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SieAsMEERNS VS ASIRT T ENS G

De huidige kennis van de eigenschappen en funkties van biolo-
gische membranen is voor een groot deel verkregen door studies aan
modelmembranen. Met name liposomen hebben als een relatief een-
voudig en goed te karakteriseren modelsysteem een onmisbare plaats
verworven in het membraanonderzoek. Liposomen zijn kleine kunst-
matige partikels (25-2500 nm in doorsnee) bestaande uit één of
meer konsentrische fosfolipide-lagen van elk twee molekulen dik
("pilagen"). De fosfolipide-bilaag vormt ook de basisstruktuur van
biologische membranen. Liposomen ontstaan vanzelf wanneer fosfo-
lipiden van biologische of syntetische oorsprong worden gedisper-
geerd in een waterige oplossing. Daarbij wordt een gedeelte van de
oplossing door de liposomale membranen ingesloten (zie pagina 10,
Fig. 2). Het vermogen van liposomen om de ingesloten oplossing
vast te houden heeft geleid tot het idee om ze toe te passen als
kapsules voor wateroplosbare geneesmiddelen voor inwendig gebruik.
Tot de voordelen van met name intraveneuze toediening van liposo-
maal-verpakte geneésmiddelen worden onder meer gerekend: de be-
scherming van het geneesmiddel tegen inaktivering door het bloed
en tegen snelle uitscheiding door de nieren, de biologische af-
breekbaarheid, de lage toxiciteit en de lage immunogeniteit van
het materiaal waaruit de kapsule is samengesteld, en in het bij-
zonder de mogelijkheid om de liposomen op een bepaald doel in het
lichaam af te sturen. Na intraveneuze toediening van liposomen aar
ratten is echter gebleken dat het liposomale fosfolipide snel
wordt overgedragen op de plasma high density lipoproteins (HDL)
met als gevolg een voortijdig vrijkomen van het ingesloten materi
aal in de bloedbaan. Op zich is het niet verwonderlijk dat lipo-
proteinen betrokken zijn bij de afbraak van liposomen door plasma
Lipoproteinen zijn micellaire komplexen van lipiden en eiwitten,
die het transport van lipiden door de bloedbaan verzorgen. De ove
dracht van liposomaal fosfolipide op HDL vertoont zelfs een opval
lende overeenkomst met een bepaalde stap uit het lipoproteine-

metabolisme, zoals zich dat in de bloedsomloop afspeelt: bij de



lyse van triglyceride-rijke lipoproteinen komen grote hoeveel-
fosfolipide vrij, die, net als het liposomale fosfolipide,
1 opgenomen door HDL. Onder meer hierom vallen interakties
2 liposomen en plasma ook binnen het terrein van het lipopro-
-onderzoek, en worden liposomen niet alleen bestudeerd als
membranen, maar ook als model-lipoproteinen.
t in dit proefschrift beschreven onderzoek was gericht op het
nisme van de fosfolipide-overdracht van liposomen op HDL, en
t vinden van een metode om het voortijdig uiteenvallen van
omen in plasma tegen te gaan.
t inleidende hoofdstuk behandelt in het kort de struktuur, de
ding en het gebruik van liposomen en geeft een beknopte be-
jving van de struktuur en het metabolisme van plasma lipopro-
n met een nadruk op de interakties tussen fosfolipiden en
roteinen.
jofdstuk II beschrijft een onderzoek naar de veranderingen in
yleerd menselijk HDL als gevolg van interakties met liposomen.
middel van iso-elektrische fokussering kunnen een aantal sub-
,ies van HDL worden onderscheiden. Het iso-elektrisch profiel
IDL.,, dat een kleine hoeveelheid fosfolipide heeft opgenomen,
yont geen noemenswaardig verschil met dat van het natieve HDL.
rerdubbeling van het oorspronkelijke fosfolipide-gehalte van
jordt wel een grote verandering in het iso-elektrische profiel
renomen. Desalniettemin blijkt in beide gevallen het opgenomen
ylipide zich over alle subfrakties verdeeld te hebben en vol-
r gemengd te zijn met het endogene fosfolipide.
>t derde hoofdstuk beschrijft hoe de stabiliteit van liposomen
>terd kan worden door hun lipide-samenstelling aan te passen.
inbouwen van tenminste 40 mol% cholesterol in de liposomale
~anen blijkt het vrijkomen van een ingesloten fluorofoor tij-
inkubatie van de liposomen met ratteplasma vrijwel volledig
borkomen. De overdracht van liposomaal fosfolipide wordt even-
geremd door cholesterol, van sfingomyeline/cholesterol-liposo-
1aar HDL volledig, van fosfatidylcholine/cholesterol-liposomen
HDL slechts gedeeltelijk. De resterende fosfatidylcholine-

iracht is het gevolg van een uitwisselingsproces, zoals bleek
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uit inkubaties van deze liposomen met HDL, waarvan de fosfolipide
biosyntetisch radioaktief gemerkt waren. Tussen HDL en sfingomye-
line/cholesterol-liposomen vindt geen uitwisseling van fosfolipic
plaats.

In het vierde hoodstuk wordt aangetoond dat niet alleen HDL be
trokken is bij de afbraak van liposomen door plasma. Fosfatidyl-
choline-liposomen blijken door een kombinatie van geisoleerd HDL
en lipoproteine-vrij plasma met dezelfde snelheid te worden afge-
broken als door totaal plasma. In beide gevallen wordt het liposc
male fosfatidylcholine in het HDL opgenomen. Andere geisoleerde
lipoproteinen dan HDL, of HDL zonder toevoeging van lipoproteine-
vrij plasma vertonen slechts een langzame opname van liposomaal
fosfolipide. De stimulerende werking van lipoproteine-vrij plasme
is trypsine- en temperatuurgevoelig en dus naar alle waarschijn-
lijkheid geassocieerd met een eiwit. De aktiviteit berust niet b:
albumine, maar bij een deeltje met een groter molekuulgewicht.
Door inkubatie van liposomen met lipoproteine-vrij plasma wordt c
aktieve komponent gebonden aan de liposomen en kan dan gescheider
worden van de grote massa van plasma-eiwitten door middel van ge:
filtratie.

Het vijfde hoofdstuk beschrijft een gedeeltelijke zuivering ve
deze plasmakomponent. Er is een metode ontwikkeld waarmee de fosi
lipide-overdracht van liposomen naar HDL sneller en eenvoudiger
bepaald kan worden dan met de gebruikelijke gelfiltratie. De niet
metode is gebaseerd op de precipitatie van liposomen met heparine
en mangaanchloride. Liposomen van verschillende samenstellingen
kunnen op die manier inklusief hun ingesloten matriaal worden ge-
precipiteerd uit inkubatiemengsels met HDL.

Door middel van ultracentrifugatie en diverse chromatografisct
technieken is een plasmafraktie verkregen, waarin de fosfolipide-
overdracht stimulerende aktiviteit op bescheiden schaal is verri.
(280 x). Deze fraktie stimuleert zowel de netto overdracht van f«
fatidylcholine-liposomen naar HDL, als de uitwisseling van fosfo-
lipide tussen HDL en liposomen die bestaan uit fosfatidylcholine.
fosfatidylserine en cholesterol, waarvan de liposomale struktuur

niet wordt aangetast.
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