit liposomalen Membranen sind beschrieben [32, 38].

1.4.3 Antikorper

Als fester Bestandteil des Immunsystems der Sdugetiere spielen die fiinf Antikorperklassen
eine wichtige Rolle in der humoralen Immunantwort des Menschen. Sie tragen z.B. zur Op-
sonierung unbekannter Molekiile und Neutralisierung bereits bekannter Antigene bei und
kommen membrangebunden sowie frei u.a. im Serum, Speichel- als auch Trinenfliissigkeit
VOr.

Spezifische Antikérper werden erst nach Kontakt mit fremden Antigenen gebildet und
passen genau zu diesem Epitop. Zum besseren Schutz und somit friihzeitiger Abwehrreak-
tion des Korpers werden auch Antikorper mit zufilligem Fab-Anteil gebildet. Die Bindung
von Antikorpern an dhnliche, aber nicht spezifisch passende Epitope ist auch moglich, je-
doch in der Regel weniger stabil und nur kurzfristig. Es ist bekannt, dass Antikorper mit
liposomalen Membranen interagieren und dadurch ihre Festigkeit storen und die Mem-
branen durchléssiger machen kénnen [3,32]. Dabei reagieren die verschiedenen Subklassen
der Immunglobuline unterschiedlich stark mit den Lipiden [40]. Aber auch die Membran-

bestandteile bzw. vor allem das Vorhandensein von Anionen an der Membranoberflache
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Antikorper Struktur Funktion/Lokalisation Hiufigkeit

Erkennen v.a. virale, bakterielle

IgG Antigene und bakterielle Toxine 80 %
V.a. in Trénenfilm, Speichel u.d.
zur Erkennung und Abwehr von o
IgA Antigenen vor Aufnahme in den 13%
Korper
Erste gebildete Antikdrper nach
Antigenkontakt. Anzahl sinkt nach 6 %
IgM Bildung von IgG-AK
IgD Membrangebunden an B-Zellen 1%
V.a. gebunden an basophilen und
IgE Mastzellen, wichtiger Bestandteil 0,002 %

einer allergischen Reaktion sowie
bei parasitirem Befall

Tabelle 1.2: Immunglobulinklassen des Menschen und ihre Funktionen, Hiufigkeiten
und Vorkommen. Abbildung adaptiert aus [39].
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scheinen eine Rolle zu spielen [40]. Auflerdem konnen Antikoérper nicht nur direkt mit
Liposomen interagieren, sondern auch an andere Serumproteine, die sich an die Membran
anlagern, binden und auf diesem Weg ebenfalls eine Immunantwort bzw. ein Abfangen der
Liposomen im RES bewirken [41]. Stérungen der Membranstabilitit bzw. ein Erkennen
und Abfangen der intravends verabreichten Liposomen sind besonders durch den Fe-Anteil
der Antikorper moglich [40,42].

1.4.4 Cholesterin und Lipoproteine

Cholesterin (Chol) ist ein natiirlich vorkommendes Molekiil, das u.a. im Aufbau der Zell-
membran und zur Synthese von Steroidhormonen unerlésslich ist [43,44]. Es ist eine li-
pophile Substanz, die im Blut gebunden an Transportproteine wie Chylomikronen, HDL,
IDL, LDL und VLDL transportiert werden muss [31]. Der gesamte Lipidgehalt im huma-
nen Serum betriagt zwischen 4 bis 10 g/l (s. Tabelle 1.1) und findet sich auf Grund der
Lipophilie v.a. zellassoziiert oder in Lipoproteinen. Somit ist ein Kontakt zu intravenos ver-
abreichten Liposomen als sehr wahrscheinlich anzunehmen. Cholesterinmolekiile kénnen in
der Zellmembran Transportkanile ausbilden, {iber die lipophile Molekiile in die Zelle ein-
und ausgeschleust werden kénnen. Es ist bekannt, dass Phospholipide v.a. iiber Transport-
proteine zwischen lipidischen Vesikeln und Lipoproteinen wechseln kénnen [32,45]. Cho-
lesterin und Lysolipide kénnen auch frei zwischen Lipidvesikeln springen [32]. Bei Aufnah-
me oder Entweichen von Lipiden aus einer Membran wird deren Ordnung und Stabilitét
gestort, sodass es folglich zu einer Abnahme der Membranstabilitit und einer Zunahme der
-permeabilitdt kommt [32]. Der initiale Einbau von Cholesterin in liposomale Membranen
fithrt zu einer stabileren Membran durch die Verringerung der Membranfluiditdt und Was-
serdurchléssigkeit [3,43]. Dies kann durch die Reduktion des Membran-Lipid-Verhéltnisses
und eine strengere Anordnung der Membranlipide, was zu einer dichteren Lipidmembran
fithrt, erklért werden [46]. Inwieweit die Eigenschaften von TSL durch intramembrandse
Lipidbewegungen geéndert werden und die Anderung der Membraneigenschaften durch

Cholesterineinbau bleiben ein aktuelles Diskussionsthema.

1.4.5 Niedermolekulare Serumbestandteile

Zu den niedermolekularen Bestandteilen des Serums zihlen z.B. Elektrolyte, Aminosiuren,
Zytokine und Abbaustoffe wie Harnstoff [47]. Ein ausgeglichener Elektrolythaushalt ist
fiir die regelrechte Funktion des Korpers sehr wichtig. Bei stirkeren Abweichungen von
der Norm kann es zu gravierenden Beeintriachtigungen der Bioelektrizitdt, z.B. zu neu-
rologischen Storungen oder Problemen im Reizleitungssystem des Herzens, kommen [31].
Eine engmaschige Kontrolle und ggf. Einstellung des Elektrolythaushalts ist somit fiir den

menschlichen Korper essentiell. Gerade beziiglich des einfach positiv geladenen Kaliums
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findet sich eine deutlich hohere Serumkonzentration im fetalen Kélberserum im Vergleich
zum Humanserum (s. Tabelle 1.1), sodass Untersuchungen zum Einfluss der niedermoleku-
laren Bestandteile auf das Freisetzungsverhalten von thermosensitiven Liposomen sinnvoll

erscheinen.

1.5 Therapeutische Wiarmeapplikationen

In der Medizin finden sich zahlreiche Moglichkeiten der lokalen oder systemischen Wérme-
applikation. Zur gemeinsamen Nutzung und Erhohung der antineoplastischen Effektivitét
befinden sind bisher insbesondere die lokale Hyperthermie und fokussierter Ultraschall in

Anwendung [48].

1.5.1 Hyperthermie

Die kiinstlich herbeigefithrte Erhchung der Kérpertemperatur wird bereits seit vielen Jah-
ren additiv in der Krebstherapie eingesetzt [49, 50]. Aktuell kommt sie gelegentlich bei
fortgeschrittenen oder inoperablen Tumoren zum gemeinsamen Einsatz mit systemischer
Chemo- und lokaler Strahlentherapie. Man unterscheidet die Erwidrmung des gesamten
Korpers oder einzelner Korperteile bzw. Organe auf Temperaturen zwischen 39 °C—45 °C.
Oberfléchige Tumoren lassen sich gezielt mittels Oberflichenhyperthermie durch elektro-
magnetische Wellen im kurzwelligen Mikro- oder Radiowellenbereich erwérmen [48, 49].
Tiefer liegende Tumoren konnen durch die sog. regionale Tiefenhyperthermie durch An-
wendung von ldngeren elektromagnetischen Wellen im Bereich ,von 27 MHz bis etwa
120 MHz“, wie Lindner et al beschreiben, erreicht werden [48]. Weniger selektive Tem-
peratursteigerungen sind durch Wéarmebéader oder Spiilungen, z.B. des Retroperitoneals-
raums, moglich [50]. Die Dauer der Erwérmung betrigt in der Regel zwischen 60 [48] und
90 Minuten [49].

Durch die gezielte Erhohung der Temperatur kénnen eine Stimulierung des korperei-
genen Immunsystems, eine thermische Schidigung des Gewebes und eine Wirksteigerung
des Medikamentes bzw. der Bestrahlung folgen [50,51].

Die Stimulation des Immunsystems beruht u.a. auf der Expression von Proteinen aus
der Hitzeschockfamilie [50, 52]. Insbesondere die Expression von dem Hitzeschockprote-
in Hsp70 scheint im Rahmen von milder Hyperthermie zuzunehmen und dadurch eine
verstiarke Immunantwort durch die Aktivierung der natiirlichen Killerzellen gegen den Tu-
mor auszulésen [53,54]. Hierdurch ist eine Briicke zu einem méglichen additiven Ansatz
bei der Immunkrebstherapie méglich.

Thermische Schiadigungen wurden regelhaft ab Temperaturen iiber 41 °C beschrieben,
es ist jedoch klar, dass nicht nur die erreichte Hochsttemperatur, sondern auch die Dauer

der thermischen Einwirkung, der jeweilige Zelltyp und die aktuelle Phase des Zellzyklus
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entscheidenden Einfluss auf die Reaktion haben [49]. Hildebrandt et al. [55] beschrie-
ben Storungen des Spindelapparates und chromosomale Schéiden je nach Zyklusphase der
betroffenen Zelle. Auf Grund des schlecht kontrollierten und schnell voranschreitenden
Wachstums des Tumors mit fehlerhaft ausgebildeter Vaskularisation, finden sich meist ein
eher saures Milieu, eine hypoxische Stoffwechsellage und oft Nekroseareale im Tumorinne-
ren (s. Kapitel 1.1). Dies priadisponiert die Tumorzellen zu einer erh6hten Empfindlichkeit
gegeniiber Stress. Eine zusétzliche Stressexposition, z.B. im Sinne von Hyperthermie, kann

den Zelltod verfriiht einleiten [50].

1.5.2 Hyperthermie und Chemotherapie

Fiir zahlreiche Chemotherapeutika gibt es Untersuchungen, die eine Wirksteigerung un-
ter Hyperthermie beschreiben [52]. Dies ist oftmals physikalisch durch eine gesteigerte
Durchblutung und Gefafipermeabilitit des Tumorareals sowie der daraus folgenden Anrei-
cherung des Mittels im Tumor erkldrbar [52,56-58]. Im Rahmen der Temperaturerhhung
sind auch ein schnelleres Anfluten des Wirkstoffes im Zellkern und die damit einherge-
hende Schidigung der DNS (Desoxyribonukleinsidure) moglich. Allerdings entstehen DNS-
Schéaden nicht allein durch die Hyperthermie, sondern insbesondere durch eine Stérung
der DNS-Reparaturproteine und den verwendeten Chemotherapeutika [52,55].

Des Weiteren konnen die Zellen den Schaden durch zwei gleichzeitig einwirkende Stres-
soren schlechter ausgleichen. Auch gibt es Hinweise auf ein erneutes Ansprechen resistenter
Zellen auf Platinderivate nach Gabe des Chemotherapeutikums unter Hyperthermie [59].

Beziiglich Dox erscheint eine intensivierte Anreicherung im Tumorgewebe unter mil-
der Hyperthermie moglich, sodass hohere intratumorale Konzentrationen erreicht werden
konnen. Eine Wirksteigerung fiir Dox unter milder Hyperthermie lésst sich leider nicht
beobachten, sodass der TER (thermal enhancement ratio), ein Quotient zur Quantifizie-
rung des zytotoxischen Effekts unter verschiedenen Temperaturen, fiir Dox unter 41,5 °C
und unter 43,5 °C bei jeweils 1,0 angesetzt wird [52,60].

Da eine Anreicherung und ggf. Wirksteigerung des verabreichten Chemotherapeuti-
kums sowie die Freisetzung des Wirkstoffes aus thermosensitiven Liposomen erreicht wer-
den kann, bildet die lokale Hyperthermie einen vielversprechenden Ansatz zum Drug Tar-
geting mit TSL.

1.5.3 Hyperthermie und Strahlentherapie

Im Rahmen einer multimodalen Krebstherapie kommt der Radiatio eine grofle Bedeutung
zu. Milde Hyperthermie fiithrt zu einer Strahlensensibilisierung der Zellen [48,49,55]. Die
Zunahme der zelluldren Empfindlichkeit gegeniiber Bestrahlung resultiert aus der erhchten

Durchblutung des Gewebes mit Verringerung des sauren Milieus und der hypoxischen Tu-
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moranteile, welche sonst wenig strahlensensibel sind (vergleiche Kapitel 1.5.1) [43]. Over-
gaard [61] und van der Zee [50] fassten jeweils zusammen, dass sich die grofiten Effekte
unter simultaner Anwendung von Wirme und Bestrahlung zeigen, was in der téglichen
Praxis auf Grund der notwendigen stationdren Gerite schwierig durchzufithren ist. Ei-
ne gute Option besteht darin, die Hyperthermie- und Strahlenbehandlung nacheinander
durchzufiihren [55,61]. Es muss jedoch festgehalten werden, dass die Steigerung der Radio-
toxizitdt durch Hyperthermie gleichermaflen Tumor- und gesundes Gewebe trifft, sodass
auch mit einer Erh6hung der Nebenwirkungen einer Strahlentherapie gerechnet werden
muss. Durch den stetigen Fortschritt der technischen Entwicklungen kann das Strahlen-
feld in der Zwischenzeit, insbesondere bei Anwendung von stereotaktischer Bestrahlung,

gut begrenzt und Schiden am umliegenden Gewebe insgesamt verringert werden.

1.5.4 Fokussierter Ultraschall

Fokussierter Ultraschall kann zur gezielten Erwadrmung und auch Zerstérung von lokalen
Tumoren eingesetzt werden [48,62]. Zur selektiven Erwirmung selbst tiefliegenden Gewe-
bes eignet sich hoch-fokussierter Ultraschall (high-intensity focused ultrasound, HIFU),
sodass es eine sehr gute Moglichkeit der Temperaturerh6hung und eine sinnvolle Kom-
bination in der Therapie mit TSL darstellt [62,63]. Je nach Wahl der Wellenlénge, des
Fokus und des Modus kénnen die Temperatur und die Eindringtiefe gewéhlt als auch das
Areal entweder mit kontinuierlichen (continuous wave-HIFU) oder pulsatilen (pulsed wave-
HIFU) Schallwellen erwarmt werden [62]. Ein kurzzeitiger Druckaufbau kann ebenfalls zu

einer erhohten Freisetzung aus TSL beitragen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

TSL konnen einen Beitrag zur erfolgreichen Tumortherapie liefern. Durch die gezielte
Freisetzung antineoplastischer Substanzen kénnen Nebenwirkungen verringert, Dosislimi-
tierungen umgangen und ein besseres Therapieansprechen erreicht werden. Das umge-
bende Medium beeinflusst wesentlich das Freisetzungserhalten der TSL. Das Ziel dieser
Arbeit besteht darin, den Einfluss verschiedener Serumbestandteile auf TSL der Formu-
lierung DPPC/DSPC/DPPG, (50:20:30 mol/mol) aufzuschliisseln und einen Ausblick auf
die Moglichkeiten ihres klinischen Einsatzes zu geben. Besonderes Augenmerk wurde da-
her auf den Einfluss von Serum und hochmolekularen Serumbestandteilen auf das tempe-
raturabhéingige Freisetzungsverhalten DPPGo-haltiger TSL gelegt. Des Weiteren sollten
Unterschiede des Freisetzungsverhaltens der T'SL nach Variation der TSL-Membran durch
Einbau von Cholesterin und PEG2000 beleuchtet werden. Da Serumbestandteile wesent-
lichen Einfluss auf die Membranstabilitdat der TSL haben und z.B. FCS von Charge zu

Charge variiert, sollte ein kiinstliches Serum als mogliches standardisiertes Inkubations-
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medium generiert werden. Die Lagerfihigkeit ist relevant fiir die praktische Anwendung

im klinischen Alltag, sodass die Lagerstabilitéit der TSL bei 4°C untersucht werden sollte.
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Kapitel 2

Material

2.1 Lipide

Abkiirzung Lipid Molare Masse [g/mol] Bezugsort

DPPC 1,2-Dipalmitoyl-sn- 734,06 Genzyme
Glycero-3- Pharmaceuticals,
Phosphocholin Liestal, Schweiz

DSPC 1,2- Distearoyl-sn- 790,17 Genzyme
Glycero-3- Pharmaceuticals,
Phosphocholin Liestal, Schweiz

DSPE-PEG2000 1,2- Dipalmitoyl-sn-  2805,54 Avanti Polar Lipids,
Glycerol-3- Alabaster, Alabama,
Phosphoethanolamin- USA
N-[methoxy-
amino(polyethylen-
glycol)-2000]

DPPG, 1,2- Dipalmitoyl-sn- 819,04 CordenPharma,
Glycero-3- Liestal, Schweiz
Phosphodiglycerin

P-Lyso-PC 1-Palmitoyl-sn- 495,64 Genzyme
Glycero-3- Pharmaceuticals,
Phosphocholin Liestal, Schweiz

Chol Cholesterin 386,66 Bereitstellung von

Tabelle 2.1: Tabellarische Auffiihrung der verwendeten Lipide.
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2.2 Chemikalien, Lésungen, Puffer und Formulierungen

Name

Bezugsort

Ammoniaklosung 25 %
Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrad
Albumin, Albunorm® 200 g/1
Ammoniumhepta-Molybdat-Tetrahydrat
Bidestilliertes-Wasser aus Reinstwasseranlage
Caelyx®

Calciumchlorid, CaCls
Carboxyfluorescein

Chloroform
Doxorubicin 2 mg/ml

Ethansiure (Eisessig)

FCS

Gepoolte Immunglobuline, Intradect®), 50 g/1
HEPES

L-Histidin

Methanol

Molybdéanpulver

Molybdéntrioxid MoOs

NaCl

Natronlauge 0,1 mol/]

Perchlorsiure HCIO4 70%
Phosphat-Standard, 1000 mg/1 Phosphat
Phosphor ICP Standard, 1000 mg/1 Phosphor
Salzsdure 0,1 mol/l bzw. 1 mol/l
Schwefelsiure HoSO4 96 %

Sephadex® G-50

Stickstoff (Reinheit > 99,99 %)
Triton-X100

Merck, D-Darmstadt

Merck, D-Darmstadt

Octapharma GmbH, D-Langenfeld
Merck, D-Darmstadt
Firma-Millipore, D-Darmstadt
Krankenhausapotheke, Klinikum
der Universitdt  Miinchen, D-
Miinchen

Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-
Steinheim

Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-
Steinheim

Merck, D-Darmstadt
Krankenhausapotheke, Klini-
kum der Universitdt Miinchen,
D- Miinchen und Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, D-Steinheim
Merck, D-Darmstadt

Biochrom AG, D-Berlin

Biotest Pharma GmbH, D-Dreieich
Biomol GmbH, D- Hamburg

Roth, D-Buchenau

Roth, D-Buchenau

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Steinheim

Roth, D-Buchenau

Roth, D-Buchenau

Merck, D-Darmstadt

Merck, D-Darmstadt

Merck, D-Darmstadt

Roth, D-Buchenau

Merck, D-Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, D-
Steinheim

Linde

Roth, D- Buchenau

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Chemikalien, Lésungen und Formulierungen.
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2.3 Puffer und hergestellte Losungen

Zur Herstellung der Losungen wurde Reinstwasser (Aqua Millipore®)verwendet.

Name

Bestandteile / Zusammensetzung

Ammoniumsulfatpuffer

Citratpuffer

Histidin-Puffer

HN-Puffer

Laufmittel

Losung I

Losung 11

Molybdéanblauspray

NaCl 0,9 %

Sephadex® Siulenmaterial

300 mM Ammoniumsulfat
pH 4,0

300 mM Zitronensaure
pH 4,0

L-Histidin 6,21 g (20 mM)
NaCl 8,77 g (150 mM)
Wasser ad 11

pH 6,4

20 mM Hepes (4,8g )
150 mM NacCl (8,8 g)
Wasser ad 11

(pH 7,4 oder pH 7,8)

100 ml Chloroform
60 ml Methanol
20 ml Eisessig

5 ml Wasser

HsSO4 35,31 g, Wasser ad 100 ml

Ammoniumheptamolybdat-
Tetrahydrad 3g,
10 % Triton X-100 120 mg, Wasser ad 100 ml

150 ml Losung I

Molybdéntrioxid 40,1 g ad 1125 %ige HoSOy4
150 ml Losung I1

- Molybdénpulver 1,8 g

- Losung I 500 ml

Wasser 600 ml

Natriumchlorid 4,5 g

Wasser 500 ml

Sephadex® G-50 10 g
0,9 % NaCl-Losung ad
150 ml

Tabelle 2.3: Auflistung der verwendeten Puffer und im Labor hergestellten Lésungen.
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2.4 Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

Amicon Ultra-15,
MWCO 10 kDa

DC-Kieselgel 60
(10x20 cm-Platten)

Eppendorf Reaktionsgefifle
2,0 ml

Eppendorfer Reaktionsgefifie 1,5 ml
Falcon Reaktionsgefafl, 50 ml
Glas-Pasteurpipetten

(230mm)

Glaswolle

Kunststoff-Pipettenspitzen

Nitril-Handschuhe
Polycarbonatfilter (100 nm, 200 nm)

Millipore GmbH; D-Schwalbach

Merck, D-Darmstadt

Eppendorf AG, D-Hamburg

Sarstedt, D-Niimbrecht
BD, Erembodegem, Belgien
Brand, D-Wertheim
Assistent, D-Sondheim
Eppendorf AG, D-Hamburg

Berner, D-Elmshorn
Whatman, D-Dassel

Tabelle 2.4: Auflistung der Verbrauchsmaterialien.
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2.5 Gerate

Name

Hersteller

Digitaler Vakuumregler Vac Control Automatic R

Cary Eclipse Fluoreszensspektrophotometer
Extruder Lipex

Feinwaage, Precisa 205 A SCS

Heizblock Typ 53 LS 6301

Magnetriihrer mit Heizplatte, Modell VMS-A
Membran-Vakuumpumpe

pH-Elektrode SenTix 81

pH-Meter inolab pH 720

Pierce Reacti-Vap™ Bedampfungseinheit
Pierce Reacti-Vap™ Heizblock
Pipettierhilfe Pipetus®
Rotationsverdampfer Laborota 4001
Scanner Hp Scanjet 3800
Spectrophotometer Beckmann DU® 640
Thermomixer comfort

Vakuum Exsikkator

Vortex Genie 2 Waage

Precisa BJ6100D

Warmebad, Pharmacia LKB-Multitemp 11
Zentrifuge ZK 380

Zentrifugen 5415 D und 5415 C

Zetasizer Nano series

Tabelle 2.5: Geriteauflistung.

Heidolph Instruments, D-Schwabach
Varian, Pao Alto, Kalifornien, USA
Northern Lipids Inc., Burnaby, Kanada
Precisa Gravimetrics AG,

Dietikon, Schweiz

Liebisch GmbH & Co. KG
Labortechnik, D-Bielefeld

VMR International GmbH, D-Darmstadt
Vacuubrand GmbH, D-Wertheim
WTW, D-Weilheim

WTW, D-Weilheim

Thermo Fisher Scientific, D-Schwerte
Thermo Fisher Scientific, D-Schwerte
Hirschmann Laborgerite, D-Eberstadt
Heidolph Instruments,

HP, Palo Alto, Kalifornien, USA
Beckman Coulter GmbH, D-Krefeld
Eppendorf AG, D-Hamburg

Nalgene, New York, USA

Scientific Industries,

Bohemia, New York, USA

Precisa Gravimetrics AG,

Dietikon, Schweiz

Pharmacia, D-Freiburg

Hermle Labortechnik, D-Wehingen

Eppendorf AG, D-Hamburg

Malvern Instruments,
Worcestshire, Grofibritannien
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2.6 Programme

Name

EndNote X6

Microsoft Office 2010

Pubmed

Zetasizer Nano series software

Un-scan-it gel Version 5.1 (Silk Scientific Corp.)

Tabelle 2.6: Auflistung der verwendeten Programme und Datenbanken.
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Methoden

3.1 Liposomenherstellung

3.1.1 Lipidfilm

Fiir die Herstellung eines Lipidfilms wurden die gewiinschten Lipide mit einer Feinwaage
abgewogen und jeweils in einem Gefafl mit 20 ml Chloroform geltst. Bei Verwendung von
Cholesterin wurde darauf geachtet, dass der DPPGo-Anteil bei 30 mol% und das Verhiéltnis
von DPPC zu DSPC unveréndert blieben.

Aus jedem Gefifl wurden die bendtigten Lipide entsprechend den Konzentrationen ent-
nommen und in einen gemeinsamen Glasrundkolben pipettiert. Um einen gleichméfligen
Lipidfilm zu erzeugen, wurde der Glaskolben an einen bereits auf 40 °C vorgewérmten Ro-
tationsverdampfer gehéngt. Unter kontinuierlicher Rotation fiir 15 Minuten und Vakuum
(375 mbarVakuum) verdampft das Losungsmittel, wodurch ein gleichméfBiger Lipidfilm
entsteht. Anschliefend wurde der Film fiir mindestens 30 min bei 60 °C und 150 mbar
sowie danach fiir 120 min bei 60 °C und 40 mbar getrocknet [29]. Vor weiterer Verarbei-
tung wurde jeder Lipidfilm fiir nicht weniger als 12 Stunden unter Lichtausschluss und in

Vakuum gelagert.

3.1.2 Hydratisierung

Durch Hydratisierung mit einem wiéssrigen Puffer oder einer Losung eines Fluoreszenz-
farbstoffes bilden sich aus dem Lipidfilm spontan Vesikel unterschiedlicher Grofle. Hierfiir
wurde der Glaskolben an den vorgewidrmten Rotationsverdampfer (60 °C) angeschlossen
und mit dem gewiinschten Puffer fiir ungefihr 30 min auf héchster Stufe rotiert. Mit dem
bloflen Auge erkennbar 16ste sich der Lipidfilm von der Glasoberfliche und es bildete sich

eine leicht triibe Suspension.

23
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3.1.2.1 Hydratisierung mit Carboxyfluorescein

Zum getrockneten Lipidfilm wurde 100 mM Carboxyfluorescein (CF) (pH 7,3) hinzuge-
geben und der Lipidfilm unter Rotation gelost. Bei Losen des Lipidfilms in CF-haltigem
Puffer wird ein Teil des CF passiv in die entstehenden Vesikel eingeschlossen und verbleibt
im Inneren der kugelfsrmigen Partikel. Uberschiissiger Farbstoff wurde anschlieBend mit-

tels Sdulenchromatographie (s. 3.1.4) entfernt [29].

3.1.2.2 Hydratisierung mit Ammoniumsulfatpuffer

Die Herstellung von mit Ammoniumsulfatpuffer (pH 5,4) verschiedener Stoffmengenkon-
zentrationen (160 mM, 200 mM und 240 mM) beladenen Liposomen erfolgte nach dem
gleichen Prinzip wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben. Diese Lipidvesikel wurden fiir aktives

Beladen iiber einen Ammonium-Gradienten, z.B. fiir Dox, benétigt.

3.1.3 Extrusion

Die in der Hydratisierung gebildeten Vesikel haben meist eine Groéfie > 1 pum, sodass sie
mittels Extrusion weiter verarbeitet werden mussten. Die liposomale Suspension wurde
hierfiir im Extruder unter Druck durch Filter mit fester Porengroe (z.B. 100 nm, 200 nm)
gefithrt. Dadurch werden Liposomen eines bestimmten Durchmessers generiert.

Beim Aufbau des Extruders wurden je zwei Polykarbonatfilter eingesetzt und mit zwei
Stahlfiltern gestiitzt. Der Extruder wurde fiir mindestens 20 min auf 60 °C vorgewérmt,
um die Extrusion der Lipidlésung zu erleichtern. Um die Lésung zu filtrieren, wurde ei-
ne Stickstoffflasche mit dem Extruder verbunden und ein Druck von 3 mbar eingestellt.
Das Einpippettieren der bislang heterogenen Vesikel wurde moglichst ohne Luftblasenein-
schluss durchgefiihrt, da dies zu einer Verstopfung der Filter fithren kann.

Die Filtration wurde zehn Mal hintereinander wiederholt und die Filter anschlieSend
auf mogliche Einrisse tiberpriift. Zwischen den Extrusionsvorgéingen wurden die Liposomen
in einem Wasserbad warmgehalten, um der Entstehung von anderen Lipidformationen

vorzubeugen.

3.1.4 Saulenchromatographie der Liposomenproben

Die Séulenchromatographie dient dem Aufreinigen der Liposomensuspension. Je nach
Wahl der Sdule kann auch ein Umpuffern der Liposomen erzielt werden.

CF-Liposomen wurden in einer Sephadex®-Siule gegen 0,9 % NaCl und Dox-TSL
gegen HN-Puffer (pH 7,8) bei Raumtemperatur gesdult. Da Liposomen mit CF bzw. Dox
eine orange bzw. rote Farbe haben, ist das Auffangen der durchgelaufenen Liposomen

einfach. Man beobachtete die Farbung der unten abtropfenden Losung und sammelte



KAPITEL 3. METHODEN 25

nur die kréftig gefiarbte Fraktion. Bei jeder Sdulenchromatographie musste stets darauf

geachtet werden, dass die Séule nicht trocken lief.

3.1.5 Liposomaler Einschluss von Doxorubicin

Die Beladung von Liposomen mit amphiphilen Substanzen wie Dox verlief nach dem
Remote-Loading-Verfahren iiber einen Ammoniumgradienten [64]. Fiir das Loading-Ver-
fahren wurde u.a. (NH4)250,4 in den Molaritéiten 160, 200 und 240 mM verwendet. Die
Liposomen und die Dox-Losung wurden bei 37 °C oder 38 °C im Thermomixer inkubiert.
Die Dox-Menge richtete sich nach dem angestrebten Drug-to-Lipid-Verhiltnis von 0,13.
Waéhrend der Inkubation diffundiert das Dox iiber die liposomale Membran. Im Inneren
der Liposomen erfolgt eine Protonierung des Molekiils durch den Uberschuss an NH**,
sodass das Dox nicht mehr entweichen kann. Der liposomale Einschluss wurde iiber die
Abnahme der Fluoreszenz (Ex 470 nm, Em 555 nm) bestimmt und beendet, sobald die
Fluoreszenz auf 10 % des Ausgangswertes abgefallen war. Die Fluoreszenzmessungen er-
folgten ab dem Zeitpunkt 0 in 5-Minuten-Abstéinden. Nach dem FEinschluss wurde die
Probe fiir mindestens 30 Minuten bei 4 °C abgekiihlt. Zur Entfernung von nicht einge-
schlossenem Dox und ggf. entstandener unerwiinschter liposomaler Strukturen wurde die
Suspension zentrifugiert (2.000 g, 10 min, RT) und der Uberstand weiter verarbeitet. Der
Uberstand wurde dann, verteilt auf Zentrifugenréhrchen, bei 19.000 U /min fiir 45 Minu-
ten bei 15 °C zentrifugiert. Das nicht eingeschlossene Dox sammelte sich im Uberstand
und wurde verworfen. Das Pellet wurde in Histin-Puffer pH 6,4 resuspendiert und die
Zentrifugation so oft wiederholt, bis der Uberstand klar wurde. Zur Lagerung wurden die
Liposomen erneut in Histidin-Puffer pH 6,4 resuspendiert und nach Abkiihlung auf 4 °C
bis zu ihrem Gebrauch bei -20 °C gelagert [65].

3.2 Liposomencharakterisierung

Die sorgfiltige Herstellung der ausgewéhlten liposomalen Membran, die Liposomengrofie
und nicht zuletzt die eingeschlossenen Komponenten haben gravierenden Einfluss auf das
Verhalten der Liposomen [4,10]. Die genaue Charakterisierung jeder hergestellten Liposo-
mencharge hat daher grofle Bedeutung fiir die Auswertung und den Vergleich der durch-

gefiihrten Experimente.

3.2.1 Liposomengrifle, Polydispersionsindex und Zeta-Potenzial

Die Bestimmung der Grofie (als z-Average), des Polydispersionsindexes (PDI) und des
Zeta-Potenzials der hergestellten Liposomen erfolgten im Zetaziser nano. Fiir die Messung

der Grofle und des PDI wurden jeweils 20 ul der zu charakterisierenden Charge in destil-



26 KAPITEL 3. METHODEN

liertem Wasser verdiinnt (1:50) und die Grofie sowie der PDI der Losung dreimalig mittels
Photonenkorrelationsspektroskopie bestimmt. Der Polydispersionsindex gibt dabei Aus-
kunft {iber die Homogenitéit einer Losung. Fiir die Messung des Zeta-Potenzials wurden
die Proben in gleicher Weise in isotonischer Kochsalzlésung verdiinnt. Die Bestimmung
des Zeta-Potenzials erfolgte drei Mal [65].

3.2.2 Bestimmungen des Lipidgehaltes und der Lipidkomposition
3.2.2.1 Lipidgehalt

Jede hergestellte Liposomen-Charge wurde auf ihren Gehalt an Lipiden untersucht. Dies
erfolgte durch Messungen des Phosphatgehaltes der Suspension, da jedes eingebaute Phos-
pholipid einen Phosphatrest hat und hierdurch auf den Lipidgehalt riickgeschlossen werden
kann. Die hier verwendete Methode richtet sich nach der 1968 beschriebenen Phosphat-
bestimmung durch Eibl und Lands [66]. Hierfir wurde der Phosphatgehalt der Probe im
Vergleich zu einer 1000 mg/L Standardlésung Phosphat (Firma Merck) vermessen. Die
Liposomenproben wurden dafiir mit Millipore® Reinstwasser verdiinnt (1:40 und 1:50).
Nach Zugabe von H2SO4 (Schwefelséure) und Perchlorsiure wurden die Phospholipide
fiir zwei Stunden bei 300 °C inkubiert, um die Umwandlung zu anorganischem Phosphat
zu erreichen. Hiernach erfolgte die Zugabe von Ammoniumheptmolybdat und Triton X-
100. Triton X-100 wird als Detergens verwendet, wihrend Ammoniumheptmolybdat mit
dem anorganischen Phosphat einen Komplex bildet. Nach 20-miniitiger Inkubationszeit
kann der Phosphatgehalt im Fluoreszenzspektrometer bei einer Wellenléinge von 660 nm
bestimmt werden. Die Berechnung des Phosphatgehaltes erfolgte in Korrelation zur ge-

messenen Fluoreszenz der Phosphat-Standardlosung.

3.2.2.2 Lipidkomposition

Die Uberpriifung der Lipidzusammensetzung und des Mengenverhiltnisses erfolgte mit-
tels Diinnschichtchromatographie (laborinternes Protokoll von Dr. M. Hossann und [29]).
Hierfiir wurde initial die Liposomenmembran durch dreimalige Zugabe von Chloroform
und Methanol aufgelost, die organischen Phasen jeweils zusammengefithrt und anschlie-
Bend unter Stickstoffzufuhr eingedampft:

1 pmol Liposomenlésung wurden in 2 ml 5 %iger NaCl-Losung mit 2 ml 1:1 (v/v)
Chloroform:Methanol-Losung gemischt und zentrifugiert (4200 U/min, 10 min). Die unte-
re Phase wurde entnommen und bei Seite gestellt. Die obere Phase wurde mit 2 ml Chlo-
roform:Methanol 3:1 (v/v) vermischt und zentrifugiert. Die jeweils entstandenen unteren
Phasen wurden zusammengefithrt und die obere Phase mit 1 ml Chloroform gemischt,
anschliefend zentrifugiert und die untere Phase entnommen. Die gesammelten unteren

Phasen wurden dann bei 40 °C unter Stickstoffzufuhr eingedampft.
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Vor dem Auftragen der getrockneten Lipide auf die Kieselgel-Platte wurden die Phos-
pholipide in einer 9:1 Chloroform:Methanol (vol/vol)-Losung gelost. Je 1 pl der Lipidprobe
wurden auf die Kieselgelplatte neben der Standardlésung des Labors bestehend aus DPPC,
DSPC, Lyso-PC und DPPGy aufgetragen. Die Standardlésung dient zum Nachweis einer
erfolgreichen Lipidtrennung.

Die Gel-Platte wurde im Chromatographie-Geféff mit Laufmittel (s. Kapitel 2.2) und
Filterpapier so lange belassen bis das Losungsmittel ca. 3/4 der Platte erreicht hatte. Bei
diesem Vorgang ist auf einen ausreichenden Dampfdruck zu achten, welcher durch ein
aufgestelltes und Losungsmittel-getrinktes Filterpapier gewéhrleistet werden kann. Die
getrocknete Kieselgelplatte wurde mit Molybdénspray geféarbt, sodass die aufgetrennten
Lipide bzw. ihre Phosphatreste sichtbar gemacht und zur qualitativen und quantitativen

Auswertung eingescannt werden konnten.

3.3 Bestimmung der Menge des liposomal eingeschlossenen
Wirkstoffes

Die Bestimmung des eingeschlossenen CF und Dox erfolgte nach Zerstorung der liposoma-
len Membran und durch Messung der frei gewordenen Farbstoffe. Liposomal eingeschlos-
senes CF bzw. Dox ist durch die hohe intraliposomale Konzentration nicht quantitativ
messbar. Nach Auflésen der Membran und durch Verdiinnung ins extraliposomale Medi-

um gelingt die fluoreszenzspektrometrische Quantifizierung der frei gewordenen Molekiile.

3.3.1 Carboxyfluorescein-Gehalt

Der CF-Gehalt wurde durch Auflésen der liposomalen Membran mit 10 %-igem Triton
X-100 und anschlieSender Messung bei einer Extinktion von 493 nm und Emission von
513 nm bestimmt. Zur vollstdndigen Destruktion der Membran wurden die Liposomen fiir
15 Minuten bei 45 °C mit Triton X-100 inkubiert. Von jeder Liposomencharge wurden
zwei Proben jeweils vierfach gemessen und der Mittelwert der Absorption bestimmt. Zum

Vergleich diente eine laborinterne Referenzgerade.

3.3.2 Doxorubicin-Gehalt

20 pl der Liposomenprobe wurden auf drei verdiinnte Losungen mit HN-Puffer (pH 7,4)
aufgeteilt (1:3, 1:5, 1:6). 20 ul der jeweiligen Losungen wurden zur Membrandestruktion
mit 200 pl Triton X-100 fiir 15 Minuten bei 45 °C im Thermomixer inkubiert. Zur Messung
der Fluoreszenz wurden 20 pl entnommen, in 3 ml HN-Puffer (pH 7,4) verdiinnt und im
Varian-Fluoreszenzspektrometer (Ex 470 nm/Em 555 nm/900 V) vermessen. Als Referenz

diente eine als Arzneimittel zugelassene Dox-Losung (2 mg/ml) aus der Apotheke.
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3.4 Temperaturprofil der TSL

Das Verhalten der TSL unter verschiedenen Temperaturen wurde durch Messungen des
frei werdenden Farbstoffes, CF oder Dox, bestimmt. Hierfiir wurden die jeweilige Lipo-
somencharge fiir je 5 Minuten bei Temperaturen zwischen 37 °C bis 45 °C inkubiert
und anschlielend die Fluoreszenz der Probe vermessen. Alle fiinf-Minuten-Werte wurden
jeweils als Doppeltmessungen durchgefiihrt und daraus der Mittelwert sowie die Standard-
abweichung bestimmt. Zur Beurteilung der Freisetzung nach lingerer Inkubation erfolgten
auch Messungen nach 1 Stunde bei 37 °C und 42 °C.

Vor und sofort nach dem Erwéirmen wurden die Liposomen auf Eis gelagert, um die
Permeabilitéit der liposomalen Membran zwischen den Arbeitsschritten moglichst gering

zu halten.

3.4.1 Temperaturprofil Carboxyfluorescein-haltiger TSL

Jede Liposomen-Probe wurde initial 1:50 mit 0,9 % NaCl-Losung verdiinnt. Jeweils 100
ul dieser Losung wurden z.B. mit 1000 ul 0,9 % NaCl oder FCS als Inkubationslosung
versetzt. Aus diesen Losungen wurden je 20 pl entnommen, bei der entsprechenden Tem-
peratur im Thermomixer erwdrmt und anschlieBend auf Eis gelagert. Zur Messung im
Fluoreszenzspektrometer wurden stets 1000 pl NaCl/Tris zugegeben.

Als Referenzwert diente die maximale Fluoreszenz nach Auflésung der liposomalen
Membran. Hierzu wurden 100 ul der ersten Verdiinnung mit 100 ul 10%igem Triton X-100
versetzt und anschlieend fiir 15 Minuten bei 45 °C im Thermomixer inkubiert. Nach der
Inkubation wurden 900 ul 0,9 % NaCl-Losung hinzugefiigt und von dieser Lésung 20 pl in
eine Kiivette pipettiert, mit 1000 pl NaCl/Tris aufgefiillt und im Fluoreszenzspektrometer
(Varian, Ex 493 / Em 513 nm / 625 V) vermessen [29].

3.4.2 Temperaturprofil Doxorubicin-haltiger TSL

Die Bestimmung der Freisetzung aus Dox-beladenen Liposomen erfolgte in FCS. Fiir die
Messungen wurden jeweils 20 pl einer Losung aus Liposomen (80 pl) und FCS (800 pl)
bei entsprechender Temperatur inkubiert, anschliefend mit 1000 xl HN-Puffer pH 7,4
verdiinnt und die Fluoreszenz (Varian, Ex 470 nm / Em 550 nm / 800 V) bestimmt. Als
Kontrollwert wurden 20 pl der Liposomen mit 20 ul 10 % Triton X-100 versetzt, fiir 15
Minuten bei 45 °C inkubiert und anschliefend mit 180 pul HN-Puffer pH 7.4 verdiinnt.
Davon wurden 20 pl in eine Kiivette gegeben, mit 1000 p1 HN-Puffer pH 7,4 verdiinnt und

die Fluoreszenz bestimmt.
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3.4.3 Temperaturprofile DPPG,- und PEG2000-TSL unter Zugabe von

Serumbestandteilen
3.4.4 Niedermolekulare Serumbestandteile

Niedermolekulare Serumbestandteile wurden durch gleichzeitige Filtration und Zentrifu-
gation von FCS mittels Zentrifugen-Filtereinheiten gewonnen. Das molecular weight cut
off (MWCO) lag bei 10 kDa.

3.4.5 Hochmolekulare Serumbestandteile

Jede Liposomencharge wurde entsprechend Kapitel 3.4.1 verdiinnt. 20 ul der entstandenen
Liposomenlésung wurden zur Erwédrmung im Thermomixer mit der entsprechenden Menge
Albumin, Immunglobulinen oder Lipidakzeptorvesikeln versetzt und nach der Inkubation
auf Eis gelagert. Zur Bestimmung der Tritonwerte wurden 100 ul der Liposomenlésung mit
100 pl 10 %-Triton-X-100 vermengt fiir 15 min bei 45 °C inkubiert. Anschlieend wurde
die Losung mit 900 ul (bestehend aus der jeweiligen Menge an Serumbestandteilen und
der zu ergiinzenden Menge an 0,9 % NaCl) verdiinnt. 20 ul dieser Losung wurden in 1000
pl NaCl/Tris verdiinnt und im Fluoreszenzspektrometer (Varian, Ex 493 / Em 513 nm /

625 V) vermessen.

Albuminlésung [pl] Immunglobulinlésung [p]]  Lipidakzeptorvesikel [pl]

50 20 10
100 100 20
200 200 40
300 300 60
400 360 80
500 100

Tabelle 3.1: Verwendete Mengen an Albumin-, IgG- und Lipidakzeptorvesi-
kell6sungen zur Bestimmung der Temperaturprofile fiir jeweils einen Versuchsdurch-

gang.

3.4.6 Lipidkontakt

Bei Kontakt von TSL mit Lipiden erscheint ein Austausch einzelner Fettsduren moglich,
sodass Lipidvesikel aus DPPC und Cholesterin (55:45 mol/mol) sowie reine DPPC-Vesikel
hergestellt wurden. Es wurden DPPC- und DPPC/Cholesterin-Vesikel ohne Extrusion
hergestellt, um eine breite Groflenvielfalt zu erhalten. Die Temperaturprofile der TSL
nach Inkubation mit Lipidvesikeln wurden analog zu Kapitel 3.4 bestimmt. Die maximale
Fluoreszenz wurde mit TSL und der jeweiligen Menge an Lipidakzeptorvesikeln (0,4 mM,
0,8 mM, 1,6 mM, 2,4 mM, 3,2 mM und 4,0 mM) nach Auflésen mittels Triton X 100

vermessen.
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3.4.7 Temperaturprofile in kiinstlichen Seren

Zum weiteren Vergleich der CF-Freisetzung in FCS und nach Zugabe der einzelnen Serum-
komponenten wurden auch kiinstliche Seren hergestellt. Die Zusammensetzungen sind in
Tabelle 3.2 beschrieben. Dabei wurden die Zusammensetzungen von FCS und Humanse-
rum bzgl. der mengenméfBig hdufigen Anteile und ein Serum mit den jeweiligen physiologi-
schen Konzentrationen bzgl. IgG, Albumin und Lipidvesikel nachgestellt. Die Bestimmung
des Temperaturprofils erfolgte analog zu Kapitel 3.4.2. Die Tritonwerte wurden nach Zu-

gabe von 900 pl des jeweiligen kiinstlichen Serums bestimmt.

Kiinstliches  Kiinstliches Kiinstliches
FCS Humanserum  Serum
Albuminlosung [ul] 85 200 200
IgG-Losung [pl] 20 240 360
Lipidakzeptorvesikel
DPPC/Chol 55:44 (mol/mol) [pl] 55 65 65
Cholesterin 5,7 mmol/1 in NaCl 0,9 % [u]] 495
KCL-Losung 9,2 mM [ul] 840
NaCl 0,9 % [u]] 375

Tabelle 3.2: Kiinstlich hergestelltes FCS, Humanserum und Serum. Auflistung der
Bestandteile und der verwendeten Mengen.

3.5 24 h - Temperaturprofil von DPPG,-TSL in FCS bei
37°C

Die Temperaturprofile von TSL fiir langere Inkubationsdauer wurden unter Inkubation fiir
bis zu 24 Stunden bei 37 °C bestimmt. Zu Beginn wurden 20 ul der TSL-Probe 1:50 mit
0,9 % NaCl verdiinnt und hiervon 100 pl fiir die einzelnen Messungen in 1 ml FCS pipet-
tiert. Die Proben wurden unter Mischen (750 rpm) fiir die jeweilige Zeitdauer inkubiert.
Anschliefend erfolgte die zweifache Bestimmung der Fluoreszenz im Fluorometer (20 pl
der Probe in 1000 pl NaCl/Tris, Ex 493 nm / Em 513 nm). Als 100 %-Wert der Fluo-
reszenz diente der gemessene Wert nach Auflésung der TSL-Membran mit Triton-X100.
Die Experimente erfolgten mit DPPC/DSPC/DPPG3 50:20:30 (m/m)-TSL und 10 mol%
20 mol% sowie 30 mol%-Chol-TSL.

3.6 Offnungskinetik

Offnungskinetiken zeigen das Freisetzungsprofil der TSL unter verschiedenen Temperatu-
ren und in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer auf.

3 ml FCS wurden fiir 25 Minuten bei der jeweiligen Temperatur vor TSL-Zugabe
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erwéirmt. Nach Zugabe der TSL-Probe wurden die Losungen in den Kiivetten mittels klei-
nen Magnetriihrstdbchen vorsichtig geriithrt und je zwei Kiivetten mit 20 pl der verdiinnten
Liposomenprobe und zwei weitere Kiivetten mit Triton-X100-Liposomenlosung befiillt.
Die Fluoreszenzbestimmungen erfolgten im Fluorimeter (Ex 470 nm / Em 555 nm
/ 875 V) alle 20 Sekunden fiir insgesamt 20 Minuten. Als 100 %-Referenzwert diente die
Fluoreszenz nach vollsténdiger Auflésung der liposomalen Membran. Die Hintergrundfiuo-

reszenzen (30 °C) der Inkubationslosungen, Triton und TSL wurden ebenfalls bestimmt.

3.7 Lagerstabilitét

3.7.1 Lagerstabilitit der Dox - TSL

Die Stabilitdt der Lipidzusammensetzung Dox-haltiger TSL wurde mittels DC (s. Kapitel
3.1.5) nach Lagerung fiir vier, acht und 12 Wochen bei 4 °C bestimmt.

Zur Bestimmung der Lagerfihigkeit wurden drei Liposomenchargen gleicher Lipid-
zusammensetzung (DPPC/DSPC/DPPG;y 50:20:30 (m/m)), unterschiedlicher Molaritét
(160 mM, 200 mM und 240 mM) des eingeschlossenen Puffers (NH4)2SO,4 vor aktiver Be-
ladung mit Doxorubicin hergestellt. Nach dem Dox-Einschluss wurden die Liposomen fiir
jeweils vier, acht und 12 Wochen bei 4 °C gelagert und anschlieffend die Lipidverhéltnisse
der liposomalen Membran durch Diinnschichtchromatographie (s. Kapitel 3.2.2.2) ermit-
telt.
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Kapitel 4
Ergebnisse

Teile der hier beschriebenen Ergebnisse sind im Rahmen der Publikation [32] verdffentlicht.

4.1 Liposomencharakterisierung und Qualitidtskontrolle

Jede hergestellte Liposomencharge wurde nach der Herstellung bzgl. ihrer Lipidzusam-
mensetzung, Grofle, PDI, (-Potential, T,,, und Temperaturprofile iiberpriift.

Tabelle 4.1 zeigt die hergestellten Liposomen und ihre Figenschaften auf. Ziel ist es,
reproduktive Ergebnisse von verschiedenen Chargen gleicher Zusammensetzung zu erlan-
gen und so aussagekriftige Ergebnisse beim Vergleich verschiedener TSL-Formulierungen
zu generieren. Die hier ermittelten biophysikalischen Eigenschaften der Liposomenformu-
lierungen sind vergleichbar mit veroffentlichen Daten zu TSL [10,29]. Im Folgenden soll

die TSL-Charakterisierung exemplarisch beschrieben werden.

4.1.1 Groflenbestimmung, Polydispersionsindex und Zetapotenzial

Durch die Druckextrusion sollten aus der TSL-Suspension Liposomen einer Grofie generiert
werden. Die monodisperse Groflenverteilung um 100 nm des Durchmessers der TSL zeigt
das Ergebnis einer als erfolgreich gewerteten Extrusion durch einen Filter mit 100 nm
PorengroBe an (s. Abbildung 4.1). Die dreifache Messung ergibt drei Peaks jeweils bei
100 nm ohne Aggregatspeaks. Der hier gleichzeitig ermittelte Polydispersionsindex 0,07
bestétigt eine sehr hohe Homogenitit der TSL-Charge.

4.1.2 Lipidzusammensetzung

Die quantitative Zusammensetzung der liposomalen Membran wurde mittels DC kon-
trolliert. Die Bande 0 in Abbildung 4.2 zeigt die Auftrennung der laborinternen Stan-
dardlésung mit den Lipiden P-Lyso-PC, DPPC, DPPGy, DSPE-PEG2000. Die Auswer-

tung der Kieselgel-Platte erfolgte nach dem Einscannen. Es wurden die verschiedenen

33
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Formulierung Extrusion / Grofe ¢- PDI Phosphat-  drug:lipid T,, Finge- Wirkstoff-
[mol/mol] Membrangrofie  [nm]  Potential gehalt (m/m) [°C]  schlossener freisetzung**
[nm] [mV]* [mM] Wirkstoff (%]
DPPC/DSPC/DPPG, 100 107 -23,3 0,10 29,3 0,13 Dox 0,7+0,1
(50:20:30)
DPPC/DSPC/DPPG, 100 106 -18,7 0,21 17,7 0,13 Dox 6,4+1,2
(50:20:30)
DPPC/DSPC/DPPGs 100 197 -22,6 0,39 15,7 0,12 Dox 8,1+0,9
(50:20:30)
DPPC/DSPC/DPPG, 200 190 18 032 474 0,10 CF 4,044.,6
(50:20:30)
DPPC/DSPC/DPPG, 200 135 33 0,10 474 0,09 426 CF 5.340,1
(50:20:30)
DPPC/DSPC/DPPGy/Chol 200 128 955 0,05 259% 0,15 CF 7.9441
(26:14:30:30)
DPPC/DSPC/DPPG,/Chol 200 132 21,9 0,06 350% 0,10 40,9 CF 16,147,4
(34:16:30:20)
DPPC/DSPC/DPPGy/Chol 200 130 -21,0 0,09 40,37 0,10 41,5 CF 6,0+3,1
(42:18:30:10)
DPPC/DSPC/DSPE- 200 119 3,0 0,10 36,5 0,08 43,8 CF 6,1£0,6
PEG2000
(80:15:05)

Tabelle 4.1: Verwendete Liposomenformulierungen

bei 37 °C in FCS. #: ohne Cholesterin.

und ihre Eigenschaften. *: (-Potential gemessen in 0,9 % NaCl. **: 1 h Inkubation
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Abbildung 4.1: GréBenverteilung von DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPG,
50:20:30 (m/m)). Abgebildet ist eine repréisentative monodisperse GréBenverteilung der ver-
messenen Liposomenlésung. Der Peak der GréBenverteilung liegt, entsprechend dem gewédhlten
Extrusionsfilter, bei einem Durchmesser von 100 nm. Es finden sich keine Aggregatspeaks.

Laufstrecken, die Farbstoffintensititen der einzelnen markierten Banden bestimmt und
daraus eine quantitative Auswertung der Lipidanteile vorgenommen. DPPC- und DSPC-
Lipide wandern auf der Gelplatte gleich weit, sodass sie in einer Bande abgebildet werden.
Die prozentualen Mengenangaben beziehen sich in diesem Fall stets auf beide Lipide zu-
sammen. In beiden Abbildungen sieht man neben der Kontrollbande 0 die exemplarische
Auftrennung von drei (Abbildung 4.2 b) bzw. vier (Abbildung 4.2 a) Liposomenchargen
der gleichen Zusammensetzung aus DPPC/DSPC/DPPGs 50:20:30 (m/m). In Abbildung
4.2 b zeigt sich eine rote Bande. Diese entspricht Doxorubicin, welches vorher in die Lipo-
somen eingeschlossen worden war.

Auf Grund ihrer kleinen Struktur und geringen Polaritét ist der Wanderweg von Lyso-
Lipiden im verwendeten Laufmittel am kiirzesten. Sie entstehen mit zunehmendem Alter
und Verarbeitungsschritten der Liposomen. Als néichste Bande zeichnen sich DPPC und
DSPC ab. Nach DPPGy folgt DSPE-PEG2000, das grofite Molekiil mit der stdrksten
Polaritdat. In den hier iiberpriiften Liposomenchargen sieht man deutlich, dass keine un-
erwiinschten P-Lyso-PC-Anteile und kein DSPE-PEG2000 nachweisbar sind.

Als reprisentatives Beispiel zeigt die Auswertung der Reihe 3 der Kieselgel-Platte b) in
Abbildung 4.2 einen Anteil von 70,7+6,6 % DPPC/DSPC und 29,4+6,7 % DPPGs. Somit
findet sich eine korrekte Verteilung der Lipide in der Liposomenmembran entsprechend
der gewiinschten Formulierung DPPC/DSPC/DPPG, 50:20:30 (mol/mol) ohne Lysolipid-
Anteil.
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Abbildung 4.2: Zwei Kiesel-Gel-Platten nach diinnschichtchromatographischer Auf-
trennung DPPG,-haltiger Liposomen (DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 (mol/mol)).
Die Phosphatreste werden mit Molybdédnspray angefiarbt. Als Laufmittel fungiert eine Ldsung aus
Chloroform, Methanol und FEisessig (s. Kapitel 2.3) Bande 0 représentiert eine Standardlésung mit
Anteilen von P-Lyso-PC, DPPC und DSPC, DPPGs sowie DSPE-PEG2000. Auf der DC-Platte
b) ist Dox als zusétzliche rote Bande abgebildet, da es zuvor in diese Liposomen eingeschlossen
worden war.
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Abbildung 4.3: CF-Freisetzung aus DPPG»-TSL (DPPC/DSPC/DPPG, 50:20:30
(m/m)) in Abhéingigkeit von Temperatur und Inkubationsmedium. a) Fiinf Minuten-
Werte bei Inkubation von 37 °C bis 45 °C in FCS und 0,9 % NaCl. Es zeigt sich eine Zunahme der
CF-Freisetzung bei Inkubation in FCS mit ansteigender Temperatur. Die hochste Freisetzung wird
mit 69,7+0,7 % bei 44 ° C erreicht. In 0,9 % NaCl findet sich nur ein geringer Anstieg der Freisetzung
auf maximal 6,3 % trotz Temperaturen gréBer oder gleich der Phasenumwandlungstemperatur (T,
42,6 °C). b) Inkubationen der TSL fiir eine Stunde bei 37 °C bzw. 42 °C in FCS bzw. NaCl. Es
gibt kaum CF-Freisetzung aus den TSL bei 37 °C in beiden Medien. In FCS verzeichnet man
eine geringere Freisetzung als in 0,9 % NaCl (12,1+3,2 % vs. 5,3£0,1 %). Bei 42 °C betréigt die
CF-Freisetzung in FCS 77,0+5,4 %, in NaCl werden 31,44+0,3 % des CF frei.

4.2 In vitro Temperaturprofile von DPPG,-TSL

4.2.1 Temperaturprofile CF-haltiger DPPG,-TSL

In vitro Temperaturprofile der DPPGo-TSL stellen einen der wichtigsten Punkte zur Cha-
rakterisierung und Aussagen iiber den moglichen klinischen Einsatz der Liposomen dar.
Die Bestimmungen der CF-Freisetzung nach fiinf-miniitiger Inkubation CF-haltiger Lipo-
somen in 0,9 % NaCl bzw. FCS zeichnen ein genaues Bild der Temperatur- und Medium-
abhéngigkeit der liposomalen Membran. Aussagen zur Membranstabilitdt nach ldngerer
Inkubationsdauer liefern die Versuche zu Inkubationen fiir eine Stunde bei 37 °C bzw.
42 °C in 0,9 % NaCl bzw. FCS.

Bei fiinf-miniitigen Inkubationen der TSL mit der Formulierung DPPC/DSPC/DPPG,
50:20:30 (m/m) in 0,9 % NaCl steigt die Intensitét der Fluoreszenz von 1,3+0,1 % bei 37 °C
auf maximal 6,340,5 % bei 44 °C. Eine einstiindige Inkubation der TSL in 0,9 % NaCl
ergibt eine CF-Freisetzung von 12,14+3,2 % bei 37 °C und 31,4+0,3 % bei 42 °C.

Bei gleichen Bedingungen und fiinf-miniitigen Inkubationen in FCS zeigt sich eine
CF-Freisetzung von 66,9+0 % bei 43 °C (T,, 42,6 °C, s. Tabelle 4.2). Ab 40 °C er-



38 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

reicht die CF-Freisetzung bereits 18,940,3 % und steigt weiterhin auf ein Maximum von
69,7+0,7 % bei 44 °C an. Bei 45 °C zeigt sich erneut eine leichte Abnahme der CF-
Fluoreszenz (60,3+1,9 %).

Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C tritt nur wenig CF aus den TSL aus (5,3+0,1 %).
Nach einer Stunde bei 42 °C werden bereits 77,0£5,4 % des CF frei (s. Abbildung 4.3).

Insgesamt weisen DPPGo-TSL nur eine minimale Freisetzung sowohl in 0,9 % NaCl
als auch FCS bei Temperaturen von 37 °C bis 39 °C auf (s. Abbildung 4.3). Bei Erhéhung
der Temperatur in den Bereich der T, in FCS kommt es zu einem sprunghaften Anstiegs
der Freisetzung, sodass hier die Temperatursensitivitit und ein Zusammenhang mit dem

Umgebungsmedium deutlich werden.

4.2.2 Temperaturprofil Doxorubicin-haltiger DPPG.-TSL

DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPG2 50:20:30 (m/m)) mit eingeschlossenem Dox zeigen
eine Zunahme der Dox-Freisetzung bei steigender Temperatur in FCS. Von Raumtempera-
tur bis 39 °C steigt die Dox-Freisetzung langsam auf ca. 10 %, bei 40 °C werden innerhalb
5 Minuten bereits 52,4+0,7 % des Dox frei (s. Abbildung 4.4). Bei mild hyperthermen
Temperaturen (41 °C - 42 °C) werden 80+3,3 % bzw. 93,44+4,6 % des CF auflerhalb der
TSL registriert. Hervorzuheben ist die geringe Freisetzung unterhalb dieser Temperaturen
mit 2,8+0,1 % bei 37 °C bis 12,84+0,7 % bei 39 °C. Die Inkubationen fiir jeweils eine Stun-
de bei 37 °C bzw. 42 °C zeigen eine entsprechend niedrige bzw. vollstdndige Freisetzung
(6,4+1,2 % bzw. 102,6+1,3 %, s. Abbildung 4.4).

Im direkten Vergleich von Dox-DPPGg-TSL und CF-DPPG,-TSL zeichnet sich eine
frithere und hohere Freisetzung aus Dox-beladenen Liposomen ab. Beide TSL-Formulie-

rungen weisen geringe Freisetzungen bis 39 °C auf (s. Abbildung 4.5).

4.2.2.1 Offnungskinetik Dox-haltiger DPPG,-TSL

Offnungskinetiken beschreiben die Freisetzung des liposomal eingeschlossenen Farbstof-
fes bei festgesetzter Temperatur in Abhéngigkeit von der Zeit. In HN-Puffer pH 7,4
(s. Abbildung 4.6) zeigen sich die Dox-DPPGy- TSL bei normaler bzw. leicht erhohter
Korpertemperatur (37 °C - 39 °C) stabil mit einer maximalen Freisetzung von 7,0+0,9 %
nach 20 Minuten Inkubation bei 39 °C. Bei weiterer Erhohung der Inkubationstempera-
tur und Erreichen mild hyperthermer Werte stellt sich eine rasche Freisetzung des Dox
ein (42 °C: t = 0,3 min, Dox-Freisetzung 57,0+1,7 %; t = 1,0 min, Dox-Freisetzung
69,2+1,7 %; t = 6,7 min, Dox-Freisetzung 90,9+0 %).

Bei Inkubationen in FCS (s. Abbildung 4.7) féllt eine deutlich hohere Freisetzung bei
Korpertemperatur auf. Bei 37 °C werden zu Beginn (t = 1,0 min) 3,6+0,1 % und nach
20 Minuten bis zu 19,2+0,6 % des Dox frei. Bei 38 °C steigt die Freisetzung auf bis zu
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Abbildung 4.4: Doxorubicin-Freisetzung aus DPPG»-TSL (DPPC/DSPC/DPPG,
50:20:30 (m/m)). a) Dox-Freisetzung nach fiinfminiitiger Inkubation in FCS von 37 °C bis
45 °C. Es zeigt sich eine geringe Freisetzung bis 39 °C (12,8+0,7 %) und ein rapider Anstieg
ab 40 °C (40 °C: 52,4+£0,7 %, 41 °C: 80,0+£3,3 %, 42 °C: 93,4+4,6 %, 43 °C: 95,9+1,7 %). b)
Nach einstiindiger Inkubation bei 42 °C findet eine vollstindige Freisetzung (102,6+1,3 %) des
eingeschlossenen Dox in FCS statt. Nach einer Stunde in FCS bei 37 °C lassen sich nur 6,4+1,2 %
des Dox auferhalb der Liposomen detektieren.
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Abbildung 4.5: CF- und Dox-Freisetzung aus DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPG,
50:20:30 (m/m)) bei fiinfminiitigen Inkubationen in FCS bei Temperaturen von 37 °C
bis 45 °C. Beide Kurven zeigen einen temperaturabhéingigen Verlauf mit geringem Ausstrom des
jeweils enthaltenden Farbstoffs bis 39 °C' (Maximum CF-DPPGs 8,2+0,3 % und Maximum Dox-
DPPGs 10,6+4,1 % bei 39 °C). AnschlieBend kommt es insbesondere bei Dox-beladenen Liposomen
zu einer starken Zunahme des Ausstroms. Bei 41 °C werden bereits 88,2+11,7 % des Dox frei,
wéhrend nur 32,9+1,2 % des CF detektiert werden.



40 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

110

yre ‘-" wv“vw!"v v"w%wbv* Nyr
wLl?

o iiiﬁ#iiﬁﬁ’ir«ﬁﬁiiﬁ

90 -

80 -

60 11
50 j

40

Dox-Freisetzung [%]

20 A

10

IIELILLFIILIILFlﬁLllllIILII||lII|IIIIIII|IIIIIl

::EEEEEEEE]EEEEEEHEEEEEFFFF[E!FI A "
0 ,5 A A A:;_A;_A.;,:““,ec;wc,c;cvccvu Geasesasesas AABAARAS

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 21

Zeit [min]

<& 37°C 4 38°C OO 39°C & 40°C A 41°C & 42°C
4 43°C & 44°C = 45°C

Abbildung 4.6: Offnungskinetik von Dox-beladenen DPPG,-TSL
(DPPC/DSPC/DPPG, 50:20:30 (m/m)) in HN-Puffer pH 7,4. Nach 20 Minuten
bei Kérpertemperatur (37 °C - 39 °C) betrégt die maximale Dox-Freisetzung 7,0+0,9 %. Bei
Inkubationen bei 41 ° C zeigen sich bereits deutlich hohere Dox-Freisetzungen mit 48,4+7,8 % nach
1,0 Minuten, 61,5+9,2 % nach 3,3 Minuten und 70,5+9,3 % nach 6,3 Minuten sowie 86,6+5,8 %
nach 20 Minuten. Bei 42 °C werden 57+1,7 % nach 0,3 Minuten, 72,0+2,2 % nach 1,3 Minuten
und 81,5+1,34 % nach 3,0 Minuten sowie stets > 90 % nach 6,7 Minuten erreicht.
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T [°C] Dox-DPPG2-TSL  Dox-DPPGo-TSL in HN-
in FCS [10-4 s-1]  Puffer pH 7,4 [10-4 s-1]

37 2.3 0.8

38 2,8 -0,6

39 8,7 0.8

40 25,1 6,4

41 71,3 27,5

42 50,9 59,0

Tabelle 4.2: Berechnete  Offnungskonstanten  Dox-haltiger =~ DPPG2-TSL
(DPPC/DSPC/DPPG, 50:20:30 (m/m)) in FCS und HN-Puffer pH 7,4 bei
Temperaturen von 37 °C bis 42 °C.

8,840,3 % nach 1 Minute und 29,040,8 % nach 20 Minuten an. Bei mild hyperthermen
Temperaturen zeigen sich bereits bei 41 °C und nach 0,3 Minuten eine Dox-Freisetzung
von 74,943,8 %. Nach Inkubationen fiir mind. 2,3 Minuten ist die Freisetzung mit >
90,2+3,8 % fast vollstéindig, sodass hier von einer sehr raschen in vitro Freisetzung bei
milder Hyperthermie ausgegangen werden kann. Insgesamt sind die Offnungskinetiken in
FCS bereits bei mild hyperthermen Temperaturen schneller als in HN-Puffer. Hervorzu-
heben ist die schnelle Freisetzung des eingeschlossenen Wirkstoffes bei Erreichen von mild

hyperthermen Temperaturen bereits nach 0,3 Minuten.

4.2.2.2 24-Stunden-Freisetzungsprofil von DPPG,-TSL

Das Freisetzungsverhalten von DPPGo-TSL unter Inkubationen fiir bis zu 24 h bei 37 °C
in FCS zeigt eine zunehmende Freisetzung mit steigender Inkubationsdauer (s. Abbildung
4.8). Der 1-Stundenwert mit 2,9+0,7 % ist mit dem 1-Stundenwert aus Kapitel 4.2.1 mit
5,3+0,1 % (vgl. Abbildung 4.3) vergleichbar. Der Anstieg setzt sich langsam fort mit
11,840,8 % nach 6 h, 22,94+0,4 % nach 12 bis zu dem Maximum mit 56,24+0,1 % nach
24 Stunden fort.

4.3 Einfluss von Cholesterin-Einbau in der TSL-Membran

Der Einbau von Cholesterin und PEG2000 kann zur Stabiliserung liposomaler Membranen
fithren. Zur Beurteilung des Einflusses von Cholesterineinbau auf die Temperaturprofile
von DPPGo-TSL wurden drei Liposomenchargen mit steigendem Cholesterinanteil herge-
stellt und die Temperaturprofile in FCS und 0,9 % NaCl bestimmt (s. Abbildung 4.9).

4.3.1 CF-Freisetzung aus Cholesterin-DPPG,-TSL in FCS

Fiir 10 mol%-Cholesterin-TSL (DPPC/DSPC/DPPGy/Cholesterin 42:18:30:10 (m/m))

zeigt sich eine zunehmende CF-Freisetzung mit steigender Temperatur mit geringer Frei-
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Abbildung 4.7: Offnungskinetik von Dox-beladenen DPPG,-TSL
(DPPC/DSPC/DPPG, 50:20:30 (m/m)) in FCS. Bei Kérpertemperatur < 38 °C
zeigt sich eine langsam steigende Dox-Freisetzung mit lingerer Inkubationsdauer bis maximal
29,0+0,8 % nach 20 Minuten. Bei Erhéhung der Inkubationstemperatur auf 40 ° C findet sich eine
rasche Zunahme des Dox-Ausstroms mit 51,644,0 % nach 0,7 Minuten, 62,6 +4,7 % nach 2,3
Minuten und 70,0+5,2 % nach 4,7 Minuten. Bei 42 °C ist die Freisetzung mit 86,3+1,5 % nach
0,3 Minuten und einer Steigerung auf > 90 % nach 2,0 Minuten als sehr schnell anzusehen.
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Abbildung 4.8: CF-Freisetzung aus DPPG,-TSL nach Inkubationen fiir bis zu 24
Stunden bei 37 °C in FCS. Die Freisetzung nimmt mit zunehmender Dauer bis zu einem
Maximum von 56,2+0,1 % nach 24 Stunden kontinuierlich zu.

setzung bis 41 °C (14,942,3 %) und einem raschen Freisetzungsanstieg bei weiterer Er-
wiarmung fiir 5 Minuten (42 °C: 34,5+4,8 %; 43 °C: 65,4+6,1 %). Das Maximum wird bei
44 °C mit 83,0+11,4 % erreicht. Nach einer Stunde bei 37 °C bleibt der CF-Ausstrom
gering (6,5+3,1 %), wihrend es bei mild hyperthermen Temperaturen es zu einer hohen
Freisetzung mit 79,24+12,4 % kommt (s. Abbildung 4.9 a).

Auch 20 mol% Chol-TSL (DPPC/DSPC/DPPG;/Cholesterin 34:16:30:20 (m/m)) zei-
gen einen temperaturabhéingigen CF-Ausstrom mit fritherer Freisetzung (41 °C: 35,5+1,9 %)
als 10 mol%-Chol-TSL bis 42 °C, bei jedoch geringerer maximaler Freisetzung von 58,0+3,6 %
nach 5 Minuten bei 42 °C. Ubereinstimmung finden sich fiir 20 mol%-Chol-TSL eine hhere
Freisetzung mit 16,1+7,4 % nach einer Stunde bei 37 °C und eine geringere Freisetzung
mit 64,246,1 % bei 42 °C findet sich im direkten Vergleich zu 10 mol% Chol-TSL (s.
Abbildung 4.9 b).

30 mol%-Chol-TSL (DPPC/DSPC/DPPGy/Cholesterin 26:14:30:30 (m/m)) weisen ei-
ne deutlich reduzierte CF-Freisetzung auf. Nach 5-minfitigen Inkubationen finden sich hier
maximal 2,840,9 % des CF auflerhalb der Liposomen. Auch Inkubationen iiber eine Stun-
de bei Korpertemperatur oder 42 °C fithren nicht zu einem wesentlichen Entweichen des
CF aus den getesteten Liposomen (37 °C: CF-Freisetzung < 8 %; 42 °C: CF-Freisetzung
<15 %).

Im direkten Vergleich zu der Standardformulierung DPPG,-TSL (s. Abbildung 4.3)
ohne Cholesterinanteil zeigt sich ein insgesamt dhnlicher Kurvenverlauf der DPPGs-Chol-

TSL, ausgenommen der Liposomen mit 30 mol% Cholesterin. Bei Temperaturen bis 40 °C
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Abbildung 4.9: CF-Freisetzung aus DPPG2-TSL mit aufsteigendem Cholesterinan-
teil der liposomalen Membran in FCS. a) Freisetzungsraten nach fiinf Minuten Inkubation
unter der jeweiligen Temperatur (n = 3). TSL mit 10 mol% Cholesterin-Anteil setzen bis 41 °C
14,942,3 % und bei 42 °C bereits 34,5+4,8 % des CF frei. Bei 43 °C werden 65,4+6,1 % des CF
frei. TSL mit 20 mol% Cholesterin zeigen ebenfalls eine zunehmende Freisetzung bei steigender
Temperatur. Die Freisetzung ist etwas héher als bei 10 mol%-Cholesterin-TSL, flacht jedoch ab
Erreichen der Phasenumwandlungstemperatur ab (42 °C: 43,0+£3,3 %; 43 °C: 53,2+4,6 %). Liposo-
men mit 30 mol% Cholesterin setzen nach 5 Minuten max. 2,8+0,9 % (41 °C) frei. b) Inkubationen
der TSL fiir 1 Stunde bei 37 °C bzw. 42 °C. TSL mit 10 mol% setzen 6,5+3,1 % nach einer Stunde
bei 37 °C bzw. 79,2+12,4 % bei 42 °C frei. TSL mit 20 mol% Cholesterinanteil geben 16,1+7,4 %
des CF bei 37 °C bzw. 64,2+6,1 % bei 42 °C frei. TSL mit 30 mol% Cholesterin entweicht nach
einer Stunde Inkubation am wenigsten CF, ndmlich 7,2+4,1 % bei 37 °C und 14,8+15,7 % bei
42 °C.

werden max. 8,94+2.2 % aus 10 mol%-Chol-TSL und max. 14,3+1,3 % CF aus 20 mol%-
Chol-TSL freigesetzt. Der 10 mol%-Cholesterinanteil bewirkt eine nur geringe Freisetzung
unterhalb der Phasenumwandlungstemperatur sowie einen rapiden Ansprung der Frei-
setzung bei 43 °C. Die weitere Steigerung des Cholesterinzusatzes bewirkt eine hohere
CF-Freisetzung bei leichter Erwérmung und einen weniger starken Ausstroms bei leicht

hyperthermen Temperaturen.

4.3.2 24 h - Temperaturprofil DPPG.-TSL und Chol-TSL in FCS bei
37 °C

Inkubationen fiir bis zu 24 Stunden bei 37 °C zeigen eine langsam ansteigende CF-

Freisetzung aus DPPGy-TSL (DPPC/DSPC/DPPGy 50:20:30 (m/m)) mit zunehmender

Dauer der Inkubation. Dennoch ist die Freisetzung trotz langer Inkubation insgesamt

gering mit 9,0+0,5 % nach 4 Stunden und 19,1+1,7 % nach 10 Stunden. Nach Inkuba-
tion fiir 24 Stunden werden 56,24+0,1 % des CF auflerhalb der Liposomen gemessen. Der
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Einbau von 10 mol% Cholesterin (DPPC/DSPC/DPPGs/Cholesterin 42:18:30:10 (m/m))
fiihrt zu einer diskreten Abnahme der CF-Freisetzung im Vergleich zu den Standard-
DPPG2-TSL (4 h: 8,1+£0,9 %, 10 h: 16,1+0,2 %, 24 h: 68,1£1,6 %). 20 mol%-Chol-TSL
(DPPC/DSPC/DPPGy/Cholesterin 34:16:30:20 (m/m)) zeigen einen abweichenden Kur-
venverlauf mit deutlich stirkerem Ausstrom des CF (4 h: 23,0+2,2 %, 10 h: 66,9+1,4 %).
Dabei fillt ein erneuter Abfall der CF-Freisetzung nach 12 Stunden auf (12 h: 62,5+3,8 %,
18 h: 56,24+5,8 %, 24 h: 41,4+1,7 %). Die maximale Freisetzung betrigt 66,9+1,4 % nach
10 Stunden. Ubereinstimmend mit den ermittelten Werten zur 5-Minuten und 1-Stunden-
Freisetzung aus 30 mol% Chol-TSL (DPPC/DSPC/DPPGs/Cholesterin 26:14:30:30 (m/m))
lassen sich kaum CF-Molekiile aulerhalb der 30 mol%-Liposomen detektieren (maximale
CF-Freisetzung nach 24 Stunden < 3 %, vgl. Abbildung 4.9).

4.3.3 CF-Freisetzung aus Cholesterin-DPPG,-TSL in 0,9 % NaCl

Cholesterinhaltige DPPGa-TSL wurden auch auf ihre Stabilitéit in 0,9 % NaCl getestet
(s. Abbildung 4.11). Bis 38 °C bleiben alle drei Formulierungen stabil (max. 3,8+1,3 %
CF-Freisetzung). 30 mol%-Chol-DPPG2-TSL zeigen die insgesamt geringste Freisetzung
(44 °C: 2,6+£0,6 %) im Vergleich zu den anderen Chargen nach 5-miniitigen Inkubationen
zwischen 37 °C und 45 °C. 10 mol%-Chol-TSL setzen ebenfalls geringe CF-Mengen bis
max. 9,440,7 % bei 42 °C frei. Bei Werten ab 43 °C findet sich ein leichter Riickgang der
CF-Freisetzung (43 °C: 6,4+0,8 %; 44 °C: 6,8+0,7 %; 45 °C: 7,1+£1,3 %). 20 mol%-Chol-
TSL weisen einen sprunghaften Anstieg der Freisetzung bei 39 °C und 40 °C (27,1+11,1 %
und 55,34+6,3 %) auf. Ab 41 °C zeichnet sich ein kontinuierlicher Abfall der CF-Freisetzung
ab (41 °C: 44,3+11,0 %; 42 °C:39,4+1,8 %; 43 °C: 30,64+9,1 %).

4.4 Einfluss von Serumbestandteilen auf die Temperatur-
profile von DPPG,-TSL

Aus den bisherigen Beobachtungen zu DPPGs-TSL zeichnen sich unterschiedliche Tempe-
raturprofile der TSL je nach Umgebungsmedium, eingeschlossenem Fluoreszenzfarbstoff
und der Lipidzusammensetzung ab (vgl. Dox/CF, Chol/PEG2000, FCS/NaCl). Zur Eva-
luation der jeweiligen Einfliisse einzelner Serumkomponenten wurde initial die Freisetzung
in niedermolekularen Serumbestandteilen untersucht. Aus Abbildung 4.12 wird deutlich,
dass niedermolekulare Serumkomponenten die Membranpermeabilitidt von DPPGy-TSL
nicht steigern.

Aus den hochmolekularen Serumkomponenten wurden Albumin, Immunglobuline und
separat hergestellte Lipidakzeptorvesikel (s. Kapitel 3.4.6) ausgewéhlt und deren Einfluss

auf die Freisetzung der liposomal eingeschlossenen Farbstoffe untersucht.
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Abbildung 4.10: 24-Stunden Inkubation von DPPGy-TSL und Chol-DPPG,-TSL
in FCS bei 37 °C. Standard-DPPGy-TSL und 10 mol%-Chol-DPPG>-TSL zeigen einen sehr
dhnlichen Verlauf mit kontinuierlichem Anstieg der CF-Freisetzung mit zunehmender Inkubations-
dauer (1 h: DPPGsy: 2,9+0,7 %, 10 mol%-Chol: 2,6+0,2 %; 6 h: DPPGy: 11,8+0,8 %, 10 mol%
Chol: 8,9+4,3 %; 12 h: DPPGy: 22,9+0,4 %, 10 mol% Chol: 17,4+0,2 %; 24 h: DPPGs: 56,2+0,1 %,
10 mol% Chol: 68,1+1,6 %). 20 mol% Chol-TSL weisen eine héhere und frithere Freisetzung mit
bereits 43,24+1,9 % nach 6 h auf. Nach dem Maximum mit 66,94+1,4 % nach 10 h flacht die Frei-
setzungskurve auf 41,1+1,7 % bei 24 h ab. 30 mol% Chol-TSL zeigen durchgehend keine relevante
CF-Freisetzung (max. 2,7+0,7 % nach 18 h).
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Abbildung 4.11: CF-Freisetzung aus Chol-DPPG,-TSL nach Inkubation in 0,9 %
NaCl. a) Fiinf-Minuten Werte bei Inkubationen von 37 °C bis 45 °C. TSL mit 10 mol% Chol
zeigen eine stabile Membran und setzen maximal 9,4+0,7 % CF bei 42 °C frei. 20 mol%-Chol-
DPPG,-TSL weisen eine instabilere Membran mit einer maximalen CF-Freisetzung mit 55,34-6,3 %
bei 40 °C auf. b) Nach 1 h Inkubation bei 37 °C werden aus 10 mol% und 20 mol%-Chol-TSL
jeweils ca. 17 % des CF frei. Bei 42 °C betréiigt die CF-Freisetzung 37,9+3,7 % aus 10 mol-
Chol-TSL und 73,4+4,3 % aus 20 mol%-Chol-TSL. Aus TSL mit 30 mol% Chol entweichen nur
geringe Mengen CF (1 Stunde bei 42° C: 4,0+0,1 %), sodass diese Membranzusammensetzung keine
temperaturabhingige Freisetzung gewiéhrleistet. ¢c) Nach 5 Minuten bei 41 °C und 44 °C zeigt sich
nur bei 20 mol%-Chol-TSL eine deutliche CF-Freisetzung mit 44, 3+11,0 % und 31,84+8,3 %. d)
Nach 1 h bei 37 °C und 42 °C zeigt sich auch bei 20 mol%-Chol-TSL die insgesamt héchste CF-
Freisetzung. Die geringste Freisetzung findet sich bei 30 mol%-Chol-TSL mit 2,1+0,5 % bei 37 °C
und 4,0+£0,1 % bei 42 °C.
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Abbildung 4.12: CF-Freisetzung aus DPPG»-TSL (DPPC/DSPC/DPPG;, 50:20:30
(m/m)) bei Inkubation in 0,9 % NaCl, FCS oder niedermolekularen Serumbestandtei-
len. In FCS zeigt sich eine zunehmende Freisetzung mit steigender Umgebungstemperatur (37 ° C:
0,9+0 %, 41 °C: 32,9+1,2 %, 43 °C: 66,9+0 %). Bei Inkubation in 0,9 % NaCl und niedermole-
kularen Serumbestandteilen werden nur geringe Mengen des CF frei. Die maximale Freisetzung in
0,9 % NaCl betrigt 6,3+0,5 % bei 44 ° C und in niedermolekularen Serumkomponenten 7,84+0,1 %
bei 42 °C.
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4.4.1 Einfluss von Albumin auf die Freisetzung aus DPPG,-TSL

Albumin wurde in aufsteigender Dosierung zu 0,9 % NaCl hinzugegeben und die Tempe-
raturprofile der DPPGo-TSL darunter bestimmt (s. Abbildung 4.13). Bei 37 °C wurde die
CF-Freisetzung mit max. 1,6+0,1 % gemessen. Die Freisetzung ist damit d&hnlich zur Inku-
bation in 0,9 % NaCl (1,34+0,1 %, s. Abbildung 4.3). Bis 40 °C bleibt die CF-Freisetzung
insgesamt gering mit unter 10 %, wihrend es bei weiterer Erwidrmung zu stirkerer CF-
Freisetzung kommt. Hierbei zeichnet sich eine Abhéngigkeit von der Albuminmenge ab,
da unter mehr Albumin mehr CF freigesetzt wird. Die stérkste Freisetzung wird bei 42 °C
erreicht und betragt 37,340,2 % nach der Inkubation mit 100 g/1 Albumin. Bei Betrachten
der Kurve mit 40 g/l Albuminbeimengung, welche ungefihr dem humanphysiologischen
Albumingehalt im Serum entspricht, zeigt sich ein temperaturabhéngiger Verlauf mit ei-
ner maximalen CF-Freisetzung von 23,34+0,2 % bei 43 °C. Dies liegt deutlich unter der
Freisetzung in FCS (s. Abbildung 4.3).

Bei Inkubationen iiber eine Stunde bei 42 °C zeigt sich eine deutliche Zunahme der CF-
Freisetzung mit steigender Albuminmenge bis zur vollstindigen Freisetzung mit 99,5+1,2 %
fiir 80 g/1 Albumingehalt. Nach einer Stunde bei 37 °C findet sich hingegen eine Verrin-
gerung der CF-Freisetzung mit zunehmendem Albumingehalt (10 g/1: 7,1+0,9 %, 40 g/I:
2,44+0,3 %, s. Abbildung 4.13 b).

4.4.2 Einfluss von Immunglobulinen auf die Freisetzung aus DPPG;-
TSL

Analog zur Albuminzugabe wurde der Effekt von gepoolten humanen Immunglobulinen
(vereinfacht als IgG bezeichnet) auf das Freisetzungsverhalten DPPGy-TSL untersucht.
Mit steigender Zugabe von IgG zeigte sich eine zunehmende CF-Freisetzung. Bei Zugabe
von bis zu 1,85 g/100 ml IgG findet sich eine geringe CF-Freisetzung (max. 20,5+0,4 %)
bis zu 39 °C nach jeweils 5 Minuten. Bei weiterer IgG-Erhohung (2,5 g/100 ml) zeigte sich
eine sprunghafte Erhohung der CF-Freisetzung mit Erreichen einer absoluten Freisetzung
ab 39 °C. Somit zeichnet sich bei IgG-Mengen von 0,25 g/100 ml bis 1,85 g/100 ml ein
temperatur- und I[gG-abhéngiger Verlauf der CF-Freisetzung mit geringer Freisetzung bis
39 °C ab (s. Abbildung 4.14).

Die physiologische IgG-Menge im humanen Serum betrégt zwischen 0,73 bis 1,83 g/100 ml
und liegt im Bereich der Kurven mit 1,0 g/100 ml bzw. 1,5 g/100 ml. Nach Inkubatio-
nen mit 1,0 g/100 ml IgG steigt die CF-Freisetzung bis auf 46,0+0 % bei 42 °C an und
sinkt anschliefilend gering-gradig (auf ca. 39 %) ab. Bei 1,5 g/100 ml IgG findet sich ein
sprunghafter Anstieg der Freisetzung bei Zunahme der Temperatur von 40 °C auf 41 °C
(30,0£8,0 % bzw. 70,6+0,6 %). Ab 42 °C werden bereits iiber 80 % des eingeschlossenen
CF frei (s. Abbildung 4.14). Ausgenommen ist der Kurvenverlauf unter 2,5 g/100 ml IgG,



50 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

a) b)
100 120
* 0yl 4 37°C I
g | ® l0g 100 - 42°C -
4 20g/1
z |zaw 2 I
e g S
g 60 1 80 g/l g T
2 2 »
& 40 £
= 2 40
O @) __—II
20 20 .
0 am—ER 0 \ﬂ—Q—H
37 38 39 40 41 42 43 44 45 0 10 20 40 60 80 100
Temperatur [°C] Albumin [g/1]

Abbildung 4.13: Einfluss von Albumin auf die CF-Freisetzung aus
DPPC/DSPC/DPPG; (50:20:30 (m/m))-TSL nach 5 Minuten- und 1h-Inkubationen.
a) 5-Minuten-Inkubationen: Unter Zugabe von Albuminlésung in steigender Menge wurde
zunehmend mehr CF auBerhalb der Liposomen detektiert. Bis 40 °C wurden maximal 8,7+0,1 %
des CF frei (Albuminbeimengung bis 100 g/1). Ab 41 °C zeichnet sich eine stéirkere Freisetzung
unter héheren Albuminmengen ab. Die maximale CF-Menge wird mit 37,3£0,2 % bei 42 °C
detektiert. b) Nach 1 h bei 37 °C werden mit zunehmender Albuminmenge weniger CF frei (0,9 %
NaCl: 12,1+3,2 %, 10 g/I: 7,1+0,9 %, 40 g/I: 2,4+0,3 %, 60 g/1: 2,2+0 %, 100 g/I: 2,9+0,1 %).
Nach 1 h bei 42 °C steigt die Freisetzung mit zunehmendem Albuminanteil der Inkubationslésung
an (0,9 % NaCl: 31,4+0,3 %; 10 g/1: 35,8+2,9 %, 40 g/1: 74,5+3,7 %, 60 g/I: 83,1+2,0 %, 80 g/I:
99,5+1,2 %).



KAPITEL 4. ERGEBNISSE o1

120

90
0,25 g/100ml
0,50 g/100ml
1,00 g/100ml
1,50 g/100ml
1,85 g/100ml
2,50 g/100ml

60

CF-Freisetzung [%]
¢0060600

30

Temperatur [°C]

Abbildung 4.14: Freisetzung von CF aus DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPG,
(50:20:30 (m/m)) unter Zugabe von gepoolten IgG. Unter Zugabe von 0,25 g/100 ml bis
1,85 g/100 ml IgG zeigt sich ein temperaturabhéngiger Verlauf der CF-Freisetzung bei 5-Minuten-
Inkubationen zwischen 37 °C bis 45 °C. Bei 39 °C werden maximal 20,54+0,4 % des CF frei. Bei
weiterer Erwédrmung findet eine zunehmende Freisetzung bei steigendem IgG-Gehalt statt. Die ma-
ximalen Freisetzungen werden bei 42 °C bzw. 43 °C gemessen und erreichen bei 0,25 g/100 ml IgG
11,44+0,4 % sowie bei 1,85 g/100 ml 92+2,8 %. Bei Zugabe von 2,5 g/100 ml IgG werden eine sehr
starke Freisetzung bereits ab 37 °C gemessen (63,5+5,7 %) sowie eine vollstandige CF-Freisetzung
ab 39 °C.

GroBe [nm] PDI  (-Potential [mV]
DPPC/Chol-Vesikel 55:45 (mol/mol) 4282 0,30 3,2
DPPC-Vesikel 7430 0,71 0,3

Tabelle 4.3: Eigenschaften der verwendeten Lipidvesikel.

da hier eine frithe und sehr starke Freisetzung stattfindet.

Bei 1h-Inkubationen bei 37 °C und IgG-Zugabe zeigt sich insgesamt eine stérkere
Freisetzung als in 0,9 % NaCl (minimale CF-Freisetzung mit IgG 22,54+1,5 % vs. maxi-
male Freisetzung in 0,9 % NaCl 12,1+£3,2 %). Die CF-Freisetzung steigt nach 1 Stunde
mit zunehmendem IgG (s. Abbildung 4.15). Nach 1 Stunde bei 42 °C werden bereits fiir
0,25 g/100 ml IgG iiber 50 % des CF frei.

4.4.3 Einfluss von Lipidvesikeln auf die Freisetzung aus DPPG,-TSL

Neben den bereits untersuchten Serumbestandteilen gilt es den Einfluss von Lipiden als

Lipidvesikel auf die CF-Freisetzung aus TSL zu untersuchen.
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Abbildung 4.15: 1-Stunde-Inkubationen von DPPG.-TSL (DPPC/DSPC/DPPG,
(50:20:30 (m/m)) unter Zugabe von IgG. Es zeigen sich eine insgesamt hohere CF-Freisetzung
bei 42 °C im Vergleich zu 37 ° C sowie héhere CF-Freisetzungen nach Zugabe von IgG im Vergleich
zu reinem 0,9 % NaCl. Bereits bei geringen Mengen IgG wird deutlich CF freigesetzt (0,25 g/100 ml:
22.5+1,5 % bei 37 °C und 50,9+0,2 % bei 42 °C).

4.4.3.1 Einfluss von DPPC/Cholesterin-Vesikeln auf die TSL-Stabilitét

Inkubationen von DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPGs (50:20:30 (m/m)) mit Lipidvesi-
keln aus DPPC und Cholesterin (55:45 mol:mol) unterschiedlicher Grofle fithren zu einer
temperaturabhéngigen Zunahme der CF-Freisetzung mit steigendem Vesikelgehalt (s. Ab-
bildung 4.17) im Vergleich zu Inkubationen in 0,9 % NaCl (vgl. Abbildung 4.3). Der
Kurvenverlauf nach Zugabe von 0,4 mM und 0,8 mM Vesikel weist insgesamt geringe
CF-Freisetzungen auf (max. 19,1+3,6 % bei 43 °C), withrend bei weiterer Erhohung der
zugegebenen Vesikelmenge (z.B. 1,6 mM, 43 °C: 45,5429 %) bereits deutlich mehr CF
freigesetzt wird.

Inkubationen der Standard-DPPGo-TSL fiir 1 h bei 37 °C und 42 °C nach Zugabe
von DPPC/Chol-Vesikeln weisen eine stirkere CF-Freisetzung bei 42 °C auf (s. Abbil-
dung 4.16). Nach Zugabe von 0,8 mM DPPC/Cholesterin-Vesikel wird bei 42 °C eine fast
vollstdndige CF-Freisetzung erreicht (88,5 %). Bei 37 °C wird ebenfalls mehr CF mit stei-
gender Vesikelmenge frei, mit jedoch einem Ausreifler bei 1,6 mM und bereits vollstdndiger
CF-Freisetzung (0,4 mM: 29,1 %, 0,8 mM: 454 %, 3,2 mM: 60,7 %, 4,0 mM: 79,4 %). Die

Versuche sind ein Mal durchgefiihrt worden.

4.4.3.2 Einfluss von DPPC-Vesikeln auf die CF-Freisetzung aus DPPG2-TSL

Analog zu DPPC/Cholesterin-haltigen Lipidvesikeln wurde der Einfluss reiner DPPC-
Vesikel (s. Tabelle 4.3) auf die CF-Freisetzung von Standard-DPPGs-TSL untersucht. Bei
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Abbildung 4.16: CF-Freisetzung nach 1 Stunde Inkubationen von TSL (DPPC/
DSPC/DPPG, (50:20:30 (m/m)) mit DPPC/Chol-Vesikeln (55:45 mol:mol), n = 1.
Nach einer Stunde bei 37 °C bzw. 42 °C und Zugabe von 0,4 mM bis 4,0 mM DPPC/Chol-Vesikel
finden sich CF-Freisetzungen von 29 % bis 80 % bei 37 °C. Nach Inkubationen bei 42 °C ist die
Freisetzung nach Zugabe von 0,4 mM Lipidvesikel bei 59 % und steigt bei weiterer Erhéhung der
Vesikelmenge an (0,8 mM: 88 %).

Inkubationen fiir jeweils fiinf Minuten unter ansteigender Inkubationstemperatur und Ve-
sikelmenge wurde nur eine sehr geringe CF-Freisetzung erreicht (max. 5,3 %, s. Abbildung
4.18). Nach Inkubationen fiir 1 h bei 37 °C werden max. 2,7 % des CF frei. Bei 42 °C
werden max. 24,9 % des CF frei, dabei zeigt sich eine abnehmende CF-Freisetzung mit
steigender Vesikelmenge (s. Abbildung 4.19: 0,4 mM: 24,9 %, 0,8 mM: 19,4 %, 2,4 mM
16,2 %, 4,0 mM: 15,9 %). Im Vergleich zur CF-Freisetzung aus DPPGo-TSL nach 1 Stunde
Inkubation in 0,9 % NaCl zeigt sich eine geringere Freisetzung nach Zugabe von DPPC-
Vesikeln (s. Abbildung 4.3 b).

4.4.4 Temperaturprofile von DPPG,-TSL in kiinstlichen Seren

Im direkten Vergleich der CF-Freisetzungen aus DPPGo-TSL in FCS, 0,9 % NaCl und IgG-
sowie Albuminbeimischung in physiologischer Konzentration zeigen sich eine stérkere Frei-
setzungen unter Zugabe von IgG bei 37 °C bis 39 °C (s. Abbildung 4.20). Ab 40 °C trennt
sich der Kurvenverlauf unter 1,5 g/100 ml IgG durch eine hohere CF-Freisetzung ab. Die
CF-Freisetzung in FCS und 1,0 g/100 ml IgG verlduft &hnlich bei Inkubationstempera-
turen von 40 °C bis 42 °C. Nach Zugabe von 40 g/1 Albumin steigt die CF-Freisetzung
langsam und bis auf ein Maximum mit 23,3+0,2 % bei 43 °C an und fillt anschlieBend
wieder leicht ab (45 °C, 18,0+0,3 %). In 0,9 % NaCl bleibt die liposomale Membran fiir
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Abbildung 4.17: CF-Freisetzung aus DPPG»-TSL (DPPC/DSPC/DPPG, (50:20:30
(m/m)) nach 5-miniitigen Inkubationen zwischen 37 °C und 45 °C unter Zugabe von
Lipidakzeptorvesikeln aus DPPC und Cholesterin (55:45 mol:mol), n = 1. Nach Zugabe
von 0,4 mM bis 0,8 mM Lipidvesikeln werden maximal 19,1+3,6 % des CF bei 43 °C frei. Bei
weiterer Erhohung der Vesikelmenge auf 1,6 mM zeichnet sich eine sprunghaft hohere Freisetzung
mit deutlicher Temperaturabhéngigkeit mit einer maximalen CF-Freisetzung von 48,8+3,7 % bei
42 °C ab. Nach Zugabe von 2,4 mM bis 4,0 mM findet sich eine jeweils friihere und verstérkte
CF-Freisetzung mit nahezu vollstdndiger Freisetzung nach Zugabe von 4,0 mM Lipidvesikel. Die
hochste Freisetzung nach Zugabe von 1,6 mM bis 4,0 mM der Vesikel wird jeweils bei 42 ° C erreicht,
mit Ausnahme einer kompletten Freisetzung bei 45 °C nach Zugabe von 4,0 mM.
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Abbildung 4.18: CF-Freisetzung aus DPPGz-haltigen TSL (DPPC/DSPC/DPPG,
(50:20:30 (m/m)) nach Zugabe von reinen DPPC-Lipidvesikeln und Inkubationen fiir
jeweils fiinf Minuten zwischen 37 °C und 45 °C, n = 1. Die CF-Freisetzung bleibt trotz
Erhohung der Temperatur und Zugabe von 0,4 mM bis 4,0 mM DPPC-Vesikel sehr gering bis max.

53 %.
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Abbildung 4.19: CF-Freisetzung aus DPPC/DSPC/DPPGy (50:20:30 (m/m))-TSL
nach 1 Stunde Inkubationen bei 37 °C bzw. 42 °C nach Zugabe von DPPC-Vesikeln,
n = 1. Die Freisetzung bei 37 °C ist durchgéngig sehr niedrig (max. 2,7 %). Bei Inkubationen mit
42 °C'ist die Freisetzung hoher als bei 37 ©C und sinkt mit zunehmender Menge an DPPC-Vesikeln
ab (0,4 mM: 24,9 %, 4,0 mM: 15,9 %).

den Farbstoff fast undurchlissig (max. 6,3+£0,3 %). Insgesamt wird unter Zugabe der ein-
zelnen Serumkomponenten weniger CF freigesetzt als in FCS bei Temperaturen ab 40 °C.
Bei Korpertemperatur kommt es unter Zugabe von IgG zu stirkerer Freisetzung als in
FCS (s. Abbildung 4.20).

Entsprechend den Zusammensetzungen von FCS und Humanserum wurden kiinstliche
Seren hergestellt und deren Effekt auf die CF-Freisetzung aus DPPGe-TSL bestimmt
(s. Abbildung 4.21). Es zeigen sich geringere CF-Freisetzungen in kiinstlichem FCS und
kiinstlichem Humanserum als in FCS bei weiterhin steigender Freisetzung mit Erhchung
der Inkubationstemperatur. Ab 43 °C sinkt die CF-Freisetzung in den kiinstlichen Seren
erneut ab (kiinstl. FCS: 12,240,1 %; kiinstl. Humanserum: 35,9+5,9 %). In FCS erreicht
die CF-Freisetzung bei 44 °C ihr Maximum (69,740,7 %) und wird bei 45 °C wieder gerin-
ger (60,3+1,9 %). Diesem Kurvenverlauf am &hnlichsten verhilt sich die CF-Freisetzung
aus der kiinstlich hergestellten Serumlosung. Das Temperaturprofil &ndert sich lediglich
ab 43 °C mit abfallender CF-Freisetzung (43°C: 54,0+0,9 %). Die Verringerung der CF-

Freisetzung tritt somit 2 °C friiher als in FCS ein.

4.5 1In vitro Temperaturprofile PEG2000-haltiger-TSL

Zum weiteren Vergleich der Standard-DPPGo-TSL des Labors wurden die DPPGo-TSL
um DSPE-PEG2000 ergédnzt und ihr Freisetzungsverhalten untersucht. Die Lipidzusam-
menstellung entsprach DPPC/DSPC/DPPGy/DSPE-PEG2000 50:15:30:5 (m/m). PEG2000-
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Abbildung 4.20: CF-Freisetzung aus DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPG, (50:20:30
(m/m)) unter Zugabe von gepoolten IgG und Albumin (40 g/1) in Konzentrationen
dhnlich der Konzentrationen im Humanserum und Vergleich des Kurvenverlaufs mit Inkubationen
in 0,9 % NaCl sowie FCS aus DPPGo-TSL. Von 37 °C bis 39 °C ist die CF-Freisetzung in FCS und
0,9 % NaCl geringer als unter Zugabe von IgG (max. 8,2+0,3 % und 2,84£0,3 % vs. 12,7+0,4 %).
Bei weiterer Erwéirmung zeigt sich ein &hnlicher Anstieg der Freisetzung in FCS und 1,0 g/100 ml
IgG bis 42 °C (53,1+£1,0 % und 46,0+0 %). Ab 43 °C wird mehr CF in FCS frei (66,90 % vs.
38,9+0,3 %). Nach Zugabe von 1,5 g/100 ml IgG findet durchgehend eine héhere CF-Freisetzung
als in FCS statt. Die Zugabe von Albumin fiihrt zu einem langsamen Anstieg der CFE-Freisetzung
bis zu einem Maximum mit 23,3+0,2 % bei 43 °C. Bei weiterer Erwérmung sinkt die Freisetzung
wieder auf bis zu 18,0+0,3 %. In 0,9 % NaCl wird iiber den gesamten Kurvenverlauf wenig CF frei
(max. 6,3+0,3 %).
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Abbildung 4.21: CF-Freisetzung aus DPPG»-TSL (DPPC/DSPC/DPPG, (50:20:30
(m/m)) unter Zugabe von FCS, kiinstlichem FCS, kiinstlichem Humanserum und
kiinstlicher Serumlésung. In den experimentell hergestellten FCS und Humanserum zeigen
sich in kiinstlichem FCS und Humanserum geringere Freisetzungen als in FCS iiber den gesamten
Temperaturverlauf (kiinstl. FCS/kiinstl. Humanserum/FCS) 37°C: 0,4+0 % / 1,40 % / 0,940 %;
42°C: 12,240,1 % / 37,9+1,2 % / 43,141,0 %; 45°C: 9,5+£2,4 % / 33,5+0,5 % / 60,3%+1,9 %. Die
CF-Freisetzung in kiinstlicher Serumlosung weist einen dhnlichen Verlauf zu FCS auf mit jedoch
einen friiheren Abfall der Freisetzung bei 43 °C (42 °C: 56,1+0,9 %; 43 °C: 54,0+0,9 %).

haltige TSL weisen eine temperaturabhéingige CF-Freisetzung in FCS auf. Die CF-Frei-
setzung bei 5-miniitiger Inkubation steigt ab 39 °C bis 43 °C kontinuierlich auf bis zu
76,84+0,1 % an. In 0,9 % NaCl bleibt die Freisetzung < 10 %. Die 1-Stunden-Werte wei-
sen geringe Freisetzungen bei 37 °C auf, wobei eine hohere Freisetzung in NaCl 0,9 %
(14,840,2 %) als in FCS (4,1£0 %) erreicht werden (s. Abbildung 4.22). Bei 1 Stunde und
42 °C betriagt die CF-Freisetzung 43,8+0,1 % in FCS und 39,84+13,2 % in NaCl.

4.6 Einfluss von Serumbestandteilen auf die Temperatur-
profile PEG2000-haltiger TSL

4.6.1 Einfluss von Albumin auf die Temperaturprofile von PEG2000-
TSL

PEG2000-haltige TSL (DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000 80:15:5 (m/m)) weisen eine zu-
nehmende CF-Freisetzung mit hoherer Albuminmenge bei Inkubationen fiir 5 Minuten
auf. Unter Zugabe von 100 g/l Albumin setzten PEG2000-TSL bis zu 22,3+0,5 % CF
(5 Minuten, 42 °C, s. Abbildung 4.23) frei. Die Temperaturprofile bei Inkubationen fiir
eine Stunde zeigen eine Abnahme der CF-Freisetzung mit steigender Albuminmenge bei

37 °C. Bei 42 °C findet entgegengesetzt eine Zunahme der Freisetzung mit steigendem
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Abbildung 4.22: TSL mit DSPE-PEG-2000-Anteil in der liposomalen Membran
(DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000 80:15:5 (m/m)). a) Prozentuale CF-Freisetzung nach fiinf-
mintitiger Inkubation unter der jeweiligen Temperatur in FCS und 0,9 % NaCl. In NaCl findet
sich eine geringe Freisetzung unter 10 %. In FCS zeigen PEG2000-haltige Liposomen einen tem-
peraturabhingigen Verlauf mit einer raschen Zunahme der Freisetzung ab 40 °C. Die maximale
Freisetzung nach fiinf-miniitiger Inkubation wird zwischen 43 °C und 44 ° C erreicht (76,8+0,1 %).
b) CF-Freisetzung aus PEG2000-haltigen TSL nach 1 h Inkubation in FCS und 0,9 % NaCl bei
37°C und 42 °C. In FCS zeigt sich eine sehr geringe Freisetzung bis maximal 4,140 % bei 37 °C.
Unter 42 °C lassen sich 43,8+0,1 % CF auflerhalb der TSL detektieren. In NaCl stellen sich die
Freisetzungen mit 14,840,2 % bei 37 °C und 39,8+13,2 % dar.
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Abbildung 4.23: CF-Freisetzung aus DSPE-PEG2000-haltigen TSL
(DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000 80:15:5 (m/m)) unter Zugabe von humanem
Albumin in ansteigender Konzentration. a) Nach 5 Minuten-Inkubationen zeigt sich eine
geringe Freisetzung nach Zugabe von 10 g/l mit einer minimalen CF-Detektion von 0,5 % bei
37 °C-38 °C und einer maximalen CF-Freisetzung mit 5,7+0,9 % bei 44 °C. Nach Zugabe von
60 g/1 Albumin werden maximal 16,5+0,4 % bzw. 16,5+1,3 % bei 42 °C bzw. 45 °C frei. b) Nach 1
Stunde bei 42 °C findet sich eine Zunahme der Freisetzung mit steigender Albumin-Konzentration
(10 g/1: 28,8+7,2 %, 60 g/1; 38,0+1,0 %, 100 g/1: 54,4+10,1 %). Bei 37 °C findet sich eine Verrin-
gerung der CF-Freisetzung mit steigendem Albumingehalt mit einer minimalen CF-Detektion von
8,6+0,8 % nach Zugabe von 100 g/l Albumin (10 g/I: 18,7+6,8 %, 60 g/I: 12,5+2,0 %).

Albumingehalt statt. Bereits nach Zugabe von 10 g/1 Albumin werden ca. 30 % des CF
frei. Bei 100 g/1 Albumin werden tiber 50 % des CF frei (s. Abbildung 4.23). Im Vergleich
zur Freisetzung in FCS wird jedoch weniger CF freigesetzt (vgl. Abbildung 4.22).

4.6.2 Einfluss von IgG auf die Temperaturprofile von PEG2000-TSL

Die Zugabe von IgG zu DSPE-PEG2000-TSL (DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000 80:15:5
(m/m)) fithrt zu einer maximalen CF-Freisetzung von 10,3+4,3 % bei 45 °C nach In-
kubation fiir fiinf Minuten fiir 1,00 g/100 ml IgG. Eine weitere Erhohung des IgG-Gehalts
fordert die Freisetzung nicht (s. Abbildung 4.24). Nach einer Stunde Inkubation bei 37 °C
findet sich ebenfalls die hochste Freisetzung (19,94+2,2 %) unter Zugabe von 1,00 g/100 ml
IgG, bei weiterer Steigerung fillt die gemessene CF-Freisetzung 12,54+3,0 % ab. Nach
1 Stunde bei 42 °C findet sich eine Zunahme der CF-Freisetzung unter steigender IgG-
Menge bis max. 57,3+3,1 % fiir 1,85 g/100 ml IgG. Im Vergleich zu DPPG,-TSL (vgl.
Abbildung 4.24, Abbildung 4.15) ist die CF-Freisetzung aus PEG2000-TSL nach Zugabe
von IgG geringer (z.B. 1 h, 37 °C, 1,00 g/ 100 ml IgG: DPPG2-TSL 56,9+8,9 %; PEG2000-
TSL: 19,9+2,2 %; 1 h, 42 °C, 1,00 g/100 ml: DPPG.-TSL:83,54+0,6 %; PEG2000-TSL:
54,1+£3,4 %):
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Abbildung 4.24: CF-Freisetzung aus DSPE-PEG2000-TSL (DPPC/DSPC/DSPE-
PEG2000 80:15:5 (m/m)) nach Inkubationen fiir 5 Minuten bei Temperaturen von
37 °C bis 45 °C und fiir eine Stunde bei 37 °C bzw. 42 °C unter Zugabe von IgG.
a) Nach Zugabe von IgG zeigt sich ein Anstieg der CF-Freisetzung bis max. 10,3+4,3 % nach
5 Minuten bei 45 °C fiir 1,0 g/100 ml IgG. b) Nach einer Stunde bei 37 °C betrigt die CF-
Freisetzung 8,44+0,1 % fiir 0,25 g/100 ml IgG, 19,9+2,2 % fiir 1,0 g/100 ml IgG und 12,5+3,0 %
fiir 1,85 g/100 ml IgG. Bei Erwéirmung auf 42 °C werden nach Zugabe von 0,25 g/100 ml bereits
40,6+2,5 % des CF frei. Bei weiterer Erhohung der IgG-Menge werden > 50 % des CF aufBlerhalb
der TSL detektiert, ndmlich 54,1+3,4 % nach Zugabe von 1,0 g/100 ml IgG und 57,3+3,1 % nach
1,85 g/100 ml IgG.

4.6.3 Einfluss von Lipidvesikeln auf die Temperaturprofile von PEG2000-
TSL

4.6.3.1 Einfluss von DPPC/Cholesterin-Vesikeln auf die Temperaturprofile
von PEG2000-TSL

Unter Zugabe von DPPC/Cholesterin-Lipidvesikel stellt sich die CF-Freisetzung aus PEG2000-
TSL (DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000 80:15:5 (m/m)) insgesamt hoher als in 0,9 % NaCl
dar (vgl. Abbildung 4.22). Insbesondere nach Zugabe von 2,4 mM bzw. 4,0 mM DPPC/Chol-
Vesikel zeigt sich eine deutlich frithere CF-Freisetzung mit 41,942,2 % fiir 2,4 mM bei 38
° Calsin 0,9 % NaCl und FCS (2,64+0,4 % bzw. 3,1+0,1 %, vgl. Abbildung 4.22). Nach
Zugabe von 0,4 mM DPPC/Chol-Vesikel steigt die CF-Freisetzung mit steigender Tempe-
ratur bis max. 51,64+8,1 % bei 45 °C an. Nach Zugabe von 2,4 mM DPPC/Chol-Vesikel
zeigt sich nach einem deutlichen Anstieg der CF-Freisetzung mit einem Maximum bei
41 °C mit 89,0+0,9 % ein angedeutetes Plateau der CF-Freisetzung. Nach Zugabe von
4,0 mM Lipidvesikel kommt es bereits bei 39 °C zu einem Anstieg der CF-Freisetzung auf
53,54+1,8 % und anschlieend einem leichten Abfall der messbaren Fluoreszenz (41 °C:
49,1+1,1 %, s. Abbildung 4.25). Nach Inkubationen fiir eine Stunde fillt eine hohere CF-
Freisetzung bei 42 °C als bei 37 °C fiir 0,4 mM Vesikel auf (71,4+14,9 % vs. 42,7459 %)
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Abbildung 4.25: CF-Freisetzung aus PEG-2000-haltigen TSL (DPPC/DSPC/DSPE-
PEG2000 80:15:5 (m/m)) nach Inkubation mit DPPC/Cholesterin-Vesikeln. a) 5-
Minuten-Inkubationen bei Temperaturen zwischen 37 °C und 42 °C. Nach Zugabe von 0,4 mM
Lipidvesikel ist ein temperaturabhédngiger Verlauf mit steigender CF-Freisetzung unter erhéhter
Temperatur ersichtlich. Die minimale Freisetzung findet sich bei 37 °C und 38 °C mit jeweils
5,564+0,1 %. Die maximale CF-Detektion gelingt bei 45 °C mit 51,6+8,1 %. Die Zugabe von 2,4 mM
DPPC/Cholesterin-Vesikel fiihrt zu einer raschen CF-Freisetzung mit 78,0+1,6 % bei 39 °C und
einer vollstdndigen Freisetzung mit 96+10,9 % bei 44 °C. Nach Zugabe von 4,0 mM Vesikel wer-
den bereits 29,340,1 % des CF bei 37 °C frei. Die maximale Freisetzung betrigt 53,5+1,8 % bei
39 °C. b) Inkubationen fiir jeweils eine Stunde bei 37 °C bzw. 42 °C. Es zeigt sich eine Zunahme
der CF-Freisetzung mit steigender Lipidbeimengung und steigender Temperatur nach einstiindigen
Inkubationen (0,4 mM: 37 °C 42,7£5,9 %, 42 °C 71,4+14,9 %; 2,4 mM: 37 °C 104,4+0,3 %, 42°C
105,3+0,9 %; 4,0 mM: 37 °C 107,4+0%, 42 °C 90,5+15,0 %).

fir 2,4 mM und 4,0 mM findet eine annéhrend vollstdndige Freisetzung unter 37 °C als
auch 42 °C statt (2,4 mM: 37 °C 104,4+0,3 %, 42 °C 105,34+0,9 %; 4,0 mM: 37 °C 107,
440 %, 42 °C 90,5+15,0 %).

4.6.3.2 Einfluss von DPPC-Vesikeln auf die Temperaturprofile von PEG2000-
TSL

Die Zugabe von reinen DPPC-Lipidvesikel fiihrt zu geringen CF-Freisetzungen aus PEG2000-
TSL (DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000 80:15:5 (m/m)), max. 6,1 % bei 44 °C fir 2,4 mM.
Bei 37 °C zeigt sich eine Tendenz zur Abnahme der CF-Freisetzung mit steigender DPPC-
Menge (2,4 mM: 4,2 %, 3,2 mM: 1,2 %, 4,0 mM: 1,1 %, s. Abbildung 4.26). Im Vergleich zur
CF-Freisetzung aus PEG2000-TSL nach 1 Stunde in 0,9 % NaCl ist die Freisetzung nach
Zugabe der Lipidvesikel geringer (vgl. Abbildung 4.22, z.B. CF-Freisetzung aus PEG2000-
TSL bei 42 °C: fiir 4,0 mM Vesikel 6,1 % im Vergleich zu 39,84+13,2 % in 0,9 % NaCl).
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Abbildung 4.26: Inkubation von PEG2000-TSL (DPPC/DSPC/DSPE-PEG2000
80:15:5 (m/m)) mit reinen DPPC-Lipidvesikeln, n = 1. a) 5-Minuten bei Temperatu-
ren zwischen 37 °C und 45 °C ergeben fiir alle getesteten Lipidkonzentrationen nur geringe CF-
Freisetzungen bis max. 6,1 % bei 44 °C und Zugabe von 2,4 mM Vesikel. b) Auch die Inkubationen
fiir jeweils eine Stunde ergeben eine maximale CF-Freisetzung von max. 6,1 % bei 42 ° C bei Zugabe
von 2,4 mM DPPC-Vesikel. Es besteht eine Tendenz zur geringeren CF-Freisetzung bei 37 °C und
steigender Vesikelmenge (2,4 mM: 4,2 %, 3,2 mM: 1,2 %, 4,0 mM: 1,1 %).

4.7 Lagerstabilitit der Liposomen

DPPGs-TSL wurden mit und ohne eingeschlossenes Doxorubicin bei 4 °C fiir bis zu 12
Wochen gelagert und die Lipidverhéltnisse anschliefend mittels DC untersucht. Lysoli-
pide sind initial nicht in die liposomale Membran integriert gewesen (s. Tabelle 4.4). In
den vierwochentlich durchgefithrten Diinnschichtchromatographien zeigten sich insgesamt
keine wesentlichen Anderungen in der Membranzusammensetzung von DPPG,-TSL. Nach
12 Wochen Lagerung findet sich erstmalig ein sehr geringer Anteil an Lysolipiden in der
Lipidauftrennung der 200 mM und 240 mM Liposomen mi Doxorubicin. Des Weiteren
fillt eine Verschiebung von DPPC/DSPC in Richtung des DPPGg-Anteils der 160 mM
und 200 mM Liposomen auf. Auf Grund der gemeinsamen Abbildung von DPPC und
DSPC ist keine Differenzierung zwischen dem Gehalt dieser Phospholipide méglich.

Molaritéit [mmol/l] DPPC/DSPC [%] DPPGy [%] Lysolipide [%]

160 75,7£10,7 24,3£10,7 0,020
200 74,5410,5 25,64+10,5 0,040
240 70,746,6 29,4+ 6,7 0,020

Tabelle 4.4: Lipidverhiltnisse DPPG2-TSL (DPPC/DSPC/DPPG, 50:20:30 (m/m))
mit eingeschlossenem Dox nach der Herstellung. Die Lipidanteile wurden mittels DC be-
stimmt und zeigen gute Ergebnisse bzgl. der gewiinschten Lipidkonzentrationen. Es finden sich
keine Lysolipide.
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Molaritét [mmol/l] DPPC/DSPC [%] DPPGs [%] Lysolipide [%]

160 72,545,7 27,545,7 0,0£0,0
200 70,3465 29,446,2 0,340,4
240 70,945,9 28,745,5 0,30,4

Tabelle 4.5: Lipidverhéltnisse von DPPG,-Liposomen (DPPC/DSPC/DPPG,
50:20:30 (m/m)) mit eingeschlossenem Dox nach 12 Wochen Lagerung bei 4 °C. Die
Lipidauftrennung der aufgelosten liposomalen Membran erfolgte mittels DC. In den Chargen mit
160 mM und 200 mM Ammoniumsulfatpuffer pH 5,4 in der initialen Herstellung findet sich eine
Verschiebung der Anteile in Richtung DPPGsy. Aufierdem wurden erstmalig Lysolipide der 200 mM
und 240 mM TSL detektiert.

Molaritéit [mmol/l] DPPC/DSPC [%] DPPGy [%] Lysolipide [%]

160 71,7£6,0 28,346,0 0,0+0,0
200 72,4+5,5 27,74+5.5 0,0+0,0
240 k.D.v. k.D.v. k.D.v.

Tabelle 4.6: Lipidverhiltnisse der DPPG,-TSL (DPPC/DSPC/DPPG. 50:20:30
(m/m)) mit eingeschlossenem Ammoniumsulfatpuffer pH 5,4 nach mindestens 12 Wo-
chen Lagerung bei 4 °C. Die Lipidkomposition zeigt sich dhnlich zu der initial gewiinschten
Lipidzusammensetzung. k.D.v. = keine Daten vorhanden.
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Kapitel 5

Diskussion

FEinige Aspekte dieser Diskussion sind im Rahmen der Publikation [32] verdffentlicht.

5.1 Freisetzungsverhalten DPPG,-TSL mit eingeschlossenem

Carboxyfluorescein und Doxorubicin

DPPG2-TSL weisen unterschiedliche CF-Freisetzungsverhalten je nach dem Umgebungs-
medium (NaCl 0,9 % und FCS, s. Abbildung 4.3) und dem eingeschlossenem Wirkstoff
auf (s. Abbildung 4.5). Doxorubin wird bei Erreichen mild hyperthermer Temperaturen
stirker freigesetzt als CF, z.B. werden bei 41 °C innerhalb von 5 Minuten 88,2+11,7 %
Dox, aber nur 32,9+1,2 % CF freigesetzt (vgl. Kapitel 4.2.1 und 4.2.2). Fiir beide For-
mulierungen bleibt die Freisetzung nach Erreichen der Phaseniibergangstemperatur und
weiterer Steigerung der Temperatur stabil bzw. fillt langsam ab (vgl. Abbildung 4.3), was
durch einen initial maximalen Ausstrom des eingeschlossenen Farbstoffes und anschlieend
einer langsameren Verteilung entsprechend dem Konzentrationsgradienten zwischen intra-
und extraliposomaler Verteilung des Dox bzw. CF erklirt werden kann. Die Wirkstoff-
freisetzung von CF und Dox erfolgt bei Erreichen der Phasenumwandlungstemperatur als
,burst release* und wird fiir Dox durch den Zusammenbruch des pH-Gradienten zusétzlich
verstarkt [67,68].

AuBerdem interagiert Dox mit Phospholipiden, wodurch die Membranstabilitit her-
abgesetzt und eine Absenkung der Phasenumwandlungstemperatur bewirkt werden kann
[69,70]. Unterschiede in der molaren Masse, Ladung, Hydrophilie, Einschlussmethode und
intraliposomalen Konzentration spielen des Weiteren eine Rolle in der liposomalen Frei-
setzung und konnen die Membranstabilitét verschlechtern [71], wodurch Differenzen in
der Freisetzung erklért werden konnen [4,72]. Allgemeingefasst entsteht die erhohte Wirk-
stofffreisetzung aus DPPGo-TSL mit steigender Temperatur durch zunehmende Fluiditét

der Liposomenmembran und der Ausbildung sog. grain boundaries im Bereich der T}, [7],

65
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wodurch sich kleine Wellen bzw. Briiche in der Lipidanordnung an den Phasengrenzen
innerhalb der Membran ergeben [73], sowie durch Wechselwirkungen mit Serumbestand-
teilen [32] (s. Kapitel 5.2).

Positiv zu werten ist, dass die hier getesteten DPPGo- TSL-Formulierungen bei 37 °C
nur geringe Farbstofffreisetzungen (CF: 1,3+0,1 %; Dox: 4,7+5,9 %) und bei Erreichen
mild hyperthermer Werte eine rasche Zunahme der Freisetzung aufweisen (vgl. Kapitel
4.2.1, 4.2.2). Auch nach Inkubationen fiir bis zu 24 Stunden bei Kérpertemperatur zeigen
DPPG,-TSL geringe CF-Freisetzungen auf (max. 56,2+0,1 %, vgl. Abbildung 4.8), sodass
potenziell eine gute Stabilitdt bei Korpertemperatur mit geringer Wirkstofffreisetzung
wihrend der Zirkulation im Blutkreislauf in nicht erwérmten Arealen moglich erscheinen.
Hierdurch wird das Potenzial von DPPGs-TSL als moglichen gezielten Wirkstofftriager

unterstrichen.

5.2 Einfluss von Serumbestandteilen auf das Freisetzungs-
verhalten von DPPG,-TSL

Die klinische Anwendung von Liposomen als Wirkstofftriger ist u.a. an einen Einsatz
im Vollblut gebunden. Fiir die préklinische Evaluation in vitro eignet sich FCS als an-
erkannter Ersatz fiir Vollblut. Zu bedenken ist, dass in Serum die Gerinnungsfaktoren
nicht mehr und z.B. Kalzium in verringerter Menge vertreten sind. Auflerdem bestehen
Unterschiede zwischen FCS und Humanserum, z.B. bzgl. des pH-Werts (FCS pH 7,28 vs.
Humanserum pH-Wert 7,37-7,45) und des Proteingehalts (FCS 3,6 g/100 ml vs. Human-
serum 6,6-8,3 g/100 ml, vgl. Tabelle 1.1). FCS bietet sich auf Grund der Verfiigbarkeit gut
fiir in vitro Versuche an und gibt Hinweise auf das Verhalten von TSL in Serum. Es kann
jedoch nicht direkt auf das Verhalten in vivo geschlossen werden. Da Serum die Membran-
stabilitit und das temperaturabhéngige Freisetzungsverhalten von TSL im Vergleich zur
Inkubation in 0,9 % NaCl (vgl. Abbildung 4.3) veréindert [10,29, 30, 38|, ist der Einfluss
einzelner Serumkomponenten genauer zu beleuchten.

Dox-beladene TSL setzen das Doxorubicin schneller in Serum als in Puffer bei Errei-
chen der Phaseniibergangstemperatur frei (vgl. Kapitel 4.2.2.1), sodass ein destabilisieren-
der Effekt der Serumkomponenten auf die TSL-Membran vorliegen muss. Die Inkubation
von TSL in Gegenwart von ausschliellich niedermolekularen Serumbestandteilen zeigte
ein adhnliches Freisetzungsprofil der Liposomen wie bei der Inkubation in 0,9 % NaCl,
sodass der Fokus fiir die weiteren Untersuchungen auf hochmolekulare Komponenten ge-
legt werden konnte (s. Kapitel 4.4, Abbildung 4.12). Als wesentliche Komponenten der
hochmolekularen Serumbestandteile wurde der Einfluss von Proteinen, Cholesterin und
Lipidvesikel auf die Freisetzung untersucht. Da Proteine mit TSL-Membranen interagie-

ren konnen [3,7,32,38,74], wurden der Einfluss von den im Serum héufigsten Proteinen
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Albumin und Immunglobulinen (s. Tabelle 1.1) genauer untersucht. Der Anteil von lipo-
philen Serumkomponenten, z.B. Cholesterin betrigt 38 mg/100 ml in FCS und bis zu
200 mg/100 ml in Humanserum (s. Tabelle 1.1). Cholesterin und z.B. Lipidtransportmo-
lekiile kénnen durch ihre Lipophilie ebenfalls leicht mit TSL-Membranen in Wechselwir-
kugen treten [38,75,76], sodass auch deren Einfluss beleuchtet wurde.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit die Wechselwirkungen von TSL-Membranen
mit verschiedenen Serumbestandteilen quantifiziert, was die Klassifizierung der Serumbe-
standteile nach ihrem Einfluss auf das Freisetzungsverhalten ermoglichte. Geringe Wech-
selwirkungen und damit leicht stabilisierende oder destabilisierende Effekte von niedermo-
lekularen Serumkomponenten wurden hier nicht evaluiert. Da die Wechselwirkungen der
TSL-Membranen mit den Serumbestandteilen jeweils separat untersucht wurden, kénnen
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Serumkomponenten nicht ausgeschlossen wer-

den und bieten einen interessanten Ansatzpunkt fiir zukiinftige Experimente.

5.2.1 Einfluss von Albumin auf die Freisetzung aus DPPG,-TSL

Albumin bildet gemeinsam mit Immunglobulinen den gréfiten Proteinanteil in huma-
nem Serum (Albumin ca. 4 g/100 ml, IgG ca. 1 g/100 ml, vgl. Tabelle 1.1). Fiir bei-
de Serumkomponenten sind Interaktionen mit liposomalen Membranen und Lipiden be-
kannt [3,34, 38,40].

Insbesondere Albumin beeinflusst z.B. die Halbwertszeit von Wirkstoffen mit hoher
Plasmaproteinbindung (z.B. Levemir, orale Antikoagulantien [77]). Aulerdem konnen Phar-
mazeutika exogen an Albumin gebunden und dadurch in ihrer Toxizitdt reduziert bzw. in
ihrer in vivo-Stabilitdt erhoht werden [14,37,78].

Auch die liposomale Freisetzung von eingeschlossenen hydrophilen Substanzen wird
unter Zugabe von Albumin bei Inkubationen unter Koérpertemperatur reduziert und im
Bereich der Phasenumwandlungstemperatur verstérkt (vgl. Abbildung 4.13). Hierdurch
erscheint ein stabilisierender bzw. schiitzender Effekt von Albumin auf DPPGy-TSL-
Membranen in der soliden Gelphase und ein destabilisierender Effekt bei der Phasen-
umwandlung hin zur frithkristallinen Phase naheliegend. Solange die Lipide in ihrer An-
ordnung fest gepackt sind, kann Albumin auf Grund seiner Grofle und Struktur vermut-
lich nicht ausreichend in die Membran eindringen, um eine Destabilisierung zu bewirken.
Bei Erreichen der Phasenumwandlungstemperatur werden die Lipide innerhalb der lipo-
somalen Membran zunehmend beweglich und es kommt zur Ausbildung von sog. grain
boundaries [73]. Hierdurch kann Albumin leichter mit der Membran interagieren und ihre
Stabilitét zusétzlich stéren [38,63], was die deutliche Zunahme der Freisetzung mit zu-
nehmender Albuminmenge erklaren kann. Bei Inkubationen iiber eine Stunde nimmt die
CF-Freisetzung hingegen mit zunehmendem Albumingehalt ab, sodass in Anbetracht der

dreidimensionalen, grolflichigen Struktur von Albuminmolekiilen eine Anlagerung und ein



68 KAPITEL 5. DISKUSSION

Schutz der Membran méglich erscheinen. Da dies auch unter Zugabe von 40 g/1 Albumin,
also entsprechend dem physiologischen Albumingehalt im Humanserum, passiert, kann
Albumin die langanhaltende Stabilitat der TSL bei 37 °C (vgl. Abb. 4.8) unterstiitzen. Da
die CF-Freisetzung aus DPPGo-TSL nach Zugabe von bis zu 100 g/1 Albumin (entspricht
dem fiinffachen des Albumingehalts in FCS) bei Temperaturen unterhalb der Phasenum-
wandlungstemperatur geringer als in FCS ist (vgl. Kapitel 4.4.1), kann Albumin jedoch

nicht der einzige einflussreiche Faktor sein.

5.2.2 Einfluss von Immunglobulinen auf die Freisetzung aus DPPG,-
TSL

Immunglobuline weisen durch ihre Struktur zahlreiche Interaktionsmoéglichkeiten mit Se-
rumbestandteilen und Antigenen, z.B. von Fremdstrukturen auf. Der Kontakt zu Lipiden
passiert vor allem durch Bindung der Fe-Doméne [40,42] der Immunglobuline an die lipo-
somale Membran [42]. Bereits geringe Mengen IgG, welche unterhalb des physiologischen
~v-Globulingehalts im Humanserum liegen, schrinken die Membranstabilitéit der TSL stark
ein und fithren zu einer starken Freisetzung bereits vor der Phasenumwandlungstemperatur
(vgl. Kapitel 4.4.2). Die CF-Freisetzung in FCS ist allerdings geringer als in IgG-Losungen
mit vergleichbaren IgG-Konzentrationen (vgl. Abbildung 4.3 und 4.14). Im Serum kénnten
IgG mit anderen Molekiilen interagieren, wodurch die effektive IgG Konzentration gerin-
ger wiirde. Alternativ kénnten die Liposomen durch andere Serumbestandteile, wie z.B.
Albumin, geschiitzt werden. IgG kénnen somit als eindeutig stark destabilisierende Fak-
toren fiir TSL-Membranen betrachtet werden, haben im Serum jedoch einen geringeren

Einfluss als in reinen IgG-Losungen.

5.2.3 Einfluss von Lipidvesikeln auf die Freisetzung aus DPPG,-TSL

Durch die intravasale Liposomenapplikation ist der Kontakt zu weiteren Biomembranen
und Lipiden, v.a. gebunden an Transportmolekiile, anzunehmen und der Austausch einzel-
ner Lipide moglich. Durch den Austausch kann es zu einer Stérung der Membranintegritét
und folglich -stabilitit kommen [45,46,76]. Zur Evaluation des Einflusses von Lipidvesikeln
auf die DPPGo-TSL wurden Vesikel aus reinem DPPC und DPPC/Chol hergestellt und
die Temperaturprofile der TSL bestimmt. In den hier durchgefiithrten Versuchen bewir-
ken reine DPPC-Vesikel allerdings keine erhthte CF-Freisetzung aus DPPGo-TSL nach 5
Minuten (maximal ~ 5%, s. Abbildung 4.18). Kapitel 4.4.3 zeigt aber eine Zunahme der
CF-Freisetzung aus DPPGy-TSL nach Zugabe von DPPC/Cholesterin-haltigen Vesikeln
(z.B. DPPC/Chol 1,6 mM: 45,5+2,9% bei 43 °C, 5 Minuten). Auch nach lingerer Inkuba-
tion mit reinen DPPC-Vesikeln bei 42 °C ist die Freisetzung relativ gering (max. ca. 25 %,
vgl. Abbildung 4.19), wihrend unter DPPC/Chol-Vesikeln iiber 85 % des eingeschlos-
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senen CF entweichen (vg. Abbildung 4.16). Somit interagieren nur DPPC/Chol-haltige
Vesikel mit DPPGy-TSL, wodurch eine Stérung der Membranintegritdt und eine Zunah-
me der CF-Freisetzung entstehen. Moglich ist, dass hierfiir v.a. Cholesterin verantwort-
lich ist, da es ein kleineres Molekiil als DPPC ist und leichter zwischen Lipidmembranen
migrieren kann [45]. Sowohl Cholesterin als auch DPPC sind in Wasser kaum 16slich, so-
dass der Austausch vor allem durch direkten Membrankontakt erkldart werden kann. Da
die DPPC- und DPPC/Chol-Vesikel im Rahmen dieser Versuche nicht extrudiert wur-
den, liegen durch die unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen auch unterschiedliche
Groflenverteilungen und damit Kontaktflichen der Vesikel vor. Durchschnittlich sind die
DPPC-Vesikel mit 7430 nm um 3000 nm gréBer als die DPPC/Chol-Vesikel (4282 nm)
und die GroBenverteilung der DPPC-Vesikel ist stérker gestreut (vgl. Tabelle 4.3). Aller-
dings ergeben sich durch die Grofenunterschiede unterschiedlich stark gekriimmte Vesikel-
membranen. Mit abnehmendem Vesikeldurchmesser und folglich einer stérkeren Membran-
kriimmung steht die Membran unter zunehmender Spannung, sodass einzelne Lipide leich-
ter entweichen kénnen und somit der leichtere Austausch erklért werden konnte [10, 32].
Da die hier verwendeten Lipidkonzentrationen unterhalb der physiologischen Norm-
werte liegen, ist eine direkte Ubertragung auf den in vivo-Einfluss von Lipiden bzw. Li-
poproteinen leider nicht moglich. Die durchgefithrten Experimente deuten jedoch auf eine
Interaktion von DPPGs-TSL insbesondere mit Cholesterin hin, wodurch Cholesterin als
ein destabilisierender Serumbestandteil fiir DPPGo-TSL angesehen werden kann. Weitere
Versuche, z.B. mit DPPC und DPPC/Chol-Vesikeln gleicher Grofle, sowie Experimente
zum Cholesterinaustausch zwischen DPPGo-TSL und Lipidvesikeln, sind in Zukunft nétig

um den Einfluss von Lipidvesikeln auf das Freisetzungsverhalten von TSL genauer zu

beleuchten.
Freisetzung
Niedermolekulare Serumbestandteile kein Einfluss
Albumin Reduktion unter T;,, / Verstiarkung iiber T,,
Immunglobuline Verstéarkung
DPPC-Vesikel kein Einfluss
DPPC/Cholesterin-Vesikel Verstérkung

Tabelle 5.1: Einfluss verschiedener Serumkomponenten auf die CF-Freisetzung von
DPPG,-TSL.

5.2.4 Kiinstliches Serum

Um die Ergebnisse zum Freisetzungsverhaltens von TSL von in vitro Experimenten auf
die Anwendung zum Drug Targeting in vivo iibertragen zu koénnen, sollten die in vitro
Versuchsbedingungen moglichst &hnlich zu den in vivo Bedingungen sein, bzw. das in

vivo Freisetzungverhalten widerspiegeln. FCS bietet sich als in vivo Analogon an, vari-
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iert allerdings stark zwischen verschiedenen Chargen. Basierend auf den hier untersuchten
Serumbestanteilen wurde eruiert, ob kiinstliche Seren mit definierten Bestandteilen herge-
stellt (vgl. Tabelle 3.2) und dadurch die Chargenunterschiede minimiert werden kénnen.
Das kiinstliche Serum reproduziert die temperaturabhéngige Form der CF-Freisetzung im
Vergleich mit FCS, wobei die absolute Freisetzung bei hohen Temperaturen niedriger als
in FCS ausfillt (z.B. 43 °C kiinstliches Serum: 54+0,9 %; FCS: 66,9+0 %, vgl. Abbildung
4.21). Das kiinstliche Humanserum bewirkt eine geringere CF-Freisetzung, was durch die
Abnahme des IgG-Gehalts bei gleicher Albumin- und Lipidvesikelmenge erklirt werden
kann (vgl. Tabelle 3.2). Im kiinstlichen FCS sind IgG und Albumin am wenigsten vertre-
ten und die Freisetzung folglich am geringsten (max. 12,2+0,1 %). Hieraus ergibt sich,
dass in fetalem Kélberserum andere Bestandteile auch in niedrigenden Mengen fiir die
Destabiliserung von TSL mitverantwortlich sind.

Fiir die hier verwendeten kiinstlichen Seren wurden lediglich die wichtigsten hochmo-
lekularen Serumbestandteile verwendet. Die Eigenschaften der kiinstlichen Seren kénnten
durch Verwendung von weiteren Serumsbestandteilen noch verbessert werden. Insgesamt
unterstreichen diese Ergebnisse den Einfluss der getesteten Serumbestandteile auf die Frei-
setzung aus DPPGo-TSL und die Aussicht auf ein standardisiertes Inkubationsmedium.
Die Experimente mit einzelnen Komponenten geben Hinweise auf die Gréfie und den Ein-
fluss der Interaktionen mit der liposomalen Membran (vgl. Abbildung 4.21, Tabelle 5.1),
die bestehenden Wechselwirkungen sind hiermit jedoch nicht abgebildet.

5.3 Einfluss von Cholesterineinbau in die TSL-Membran

Cholesterin ist ein natiirlich vorkommendes Membranlipid und Forschungsgegenstand bzgl.
seines Einflusses auf die Stabilitdt von Lipidmembranen. Der Cholesterineinbau redu-
ziert die Membranfluiditéit, bewirkt eine dichtere Lipidanordnung und Reduktion kleinerer
Liicken in der Membran [3,46,79] und verédndert dadurch die Phasenumwandlungstempe-
ratur sowie die Membranstabilitét der TSL [80].

Die Phasenumwandlungstemperatur von TSL wird ab einem Anteil von 30 mol% Cho-
lesterin unterdriickt [44,81], was durch Zunahme der Rigiditidt und Stabilitét der Membran
erklart werden kann [3,46]. Dies stimmt mit den hier gewonnenen Ergebnissen (Kapitel
4.3) fiir Inkubationen in FCS und 0,9 % NaCl iiberein.

Bei geringem Cholesterineinbau (10 — 20 mol%) zeigt sich in FCS und 0,9 % NaCl eine
temperaturabhingige CF-Freisetzung. In FCS setzen 20 mol%-Chol-TSL sowohl nach 5-
miniitigen Inkubationen als auch nach 1 Stunde bei bis 42 °C weniger CF frei als 10 mol%-
Chol-TSL. Bei weiterer Erwirmung nimmt die Freisetzung fiir 10 mol%-Chol-TSL zu,
wodurch diese Formulierung stabiler bei geringer Temperatur und eine hohe Freisetzung
ab 43 °C aufweist (vgl. Abbildung 4.9). Auch nach Inkubationen fiir 1 Stunde setzen
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10 mol%-Chol-TSL weniger CF als 20 mol%-Chol-TSL bei 37 °C frei und erreichen héhere
CF-Freisetzungen bei Inkubationen bei 42 °C. 30 mol%-Chol-TSL setzen durchgingig
< 3 % des CF frei, sodass diese Formulierung nicht mehr temperatursensitiv ist (vgl.
Abbildung 4.9).

In 0,9 % NaCl setzen sowohl 10 mol%- als auch 30 mol%-Chol-TSL nach 5-miniitigen
Inkubationen zwischen 37-45 °C nur wenig CF frei (< 10 %, vgl. Abb. 4.11). 20 mol%-
Chol-TSL hingegen setzen bis zu 55 % des CF's bei 40 °C frei. Bei 37 °C stellt sich sowohl
nach 5 Minuten sowie nach 1 Stunde eine Abnahme der CF-Freisetzung mit steigendem
Cholesteringehalt der TSL-Membran dar (vgl. Abbildung 4.11 ¢ und d). Bei Erwérmen
auf iiber 41 °C wird deutlich, dass 20 mol%-Chol-TSL insgesamt wesentlich mehr CF als
die 10 mol%- und 30 mol%-Chol-TSL-Formulierungen freisetzen. Somit liegt keine lineare
Zunahme der Membranstabilitit im Bereich des Phaseniibergangs der Membranen mit
zunehmendem Cholesteringehalt bei DPPGo-Chol-TSL vor.

Im direkten Vergleich der CF-Freisetzungen bei mild hyperthermen Temperaturen und
5-miniitigen Inkubationen in FCS sind DPPG2-TSL auf Grund der hoheren Freisetzung
den 10 mol%- und 20 mol%-Chol-TSL iiberlegen (s. Abbildung 5.1). Bei lingeren Inku-
bationen fiir bis zu 24 Stunden bei Korpertemperatur in FCS ergibt sich fiir 10 mol%-
Chol-TSL ein dhnliches Freisetzungsprofil zu DPPGo-TSL mit langsam zunehmender Frei-
setzung bei ldngerer Inkubationsdauer (vgl. Abbildung 4.10). 20 mol%-Chol-TSL weisen
eine viel stiarkere CF-Freisetzung auf, wihrend 30 mol%-Chol-TSL keinen CF-Ausstrom
aufweisen. Somit zeigen DPPGo-TSL einen Vorteil bzgl. rascher Freisetzung in erwiarmten
Arealen, wihrend 10 mol%-Chol-TSL eine etwas stirkere Membranstabilitit bei Inkuba-
tionen bei Korpertemperatur fiir bis zu 18 Stunden aufweisen (s. Abbildung 4.10) und
somit ebenfalls fiir einen moéglichen klinischen Einsatz evaluiert werden kénnten. Es bleibt
zu bedenken, dass Cholesterinmolekiile wahrend der Gefafizirkulation in die TSL-Membran
immigrieren kénnen (vgl. Kapitel 5.2.3). Hierdurch kann es zu einem zunehmenden Choles-
terinanteil und dadurch zu einer Anderungen der Membranstabilitit intravasal kommen.
Die hier gewonnen Ergebnisse deuten darauf hin, dass durch Cholesterinzugabe und Bei-
mengungen bis zu 10 mol% Cholesterinanteil die DPPGo-TSL ihre Temperatursensitivitét
erhalten und eine etwas bessere Stabilitét bei 37 °C erreichen (vgl. Abb 4.9, 4.10).

Welche Cholesterinbeimengung < 20 mol% in DPPGy-TSL zu einer dichteren Mem-
bran und bei weiterer Steigerung ggf. zu neuen Membranunregelméfligkeiten und Poren
fithren, kann aus diesen Versuchen nicht beantwortet werden und bedarf weiterer For-
schung.

Fiir pegylierte Liposomen kann ein geringer Cholesterinanteil der TSL-Membran auch
von Vorteil sein, da trotz Pegylierung und Abschirmen der TSL vor Opsonisierung an-
schlieflend ein leichteres Verschmelzen mit Tumorzellen moglich ist [3]. Da der Cholesteri-

nanteil in der liposomalen Membran groflen Einfluss auf das temperaturabhéingige Verhal-
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Abbildung 5.1: CF-Freisetzung aus DPPG5-TSL und DPPG.-TSL mit Cholesteri-
nanteil bei leicht hyperthermen Temperaturen von 40 bis 43 °C in FCS. Die Freisetzung
steigt mit hoherer Temperatur an, ist fiir Chol-TSL jedoch geringer als fiir Standard-DPPGy-TSL.

ten und die Membranstabilitit der TSL hat sowie die Interaktionen mit Serumproteinen
verdndert [45, 82, 83| sind weitere Versuche zur genaueren Evaluation des DPPGo-TSL
mit Cholesterinanteil und Einfluss z.B. von Albumin und Immunglobulinen in Zukunft

notwendig.

5.4 Einfluss von PEG2000-Einbau in die TSL-Membran

Pegylierte Liposomen weisen einen Schutz vor dem natiirlichen Abbau durch das RE-
System des Korpers auf [84-86], wodurch eine léngere Zirkulationsdauer der Liposomen
erreicht wird. Dies fiihrt einerseits zu einer hoheren Akumulation der Liposomen im Tu-
morgewebe [3], andererseits werden pegylierte Liposomen durch die herausragenden Ketten
weniger leicht in die Tumorzellen aufgenommen [87].

Die Einbindung von hydrophilem PEG2000 in eine TSL-Membran fithrt zu einer Ver-
schiebung des Zeta-Potenzials der Liposomen aus dem negativen in den positiven Bereich
(vgl. Tabelle 4.1).

Herausragende hydrophile PEG2000-Ketten kénnen TSL rdumlich abschirmen, sodass
Interaktionen von TSL mit hochmolekularen Serumbestandteilen reduziert werden. Kapi-
tel 4.6.2 bestétigt eine deutlich reduzierte CF-Freisetzung aus PEG2000-TSL im Vergleich
zu DPPGs-TSL nach Zugabe von IgG bei Korpertemperatur und hyperthermen Tempe-
raturen fiir 5 Minuten (PEG2000-TSL max. 10,3+4,3 %; DPPGy-TSL vollstédndige Frei-
setzung, s. Abbildung 4.24). Nach 1 Stunde unter 42 °C steigt die Freisetzung, sodass man
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von einer zunehmenden Interaktion der Serumbestandteile mit PEG2000-haltigen Mem-
branen bei zunehmender Fluiditdt der Membran ausgehen kann. Der Einfluss von IgG auf
die Freisetzung aus PEG2000-TSL geringer als DPPGy-TSL. Bei Zugabe DPPC/Chol-
Vesikel ist eine Zunahme der Freisetzung dhnlich der DPPGo-TSL ersichtlich, sodass die
Pegylierung - wie erwartet - keinen schiitzenden Effekt vor lipophilen Serumkomponenten
bietet und von einem Cholesterinaustausch zwischen den PEG2000-TSL und DPPC/Chol-
Vesikel auszugehen ist.

Hervorzuheben ist auch hier der zweiseitige Effekt von Albumin. Bei Koérpertemperatur
zeigt sich ein schiitzender Albumineffekt auf PEG2000-TSL, da auch hier die CF-Freisetzung
mit steigendem Albumingehalt abnimmt (60 g/1, 37 °C: 38,04+1,0 %; 42 °C: 12,54+2,0 %, s.
Abbildung 4.23 b). Obwohl die Phasenumwandlungstemperatur der hergestellten PEG2000-
TSL hoher ist als die der DPPGy-TSL (43,8 °C vs. 42,6 °C, vgl. Tabelle 4.1) und die
Interaktion mit Serumbestandteilen durch die Pegylierung als geringer anzunehmen ist,
ist ihre CF-Freisetzung nach 5-miniitiger Inkubation in FCS bei 40 °C bis 43 °C hoher als
aus DPPGy-TSL (z.B. 41 °C, DPPG»-TSL: 32,9+1,2 %; PEG2000: 45,1+0,5 %, s. Ab-
bildung 5.2). In 0,9 % NaCl zeigen sich hingegen keine wesentlichen Unterschiede in der
Freisetzung zwischen den zwei TSL-Formulierungen (PEG2000 max. 8,3+1,1 %; DPPGy
max. 6,3 %, vgl. Abbildung 4.7 und 4.22).

Bei hyperthermer Inkubation in vitro iiber eine Stunde ist die Freisetzung aus PEG2000-
TSL > 30% geringer als aus DPPGo-TSL (s. Abbildung 5.1), was durch die Pegylierung
erklirt werden kann. Somit spielen fiir die verldngerte in vivo-Zirkulationsdauer pegylierter
Liposomen nicht nur das vermeiden der Aufnahme durch das RES, sondern auch die Se-
rumwechselwirkungen eine wesentliche Rolle. Zum Vergleich der in vivo-Zirkulationsdauer
von DPPGs-TSL und pegylierten DPPGo-TSL sind jedoch weitere tierexperimentelle Ver-

suche notwendig.

5.5 Lagerstabilitéit

Der Schwerpunkt im Rahmen der Evaluation eines moglichen klinischen Einsatzes der TSL
liegt v.a. auf einer raschen Freisetzung bei mild hyperthermer Umgebungstemperatur und
einer guten Stabilitdt wihrend der Zirkulation im Blutkreislauf bei Korpertemperatur.
Fiir den téglichen klinischen Gebrauch ist die Lagerstabilitit der Wirkstoffe nach Herstel-
lung ebenfalls von praktischer Bedeutung. Gefordert werden stabile TSL ohne wesentli-
ches Entweichen des eingeschlossenen Wirkstoffs und mit genauer Charakterisierung der
entstehenden Abbau- und Zersetzungsmolekiile wihrend der Herstellung, Lagerung und
intravenoser Anwendung [88, 89], sodass die Lagerstabilitit Dox-beladener DPPGo-TSL
untersucht wurde.

DPPGy-TSL, welche iiber das Remoate-Loading-Verfahren mit Doxorubicin beladen
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Abbildung 5.2: CF-Freisetzung aus DPPG5- und PEG2000-DPPG,-TSL nach 5-
miniitigen Inkubationen in FCS. Beide Formulierungen setzen nur geringe Mengen CF bei
Korpertemperatur frei. Bei mild hyperthermen Temperaturen setzen PEG2000-TSL durchgehend
etwas mehr CF frei als DPPGo-TSL.

wurden, zeigen nach Lagerung bei 4 °C nur geringe Anderungen der Lipidzusammen-
setzung in der DC (vgl. Kapitel 4.7). Es finden sich nur minimale Mengen von Lyso-
lipiden (max. 0,3+0,4 %) und eine Zunahme des DPPGs-Anteils unter Abnahme des
DSPC/DPPC-Anteils um jeweils ~ 3% (s. Tabelle 4.4, Tabelle 4.5, Tabelle 4.6) nach bis
zu 12 Wochen Lagerung. Dies kann dadurch erkldrt werden, dass das Beladungsverfahren
durch einen pH-Gradienten erfolgt und im TSL-Inneren ein pH-Wert von 4,0 und 6,5 au-
Berhalb der TSL gebildet wird. Bei Lagerung kommt es zur Hydrolyse der Lipide, welche
bei pH 4,0 langsamer ablduft als bei stark sauren oder basischen pH-Werten [90], sodass
hierdurch die Membranqualitit erhalten bleiben sollte. In der DC zeigten sich max. 0,3-
0,4 % Lysolipide, sodass keine gravierende Zunahme der Membranporositit zu erwarten
ist und daher von einer erhaltenen Membranstabilitdt ausgegangen werden kann. Die tem-
peraturinduzierte Freisetzung und somit das Freisetzungsprofil werden womoglich leicht
zugunsten niedrigerer Temperaturen verschoben, da DPPGg mit 39,7 °C die niedrigste
Phasenumwandlungstemperatur der verwendeten Phospholipide aufweist [91]. Durch eine
Zunahme des Lysolipidanteils wiirde die Phasenumwandlungstemperatur ebenfalls zu nied-
rigeren Temperaturen verschoben werden konnen. Ein Herabsetzen der Phasenumwand-
lungstemperatur ist fiir DPPC/PEG2000/Lysolipid-TSL bei einer Menge von 10 mol/mol
Lysolipidanteil durch Needham [25] beschrieben. Nach Lagerung der TSL fiir 12 Wochen
bei 4 °C mit eingeschlossenem Ammoniumsulfat-Puffer (pH 5,4) ohne Doxorubicin ist

ebenfalls eine Zunahme des DPPGa-Anteils zu vermerken. Lysolipide sind nicht nach-
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weisbar, sodass das Auftreten von Lysolipiden durch Doxorubicin und den pH (4,0) im
TSL-Inneren verursacht werden kann. Die Lagerung in HN-Puffer (pH 6,5) auBerhalb der
TSL bietet eine gute Option zum Erhalt der Membranqualitét.

Zur genaueren Charakterisierung des TSL-Freisetzungsverhaltens und des intraliposo-
malen Wirkstoffgehalts nach Lagerung sind weitere Untersuchungen, insbesondere Freiset-
zungsprofile und die Dox-Bestimmung nach Lagerung, sinnvoll.

Zusammenfassend sprechen die gewonnen Ergebnisse fiir einen zufriedenstellenden Er-
halt der TSL-Membraneigenschaften bei Lagerung in HN-Puffer (pH 6,5). Bei Dox-haltigen

TSL ist jedoch nach 12 Wochen mit dem Auftreten von Lysolipidanteilen zu rechnen.
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Kapitel 6
Zusammenfassung und Awusblick

Thermosensitive Liposomen sind vielversprechende Vehikel fiir den zielgerichteten Wirk-
stofftransport z.B. im Rahmen der Malignomtherapie. In die Liposomen kénnen Che-
motherapeutika eingeschlossen und mittels milder Hyperthermie lokal freigesetzt werden.
Dadurch kénnen eine hohere Wirkstoffkonzentration im Bereich des Tumors erreicht und
die systemische Wirkung wie auch das Nebenwirkungsprofil reduziert werden. Ziel dieser
Arbeit war es den Einfluss von Serumkomponenten auf das Freisetzungsverhalten und die
Stabilitdt von DPPGso-basierenden TSL systematisch zu untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass hochmolekulare Serumbestandteile einen groflien Ein-
fluss auf die Freisetzung aus TSL haben, wihrend niedermolekulare Serumbestandteile das
Freisetzungsverhalten nicht beeinflussen. Albumin, welches einen grofien Teil der hoch-
molekularen Serumbestandteile bildet, bewirkt eine reduzierte Freisetzung aus TSL bei
Korpertemperatur und steigert die Freisetzung mit zunehmender Temperaturerh6hung.
Hiermit unterstiitzt Albumin die besonderen KEigenschaften von DPPGo-TSL einer gu-
ten Stabilitdat bei Korpertemperatur und einer raschen Freisetzung im hyperthermen Be-
reich. Immunglobuline hingegen fithren bei Einzelinkubation zu einer hohen Freisetzung
ab 39 °C, welche die Freisetzung im Serum {iibersteigt. Der destabilisierende Einfluss von
Immunglobulinen auf die TSL wird also im Serum wahrscheinlich durch Interaktionen mit
anderen Serumbestandteilen oder T'SL-stabilisierende Serumkomponenten reduziert. Auch
der Kontakt zu Cholesterin bewirkt eine Steigerung der Freisetzung, was durch den leich-
ten Wechsel von kleinen Lipidmolekiilen zwischen Lipidmembranen zu erkliaren ist. Aus-
sagen beziiglich des Effekts von Lipoproteinen sind im Rahmen dieser Arbeit nur begrenzt
moglich, da physiologisch vorkommende Lipoproteine sehr unterschiedlicher Zusammen-
setzung sind und damit schwer zu rekonstituieren sind. Anderungen der Lipidzusammen-
setzung durch den initialen Einbau von Cholesterin in DPPGs-TSL-Membranen fithren
hingegen in niedrigen (10 mol% Cholesterin) und hohen Mengen (30 mol% Cholesterin)

zu einer Stabilisierung der Membran, da es eine dichte Lipidanordnung und Verfestigung

"
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der Membran bewirkt [3,46,79]. Der Einbau von PEG2000 zu DPPG2-TSL fiihrt zu diskret
hoheren Freisetzungen bei mild hyperthermen Temperaturen unter Erhalt der Stabilitét
bei Korpertemperatur, sodass DPPGo-PEG2000-TSL ebenfalls einen erfolgsversprechen-
den Ansatz zur temperaturinduzierten liposomalen Freisetzung bieten.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass DPPGo-TSL eine gute Stabilitdt bei Kor-
pertemperatur aufweisen und eine Lagerung der TSL bei 4 °C fiir bis zu 12 Wochen ohne
relevante Anderung der Lipidzusammensetzung gewihrleistet werden kann.

Zusammenfassend stellen die hier untersuchten DPPGs-TSL eine erfolgsversprechen-
de Moglichkeit des Drug Targetings dar. Bisher wird das Freisetzungsverhalten von TSL
iiberwiegend in FCS, welches jedoch von Charge zu Charge Unterschiede aufweist unter-
sucht. Daher wire ein standardisiertes Medium, um eine bessere Vergleichbarkeit der Er-
gebnisse zwischen unterschiedlichen Laboren und TSL-Formulierungen zu gewéhrleisten,
wiinschenswert. Die in dieser Arbeit identifizierten Bestandteile konnten hierbei als Grund-
lage eines kiinstlichen und reproduzierbaren Serumanalogons dienen. Ein genaues Ver-
stdndnis iiber die Auswirkungen der verschiedenen Serumbestandteile auf das Freiset-
zungsverhalten der TSL kénnte weiterhin verwendet werden, um das Freisetzungsverhalten
der TSL rational zu beeinflussen. Beispielsweise wére eine Anpassung des Freisetzungs-
verhaltens, basierend auf abweichenden Serumsbestandteilen, an verschiedene Organismen

oder an Individuen vorstellbar.
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