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1 Einleitung

1.1 Liposomen

Liposomen sind sphérische Strukturen, die von amphiphilen Molekilen - vornehmlich
Phospholipiden - gebildet und in der Medizin als Nanotransport-System verwendet
werden (Cattel et al. 2004).

Phospholipide bilden je nach Lipidstruktur in wassriges Milieu gebracht spontan
charakteristische Strukturen aus: Mizellen oder lamellare Strukturen (vgl. Abbildung 1).
So kdnnen sich spontan Vesikel bilden (Rassow 2012). Wenn dies durch artifizielle

Vorgange geschieht, so nennt man diese Vesikel Liposomen.

/ Mizelle

wassriger Innenraum

Lipidmolekile in
wassrigem Medium

\

Lipiddoppelschicht Vesikel

Abbildung 1: Spontane Zusammenlagerung von Lipidmolekulen in
wassrigem Medium (aus Rassow 2012)

Seitihrer Erstbeschreibung (Bangham et al. 1965) gewinnen Liposomen insbesondere
in den Gebieten Gentransfer und Krebstherapie als Form des ,drug targeting“ an
Stellenwert (Torchilin 2005).

Liposomen haben den Vorteil nicht-immunogen und biologisch abbaubar zu sein. Des
Weiteren bieten sie die Mdglichkeit diverse Substanzen einzuschlieRen (Deshpande

et al. 2013). Hydrophile Stoffe werden im Vesikelinneren, lipophile Molekule innerhalb
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der Doppelmembran eingeschlossen (Torchilin 2005). So kdnnen selbst hydrophobe

Substanzen in Losung gebracht werden.

Durch gezielte Freisetzung kénnen bei gleichbleibendem bis verstarktem lokalen
Effekt systemische Nebenwirkungen von z.B. Zytostatika wie Doxorubicin gemindert
werden (Berry et al. 1998; Xing et al. 2015).

Durch Alterierung der verwendeten Lipide lassen sich die Eigenschaften der
Nanotransporter verdndern (Torchilin 2006): So wird durch PEGylierte
(Polyethylenglycol) Phospholipide eine schnelle Elimination der Liposomen durch das
Retikuloendotheliale System (RES) verhindert. Dadurch erhéht sich ihre
Zirkulationsdauer und die Verfligbarkeit der eingeschlossenen Substrate (Allen et al.
1991). Die Verwendung von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerin (DPPG2)
als Membranbestandteil verbessert die Substanzfreisetzung ohne zu einem
ungewunschten Stabilitatsverlust zu fihren (Hossann et al. 2007).

Durch Veranderungen der Liposomenoberflache kann ferner die Stabilitat, die
Substanzfreisetzung und die Freisetzungsrate variiert werden (Charrois und Allen
2004).

In Abhéngigkeit der Lipidzusammensetzung konnen korpereigene,
krankheitsspezifische Trigger wie ein sinkender pH-Wert (Boomer et al. 2009), eine
veranderte Enzymaktivitdt (Banerjee et al. 2009; Kaasgaard et al. 2009), ein
verandertes Redoxpotential (Ong et al. 2008) oder auch exogen applizierte, lokal
wirksame Stimuli, wie z.B. kinstlich erzeugte Warme (Yatvin et al. 1978) als Trigger

fur eine Medikamentenfreisetzung fungieren.

1.2 Thermosensitive Liposomen

Einen Subtyp der Liposomen stellen die thermosensitiven Liposomen (TSL) dar, die

erstmalig 1978 durch Yatvin et al. beschrieben wurden.

Bei TSL kommt es im Bereich der sog. Phasenumwandlungstemperatur (Tm) zu einer
Verminderung der Membranintegritat und einer hieraus resultierenden erhdhten
Substratfreigabe (Ponce et al. 2006). Die Tm wiederum hangt entscheidend von den

verwendeten Lipiden und deren Zusammensetzung ab (Lindner et al. 2004; Paasonen
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et al. 2007; Hossann et al. 2007). Fur den Einsatz am Patienten wird eine klinisch gut
erreichbare Tm von 39-42°C angestrebt (Kneidl et al. 2014).

Die hierfur benétigte Temperatur wird durch lokale Gewebserhitzung - d.h. durch milde
Hyperthermie (Needham et al. 2000; Lindner et al. 2004; Hauck et al. 2006), Ultraschall
(Dromi et al. 2007; Schroeder et al. 2009) oder Laser (Paasonen et al. 2007; Wu et al.
2008; Volodkin et al. 2009) - erreicht. Dies soll eine lokale Wirkstofffreisetzung

gewahrleisten.

Der Einsatz von regionaler Hyperthermie (RHT) in der Onkologie bietet mehrere
Vorteile: Medikamentenwirkungen werden verstarkt, die applizierte milde
Hyperthermie resultiert in einer unmittelbaren thermalen Toxizitat und es wird eine
immunologische Antwort gegen den Tumor initiiert (Issels 2008). Eine randomisierte
Phase-IlI-Studie zur Behandlung von Weichteilsarkomen zeigte eine signifikante
Uberlegenheit von anthrazyklinhaltiger Chemotherapie in Kombination mit RHT
gegenuber alleiniger Doxorubicin-basierter Chemotherapie bezlglich des

krankheitsfreien Uberlebens (Issels et al. 2010).

Der etablierte Einsatz von RHT bei der Therapie von Weichteilsarkomen macht den
klinischen Einsatz von mit Doxorubicin-beladenen TSL insbesondere hierfur
interessant. Eine Pilotstudie zum Einsatz beim sporadischen felinen Weichteilsarkom

zeigte bereits erfolgversprechende Ergebnisse (Zimmermann et al. 2016).

1.3 Freisetzungsmechanismen - Hypothesenvorstellung

Der Mechanismus, der zur Freisetzung eingeschlossener Substanzen aus den
verschiedenen TSL fuhrt, ist noch nicht abschliel3end bekannt. Es existieren je nach

verwendeter Lipidzusammensetzung mehrere Hypothesen.

1.3.1 Durchlassigkeit einer Membran in Abhangigkeit ihres Phasenzustands

Der Integritatsverlust der TSL-Membran um die Tm herum lasst sich wie folgt erklaren:
Innerhalb einer Doppelmembran kénnen vier Regionen unterschieden werden, die
eine Diffusion von hydrophilen Stoffen in unterschiedlichem Mal3e behindern (Marrink
und Berendsen 1993). Wahrend die Regionen 1 und 2 kaum einen Widerstand

darstellen, bilden die Regionen 3 und 4 die entscheidende Barriere fur passive
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Diffusion (Xiang und Anderson 2006). Denn in den Regionen 3 und 4 sind der
Wasseranteil und die elektrostatischen Wechselwirkungen, die die hydrophilen

Substanzen stabilisieren kénnten, am geringsten.

Die Permeabilitat dieser Barriere wird maf3geblich von ihrer temperaturabhéngigen
Phase beeinflusst. Aufgrund der Packungsdichte, des Ordnungsgrades, der seitlichen
Diffusion, der Alkylkettenlange und der Sattigung der Kohlenstoffketten der Lipide

lassen sich drei Phasen unterscheiden.

Die solide Phase (Lg) zeichnet sich durch eine hohe Ordnung und Packungsdichte aus.
Die Lipide diffundieren hierin langsam seitwarts. In der flussig-kristallinen oder auch
flussig-ungeordneten Phase (La) hingegen herrschen eine schnelle translationale
Diffusion, eine geringe Ordnung und eine vergleichsweise geringe Packungsdichte.
Umso hoher der Anteil an ungesattigten Fettsauren in den Lipiden ist, desto eher tritt
die flussig-kristalline Gelphase auf. Bei cholesterinhaltigen Liposomen kann eine
weitere Phase, die flissig-geordnete Gelphase (Lo), existieren. Diese ist durch einen
hohen Ordnungsgrad, aber schnelle seitliche Lipiddiffusion gekennzeichnet. (van Meer
et al. 2008)

Wahrend der Temperaturerh6hung, z.B. mittels RHT, wechselt im Bereich der Tm die
Membranphase von Lg in La, sodass vortibergehend beide Phasen nebeneinander
existieren (van Meer et al. 2008) bis sich alle Lipide in La befinden. Hierzwischen bilden
sich durchlassige Grenzflachen, sogenannte ,micrograin boundaries* (Mouritsen, O.
G. et al. 1976; Corvera et al. 1992; Mouritsen und Zuckermann 1987).

Im Bereich der Tm tritt somit das Ordnungsminimum in Membranen auf, was dem
Zeitpunkt der maximalen Anzahl an ,micrograin boundaries® entspricht und mit dem
Zeitpunkt der hochsten Freisetzungsrate einhergeht (Cruzeiro-Hansson und Mouritsen
1988). Dieser Effekt wird noch verstarkt, wenn die Membran aus mehreren Lipiden
oder lipiddhnlichen Molekulen besteht (Mills und Needham 2005).

Eine andere Hypothese besagt, dass sich durch Dichteunterschiede zwischen den
Phasen Licken zwischen den Kopfgruppen der Lipide bilden. Hierdurch kénnen lonen
erst in die Membran und dann hindurch treten (Nagle und Scott 1978).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich die Membrandurchlassigkeit bei
steigenden Temperaturen jenseits der Tm weiter erhéht (Papahadjopoulos et al. 1973,;
Shimanouchi et al. 2009; Kim und Kim 2007).

1.3.2 Porenbildung

Neben der oben beschriebenen gesteigerten Membrandurchlassigkeit scheint bei dem
Einbau von speziellen Lipiden in die Liposomenmembran noch ein weiterer Effekt zur

Freisetzung von eingeschlossenen Molektilen zu fiihren: die Porenbildung.

Einkettige Phospholipide (1-Acyl-sn-glycero-phospholipide, Lysolipide) kdnnen in
einem geringen molaren Anteil (<10-15%) in Membranen eingebaut werden (Mills und
Needham 2005). Durch Einbau dieser bzw. allgemein von Detergenzien kdnnen sich
Poren in Doppelmembranen in Lo ausbilden (Bangham und Lea 1978). Bei Liposomen
mit einem Lysolipidanteil von ca. 10mol% im Vergleich zu TSL ohne Lysolipidanteil
sinkt die Tmund die vollstandige Substratfreisetzung kann innerhalb weniger Sekunden
als ,Burst Release® ablaufen (Mills und Needham 2005; Needham et al. 2000;
Anyarambhatla und Needham 1999).

A

s
W

[

R ,TT I o
N

Abbildung 2:  Veranderungen einer Lipiddoppelmembran bei Erwérmung
A: Akkumulation von Lysolipiden an ,grain boundaries*
B: Ausbildung von Poren durch Lysolipide bei Erreichen der Tm
(aus Ickenstein et al. 2003)

Der Krimmungsradius spontan ausbildender Mizellen ist in etwa so grol3 wie die Dicke
einer Doppelschichtmembran (Landon et al. 2011). Zusammen mit der annahernd
konischen Form der Lysolipide (Israelachvili 1992) ware daher nach Ickenstein et al.
auch eine Porenbildung und Porenstabilisierung an den ,grain boundaries“ durch die
Kopfgruppen der Lysolipide mdglich (vgl. Abbildung 2, Abbildung 3). Eine solche

Porenbildung durch Lysolipide wirde die deutlich schnellere Freisetzung und die
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erhohte Permeabilitat nach Uberschreiten der Tm aus solchen Liposomen erklaren
(Mills und Needham 2005; Ickenstein et al. 2003).

Bisher konnte diese Hypothese jedoch nicht bewiesen werden.
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Abbildung 3:

Grain flissig-kristalline
Boundary Phase

M Eaepans 1 =
GRS 3 moe

A) schwache Membrandurchlédssigkeit durch "grain boundaries™

solide Phase

Grain

solide Phase Boundary fllissig-kristalline
Phase

s B
T + o=

B) schwache Membrandurchléssigkeit durch "grain boundaries™”

solide Phase fliissig-kristalline Phase

TR v e
sl St S

Mizellenbildung
C) erhohte Membrandurchlassigkeit durch Porenbildung

durch P-Lyso-PC in
durch P-Lyso-PC an "grain boundaries™ wissrigem Milieu

solide Phase fliissig-kristalline Phase

St Iad oere
G

D) erhbhte Membrandurchléssigkeit durch Porenbildung durch P-Lyso-PC
an "grain boundaries"” durch DSPE-PEG2000 stabilisiert

Darstellung der verschiedenen Freisetzungshypothesen unter Verwendung
verschiedener Lipide

A) Ausbildung von ,grain boundaries” in Membran aus DPPC

B) Ausbildung von ,grain boundaries® in Doppelschichtmembran aus Phospho - und
Lysolipiden, hier anhand von DPPC und P-Lyso-PC

C) Porenbildung durch Lysolipide, dadurch erhéhte Membrandurchlassigkeit

D) Ausbildung von Poren durch P-Lyso-PC durch DSPE-PEG:2o0o stabilisiert, dadurch
erhdhte Permeabilitat

(Darstellung aus Landon et al. 2011, modifizierte Beschriftung)
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1.4 Extra- und intrazelluléare Freisetzung

Je nach Liposomenformulierung unterscheidet man zwischen einer extra- und einer
intrazellularen Substratfreisetzung. Die extrazellulare Freisetzung lasst sich wiederum

in eine zielferne und zielnahe Freisetzung unterteilen.

Bei der zielfernen Freisetzung werden Liposomen z.B. vom RES in Milz und Leber
abgebaut. Dabei freigesetzte Substrate gelangen Uber den Korperkreislauf zum
Zielort. Im Gegensatz dazu wird der Wirkstoff bei der zielnahen Freisetzung
intravaskular in unmittelbarer Nahe der Zielzellmembran freigesetzt. Caelyx® reichert
sich z.B. nach dem Permeabilitats- und Retentions-Effekt (EPR-Effekt) im
Tumorgewebe an (Bertrand et al. 2014). Das Medikament kann anschliel3end tber
Mikropinozytose oder Diffusion in die Zielzelle aufgenommen werden. (Lindner und
Hossann 2010; Black C. D. V. et al. 1990)

Bei der intrazellularen Substratfreisetzung gelangen die Liposomen mittels
spezifischer oder unspezifischer Endozytose in die Zielzellen (Hillaireau und Couvreur
2009). So kann durch die Bindung von Antikérper oder Liganden an die
Liposomenmembran eine spezifische Aufnahme erreicht werden (Torchilin 2005; Saad
et al. 2008; EIBayoumi und Torchilin 2009).

Bei der Endozytose werden Liposomen durch Abschniren der Zellmembran in sog.
Endosomen (Endozytosevesikel) aufgenommen. Diese verschmelzen mit primaren zu
reifen sekundaren Lysosomen. Durch den darin entstehenden sauren pH-Wert werden
die Liposomen und Lipide abgebaut. Allerdings kdnnen z.B. pH-sensitive Liposomen
eine Destabilisierung der Endozytosevesikel mit anschlielRender
Medikamentenfreisetzung in das Zytoplasma erreichen (Momekova et al. 2007;
Auguste et al. 2008).

1.5 Einflisse auf das Freisetzungsverhalten

In vitro Freisetzungsraten weichen unter Umstanden von denen in vivo ab, da in
Anwesenheit von Serum die Medikamentenfreisetzung aus TSL verstarkt wird
(Hosokawa et al. 2003; Gaber et al. 1995). Die grof3ten Serumproteine sind Albumin

und Immunglobulin G, die zusammen ca. 88% der Proteine im Blut ausmachen. Die
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Membranintegritat von Liposomen kann durch das Eindringen und die Anlagerung von
Proteinen gestort werden, was ihre Stabilitét verringert (Sabin et al. 2009). Je nach
Ladung, GrofRe und Lipidzusammensetzung der TSL variieren die Einflisse der
Serumproteine (Weissmann et al. 1974; Hossann et al. 2012). So beeinflusst IgG nur
anionische Liposomenformulierungen, wahrend HSA die Permeablitdt bei allen in
dieser Arbeit verwendeten TSL erhdht (Hossann et al. 2012). Daher ist es wichtig die

Einflisse der Serumproteine auf die jeweilige TSL-Formulierung zu kennen.
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2 Zielsetzung

In dieser Arbeit wurden Freisetzungsmechanismen aus neuartigen, auf
Phosphatidyldiglycerin-basierenden thermosensitiven Liposomen mit pegylierten,
Lysolipid-haltigen TSL (z.B. Thermodox®, Celsion Corp., USA) untersucht und
verglichen. Bei der Formulierung aus DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000 handelte es

sich um eine eigens hergestellte Thermodox®-artige Formulierung.

In Anlehnung an Mills und Needham 2005 wurde die Arbeitshypothese aufgestellt,
dass TSL bestehend aus DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEGz2000 (LTSL) wahrend der Tm
durch P-Lyso-PC gebildete und durch DSPE-PEGz2000 Stabilisierte Poren ausbilden
(Mills und Needham 2005; Mouritsen, O. G. et al. 1995; Landon et al. 2011; Ickenstein
et al. 2003).

Im Gegensatz hierzu wurde bei den TSL bestehend aus DPPC/DSPC/DPPG:2 (DPPG2-
TSL) postuliert, dass hydrophile Substrate tiber durchlassige Grenzflachen am Rande
von ,grain boundaries® wahrend der Tm freigesetzt werden (Mouritsen, O. G. et al.
1995; Marsh et al. 1976; Corvera et al. 1992; Mouritsen und Zuckermann 1987).

Ziel der Arbeit war es, ein System zu entwickeln, durch welches man eine
Porenbildung von einer erhéhten Permeabilitat UOber ,micrograin boundaries”
unterscheiden kann und néheres Uber den jeweiligen Freisetzungsmechanismus der

TSL-Formulierungen in Erfahrung zu bringen.

Aufgrund seiner Grél3e und Fluoreszenzeigenschaften eignet sich FITC-Dextran dazu,
eine mogliche Freisetzung uber derartige Poren aus den TSL festzustellen (Moumaris
et al. 2015).

Dariiber hinaus wurden, um moglichst anwendungsnahe Bedingungen zu simulieren,
die Einflisse der zwei gro3ten Serumproteinkomponenten Immunglobulin G (IgG) und
humanes Serumalbumin (HSA) auf die Substratfreigabe und deren Mechanismus
untersucht. Dies ist vor Initiierung einer klinischen Studie am Menschen entscheidend

und von auRerordentlichem Interesse.

Des Weiteren lagen keine Erkenntnisse vor, ob es zu einer Interaktion von DPPG2-

TSL mit den potenziellen Zielzellen gibt oder es sogar zu einer Aufnahme in die
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Tumorzellen kommt. Dies wurde im zweiten Teil dieser Arbeit anhand von
Zellkulturexperimenten untersucht: Zunachst wurde ermittelt, ob es zu einer Interaktion
zwischen Zellen und beider TSL-Formulierungen kommt. Bei Bestéatigung, dass die
DPPG2-TSL in Interaktion mit den Tumorzellen treten und keine Anzeichen einer
Porenbildung aufweisen, sollte ihre Interaktion mit den Zellen, insbesondere im

Hinblick auf eine mdgliche zellulare Aufnahme, naher beleuchtet werden.
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3 Materialien

3.1 Lipide

Tabelle 1: verwendete Lipide

Abkiirzung Molare Masse Bezugsquelle
[g/mol]
1,2- Dipalmitoyl-sn-glycero-3- DPPC 734,06 Genzyme
phosphocholin Pharmaceuticals,
Schweiz-Liestal
1,2- Dipalmitoyl-sn-glycero-3- DPPG; 819,04 CordonPharma, Liestal,
phosphodiglycerin Schweiz
1,2- Distearoyl-sn-glycero-3- DSPC 790,17 Genzyme
phosphocholin Pharmaceuticals,
Schweiz-Liestal
1,2- Dipalmitoyl-sn-gcero-3- DSPE- 2805,54 Avanti Polar Lipids,
phosphoethanolamin-N-[methoxy- PEGa000 Alabaster, Alabama, USA
amino(polyethylen-glycol)-2000]
1- Palmitoyl-sn-glycero-3- P-Lyso-PC 495,64 Genzyme
phosphocholin Pharmaceuticals,
Schweiz-Liestal
Hexadecylphosphocholin, Miltefosin HePC 407,57 Avanti Polar Lipids,

Alabaster, Alabama, USA
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3.2 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 2: verwendete Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszenzfarbstoff Exzitations- Emissions- Bezugsquelle

wellenlange  wellenlange
[nm] [nm]

CF; Carboxyfluorescein 492 516 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

DAPI; 4’6-Diamidin-2-phenylindol 358 515 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

DiD; 1,1-Dioctadecyl-3,3,3,3- 647 677 Sigma-Aldrich Chemie
tetramethylindodicarbocyanine GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

FITC-Dextran; 493 516 Sigma-Aldrich Chemie
Fluorescein isothiocyanate-Dextran GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Rh-PE; 572 590 Avanti Polar Lipids, Inc.,
1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3- Alabasta, Alabama, USA
phosphoethanolamine-N-(lissamine

rhodamine B sulfonyl)

3.3 Chemikalien und Losungsmittel

Tabelle 3: verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Chemikalien und Losungsmitteln Bezugsquelle Gebrauch
2-Propanol Merck, Darmstadet, DC
Deutschland

Ammoniumheptamolybdat- Merck, Darmstadt, Phosphatbestimmung, DC
Tetrahydrat Deutschland

Bidestilliertes Wasser (aus Firma Millipore, Phosphatbestimmung, DC
Reinstwasseranlage) Darmstadt, Deutschland
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Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogen-

phosphat, wasserfrei

Ethansaure (Eisessig)

HEPES

Methanol

Molybdan-Pulver

Molybdantrioxid Mo0s

Natriumchlorid, NaCl

Perchlorsdure HCIO4 70%

Schwefelsdure H,S04, 96%

Sephadex G-50

Sephadex G-75

Stickstoff, N,

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Biomol GmbH, Hamburg,
Deutschland

Roth, Buchenau,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Roth, Buchenau,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim,
Deutschland

Campus GrofBhadern,
Klinikum der LMU,
Miinchen, Deutschland

DC, Lipidfilmlésung
Mykoplasmentest,
Zellkulturexperimente

Mykoplasmentest

DC

Pufferherstellung

DC, Lipidfilmlosung,
Mykoplasmentest

Farbemittel,
Molybdanspray DC

Farbemittel,
Molybdanspray DC

Pufferherstellung,
Liposomenherstellung
und -charakterisierung

Phosphatbestimmung

Farbemittel,
Molybdanspray DC

Umpuffern der
Liposomen

Umpuffern der
Liposomen

Extrusion




Triton X-100

Roth, Buchenau,
Deutschland

Phosphatbestimmung,
Offnungskinetik

a-Glycerophosphocholin Sigma-Aldrich Chemie DC
GmbH, Steinheim,
Deutschland
3.4 Puffer, Losungen und Reagenzien
Tabelle 4: verwendete Reagenzien, Puffer und Losungen
Puffer, Losungen und Zusammensetzung Gebrauch

Reagenzien
Carboxyfluorescein (CF)
- Stammldsung

Histidin-Puffer pH 6,4

HN-Puffer pH 7,4

HN-Puffer pH 7,8

Isopropanol 70%

Laufmittel

Losung | Molybdanspray

Losung Il Molybdanspray

Molybdanspray

Natriumchloridlésung 0,9%

796,6mg CF; Aqua bidest ad 20ml;

pH 7,2

20 mM L-Histidin; 150 mM NaCl;

Aqua bidest ad 1000ml

20 mM Hepes; 150 mM NaCl; Aqua

bidest ad 1000m|

20 mM Hepes; 150 mM NaCl; Aqua

bidest ad 1000m|

B. Braun AG;
Melsungen, Deutschland

Chloroform 100ml; Methanol 60ml;
Ethansdaure 10ml; Aqua bidest 5ml

Molybdantrioxid 40,11g ad 1,0l

25NH,S04

Molybdanpulver 1,78g in 500ml

Losung |

150ml Losung |; 150ml Losung II;

600ml Aqua bidest

Natriumchlorid 4,5g; Aqua bidest ad

500ml

CF-Einschluss

Charakterisierung der
Liposomen

Herstellung und
Charakterisierung der
Liposomen
Herstellung und
Charakterisierung der
Liposomen

Desinfektion

DC

DC

DC

DC

Phosphatbestimmung,
CF-Einschluss
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Natronlauge 0,1N bzw. 1N

Phosphatbestimmung Losung |

Phosphatbestimmung
Losung Il

Phosphat-Standard, 1000mg/I

Phosphat

Phosphor ICP
1000mg/| Phosphor

Salzsdure 0,1N bzw. 1N

Standard,

Roth, Buchenau, Deutschland

H,S0, 35,3g; bidest. Wasser ad 100ml

Ammoniumheptamolybdat-
Tetrahydrat 3g; 10% Triton X-100
120ul; Aqua bidest ad 100ml

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Buchenau, Deutschland

Pufferherstellung,
Neutralisierung,
Mykoplasmentest

Phosphatbestimmung

Phosphatbestimmung

Phosphatbestimmung

Phosphatbestimmung

Pufferherstellung,
Neutralisierung

Sephadex G-50/75 10 g Sephadex® G-50/75; 0,9% NaCl- Umpuffern
Losung ad 150 ml
3.5 Kultivierungslosungen fur Zellkultur
Tabelle 5: verwendete Lésungen zur Zellkultivierung
Zellkultur: Losungen Bezugsquelle Gebrauch

Fetales Kalbsserum, FCS

PBS Dulbecco, ohne
Puffer

Penicillin/Streptomycin
10000 U/ml / 10000 pg/ml

RPMI 1640 Medium, NaHCO;
gepuffert, mit stabilem Glutamin

Trypsin/EDTA Losung
0,5%/0,2%

Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin,
Deutschland

Zellkulturexperimente

Zellkulturexperimente

Zusatz Medium

Zellkulturexperimente

Ablosen adharenter
Zellen
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3.6 Verbrauchsmaterial

Tabelle 6: verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
DC-Kieselgel 60

Bezugsquelle Gebrauch
Merck, Darmstadt, Deutschland DC

Nunc GmbH & Co. KG,
Langenselbold, Deutschland

Einmal-Plastikpipetten Zellkulturexperimente

Eppendorf Reaktionsgefalie Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland  Bei allen Experimenten

mit Deckel ,,Eppis“, 1,5ml

Falcon Reaktionsgefald
(15 bzw.50ml)

Erembodegem, Belgien Zellkultur, Zentrifugation

Nunc GmbH & Co. KG,
Langenselbold, Deutschland

Gewebekulturflaschen;
175cm? + 75cm?

Zellkultivierung

Glaswolle Assistent, Sondheim, Deutschland Umpuffern der TSL

Microtest™ TC Plates, 96 Well,
Flachboden

BD, Heidelberg, Deutschland Zellkulturexperimente

Nunc™ Lab-Tek™
Kammerdeckglaser

Pasteurpipetten aus Glas

Pasteurpipetten aus Glas

Pipettenspitzen

Polycarbonatfilter (200nm)

Zellkulturschalen 60x15mm

ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand GMBH + CO KG, Deutschland

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Whatmann, Dassel, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Deutschland

Zellkulturexperimente

DC, Extrusion, Umpuffern

Zellkulturexperimente

Bei allen Experimenten

Extrusion

Mykoplasmentest
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3.7 Gerate

Tabelle 7: verwendete Geréte

Geratebezeichnung

Cary Eclipse  Fluoreszenz-
spektro-photometer

CO,-Inkubator

Cryo Freezing Container,
Nalgene™

Digitaler Vakuumregler Vac

Control Automatic RS
Digitalkamera Power Shot G9

Extruder Lipex

Feinwaage, Precisa 250A, SCS

Heizblock Typ 53 LS 6301

Konfokales Mikroskop, Leica
TCS SP5 I

Magnetrihrer mit Heizplatte,
VMS-A

Membran-Vakuumpumpe

Mikroskop Axiovert 40 CFL

pH-Elektrode SenTix 81

pH-Meter Inolab pH 720

Pierce Reacti-Therm™
Heizblock

Bezugsquelle

Varian, Palo Alto, USA

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland

Canon, Krefeld, Deutschland

Northern Lipids Inc., Burnaby, Kanada

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon,
Schweiz

Liebisch GmbH & Co.KG
Labortechnik, Bielefeld, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlau,

Deutschland

VMR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Vacuubrand GmbH,
Wertheim, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

WTW, Weilheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland

Gebrauch

Offnungskinetik

Brutschrank

Einfrieren der Zellen

Lipidfilmherstellung

Dokumentation
Extrusion

Lipidfilmherstellung

Phosphatbestimmung

Zellkulturexperimente

Pufferherstellung

Lipidfilmherstellung

TSL-Anhaftungsversuch

Pufferherstellung,
Neutralisierung,
Fluoreszenzherstellung

Pufferherstellung,
Neutralisierung,
Fluoreszenzherstellung

DC
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Pierce Reacti-Therm™
Bedampfungseinheit

Pipetboy Comfort

Pipettierhilfe Pipetus®
Rotationsverdampfer
Laborota 4001

Scanner: HP Scanjet 3800

Spectrophotometer
Beckmann DU® 640

Sterilwerkbank
Glaire BSB 4, ICN Flow,

Stickstoffflasche

Thermomixer comfort

Vakuum-Exsikkator

Vortex Genie 2

Waage, Precisa BJ6100D
Warmebad, Pharmacia
LKB-Multitemp I

Zahlkammer Neubauer
Improved

Zentrifuge Labofuge 400 R

Zentrifuge ZK 380

Zetasizer Nano series

Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland

INTEGRA Biosciences GmbH,
Fernwald, Deutschland

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt, Deutschland

Heidolph Instruments,
Schwabach, Deutschland

HP, Palo Alto, USA

Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld, Deutschland

Eggenstein, Deutschland

Linde GmbH

Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland

Nalgene, New York, USA

Scientific Industries,
Bohemia, New York, USA

Precisa Gravimetrics AG,
Dietikon, Schweiz

Pharmacia, Freiburg, Deutschland
Heinz Herenz Medizinalbedarf
GmbH, Hamburg, Deutschland
Haereus, Hanau, Deutschland

Hermle Labortechnik,
Wehingen, Deutschland

Malvern Instruments,
Worcestershire, GroRbritannien

DC

Zellkulturexperimente

Lipidfilmherstellung,
Zellkultur

Lipidfilmherstellung

DC

Phosphatbestimmung

Zellkulturexperimente

Extrusion

Phosphatbestimmung,
Offnungskinetik, DC

Lipidfilmherstellung

Lipidfilmerstellung,
Phosphatbestimmung,
Offnungskinetik

Pufferherstellung,
Neutralisation, DC

Extrusion

Zellkulturexperimente

Zellkulturexperimente

DC

Bestimmung der GréRe,
des PDI und des Zeta-
Potentials der Liposomen

25



3.8 Software

Tabelle 8: verwendete Software

Software Anwendung

Axion Vision, Zeiss Bildverarbeitung

Citavi 4 Literaturverwaltung

Pubmed Literaturrecherche

Word & Excel 2013 Text-/Datenverarbeitung

Zetasizer Nano series software Bestimmung der GréRe, des Zetapotentials und

des PDIs der Liposomen

3.9 Hergestellte und verwendete TSL

Tabelle 9: Charakterisierung der hergestellten und verwendeten TSL

5 . E

E = 3 £

=] =} 8 Q =

= 3 3 o 2

o = 4 L L

s =S S G g

o L E 8] N N

21-04 C DPPC/DSPC/DPPG,/RhPE 53 7,2 146 0,07 20,8
50/20/30/0,64

21-04 C2 DPPC/DSPC/DPPG,/RhPE 3,3 7,2 161 0,06 -22,2
50/20/30/0,64

21-05C DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG:000/RhPE 3,4 7,2 114 0,11 -3,2
90/10/4/0,64 118 0,13

21-05 C2 DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG;000/RhPE 2,0 7,2 119 0,09 -2,6
90/10/4/0,64 0,15

126 -2,7

21-10F DPPC/DSPC/DPPG; 6,9 7,4 142 0,07 -20,6
50/20/30

21-10 F2 DPPC/DSPC/DPPG; 7,8 7,4 122 0,08 -19,7
50/20/30
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21-11F

21-11F2

21-16 F

21-22 F

22-02 F

22-05F

22-06 F

22-07 F

22-14F

22-15F

22-16 F

22-17F

22-19F

22-20F

27-23 F

DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG3000
90/10/4

DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000
90/10/4

DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000
90/10/4

DPPC/DSPC/DPPG;
50/20/30

DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000
90/10/4

DPPC/DSPC/DPPG;
50/20/30

DPPC

DPPC/P-LySO-PC/DSPE-PEGzooo
90/10/4

DPPC/DSPC/DPPG;
50/20/30

DPPC

DPPC/P-LySO-PC/DSPE-PEGzooo
90/10/4

DPPC

DPPC/DSPC/DPPG;
50/20/30

DPPC/DSPC/DPPG,/RhPE
50/20/30/0,64

DPPC/DSPC/DPPG,/RhPE
50/20/30/0,64

6,9

7,8

15,6

14,8

15,1

13,6

13,6

13,6

12,5

13,0

13,0

13,0

13,0

7,0

13,0

7,4

7,4

7,4

7,4

7,4

7,4

7,4

7,4

7,8

7,8

7,8

7,8

7,8

7,8

7,8

126

87

119

123

120
123
116

129

245

113

91,6

86,2

62,3

230

76,6

80,9

123,4

0,11

0,49

0,06

0,07
0,09
0,09
0,08

0,09

0,79

0,10

0,08

0,50

0,10

0,54

0,14

0,20

0,10

-25,9

-1,81

-2,76

-1,53

-24,8

-25,4

-21,9
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4 Methoden

4.1 Liposomenherstellung

Die verwendeten Liposomen wurden mittels der Lipidfilm- und Extrusionsmethode

hergestellt (Hossann et al. 2007).

4.1.1 Lipidfilmherstellung

Die eingewogenen Lipide fur die Liposomen der Formulierung DPPC/DSPC/DPPG:2
(Verhaltnis in mol%: 50/20/30; DPPG2-TSL) und DPPC 100mol% (DPPC-TSL) wurden
in Chloroform, die der Formulierung DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000 (Verhaltnis in
mol%: 90/10/4; LTSL) in Chloroform und Methanol im Verhaltnis 9:1 (vol:vol) gelost.
Fir die Zugabe von Rh-PE (0,64mol%) wird Rh-PE in Chloroform gelost.

Die Lipidmengen wurden in einen Glasrundkolben Uberfihrt und das Losungsmittel
mittels Rotationsverdampfer bei 40°C und 350mbar entfernt. Anschliel3end wurde der
Lipidfilm bei 60°C zunachst fur = 20 Minuten bei 150mbar, nach Entfernen des
Destillats fur = 90 Minuten bei 40mbar getrocknet, um Spuren des Losungsmittels zu
entfernen. Lichtgeschiitzt konnte der Lipidfilm mindestens eine Woche in einem

Exsikkator unter Vakuum gelagert werden.

4.1.2 Hydratisierung

Die Bildung multilamellarer Liposomen erfolgte durch Zugabe des jeweiligen Puffers
(siehe Kapitel 4.2) zum Lipidfilm Giber = 30 Minuten im Rotationsverdampfer bei 60°C.

4.1.3 Extrusion

Um unilamellare Vesikel herzustellen wurde nach der Hydratisierung die Dispersion in
den 60°C heil3en Extruder tberfuhrt. Es erfolgte eine N2-Gasdruckextrusion Gber zwei
200nm Polycarbonatfilter in 10 Einzeldurchgdngen bei 5-20bar. Wahrend des
Extrusionsvorgangs wurde die Phasenumwandlungstemperatur zur Vermeidung der

Bildung unerwiinschter Strukturen nicht unterschritten.
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4.1.4 Saulenchromatographische Umpufferung

Die Umpufferung erfolgte Uber mit Glaswolle gestopfte Glaspasteurpipetten. Als
Saulenmaterial wurde Sephadex® G50 bzw. G75 und als Elutionsmittel 0,9%ige
NaCl-Lésung oder HN-Puffer pH 7,4 bzw. pH 7,8 verwendet (siehe Kapitel 4.2). Es
wurde darauf geachtet, dass das Saulenmaterial zu keinem Zeitpunkt trocken lief.
Nach Aufgeben der Dispersion wurde erneut mit dem verwendeten Elutionsmittel
gespult. Sobald sich die Tropfen tribten, wurde die Liposomensuspension in
EppendorfgefalRe aufgefangen, in ein Falconréhrchen Uberfihrt und gevortext. Die

Lagerung erfolgte bei 4°C.

4.2 Substrateinschluss

In dieser Arbeit wurden die hydrophilen Substrate passiv eingeschlossen. Hierfur
wurden die Substrate bei der Hydratisierung zugesetzt, so bildeten sich die

Liposomenmembranen direkt um den Wirkstoff herum.

421 CF-Einschluss

Fur den Einschluss des Fluoreszenzfarbstoffes CF wurde eine 100mM Stammlésung
pH 7,2 bei der Hydratisierung verwendet. Die Extrusion und Saulenchromatographie
erfolgten wie unter Kapitel 4.1.3 und 4.1.4 beschrieben. Als Elutionsmittel diente 0,9%
NacCl.

4.2.2 FITC-Dextran-Einschluss

Far die Durchfiihrung der Zellkulturexperimente wurde eine
FITC-Dextran-Konzentration von 25mg/ml (0,8mM), fur die Freisetzungsexperimente
von 50mg/ml (1,3mM) festgelegt. Die Zielkonzentrationen wurden Uber eine
Verdunnungsreihe (VR) ermittelt (siehe Abbildung 4). Das Lésen von FITC-Dextran
erfolgte in HN-Puffer pH 7,4 bzw. pH 7,8.

Die Verwendung der unterschiedlichen Konzentrationen war notwendig, damit in den
Freisetzungsexperimenten eine FITC-Dextran-Freisetzung aufgrund der Aufhebung
des Quenchens durch Verdinnung im extraliposomalem Medium sichtbar wurde. Die

Konzentration von FITC-Dextran in den Zellkulturexperimenten innerhalb der TSL
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sollite  im nicht-quenchenden Bereich liegen, um die TSL mittels

Fluoreszenzmikroskopie detektieren zu kénnen.

Der Einschluss erfolgte in Korrelation zum CF-Einschluss passiv beim Hydratisieren
eines nach  Protokoll  hergestellten  Lipidfims. Die  Extrusion  und
Saulenchromatographie wurden analog Kapitel 4.1.3 und 4.1.4 durchgefihrt. Die
Saulenchromatographie erfolgte unter Verwendung des Saulenmaterials Sephadex G-
75 und als Elutionsmittel HN-Puffer pH 7,4 bzw. 7,8.

4.3 Liposomencharakterisierung

Um eine einheitliche Qualitat der TSL nachzuweisen, wurden nach Herstellung die im

Folgenden erlauterten Untersuchungen durchgefihrt:

4.3.1 Phosphatbestimmung

Die Bestimmung des Phospholipidgehalts beruht auf der von Eibl und Lands 1969
publizierten Methode. Hiernach korreliert der molare Phosphatgehalt direkt mit dem
Phospholipidgehalt in einer Probe. Durch Uberfiihren der Phospholipide mittels
Schwefels und Perchlorsdure zu anorganischem Phosphat und durch Komplexbildung
der Phosphatgruppen mit Molybdanverbindungen, kann so indirekt der

Phosphatgehalt im Vergleich zu einem Standard photometrisch ermittelt werden.

4.3.2 Diunnschichtchromatographie

Durch ein physikalisch-chemisches Trennverfahren wurde durch Zugabe von
Ldsungsmittel (Methanol, Chloroform) in verschiedenem Verhéltnis (1:1; 1:3; 0:1) und
anschlieender Zentrifugation (zehnminutig, 4200r/min) nacheinander die organische
Phase inkl. Phospholipiden isoliert. Nach Entfernung des Losungsmittels mittels N2,
werden die Lipide mittels 100ul Methanol:Chloroform (1:9) geldst. Nach Auftragen der
geldsten Lipide neben einen Standard auf eine DC-Kieselgel-60-Platte, werden die
Lipide durch Kapillarkrafte Gber die Zeit in einer mit Laufmittel equilibrierten Kammer
getrennt. Nach Anfarben der Lipide durch Molybdanlésung wurde mit Hilfe eines
Computerprogramms die Anteile der einzelnen Phospholipide densitometrisch

bestimmt. Dies diente der Sicherstellung, dass das angestrebte Phospholipidverhaltnis
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eingehalten wurde und keine unerwinschten Lysolipide vorhanden waren. (Hossann
et al. 2007)

4.3.3 Zeta-Potential

Mit Hilfe des Zetasizers Nano von Malvern Instruments wurden sowohl das Zeta-
Potential (-Potential, Oberflachenladung), die GréRe sowie der Polydispersionsindex
(PDI) der TSL bestimmit.

Das ¢-Potential beschreibt das elektrische Potential interpartikularer Abstof3ungskrafte
in einem Medium. Das Zetapotential wurde in Verdinnung mit 0,9% NaCl-Lésung
bestimmt. Umso neutraler das Zeta-Potential ist, desto wahrscheinlicher ist eine
Aggregation und desto langsamer bewegen sich Partikel bei einer definierten
angelegten Spannung. (Bergmann et al. 2006)

4.3.4 Bestimmung der Liposomengr6i3e und des Polydispersionsindex

In der Messkammer des Zetasizers Nano von Malvern Instruments wurden die mit
bidestilliertem Wasser verdinnten Liposomen (1:50) mit einem Laser bestrahlt. Durch
das Interferenzmuster, das durch die Unterbrechung des Lichtes durch die
Partikelbewegung im Sinne der Brown’schen Molekularbewegung auf einem

Detektorfenster entsteht, kann die Liposomengréf3e und der PDI berechnet werden.

Der PDI liegt zwischen 0 und 1. Je groRer der Wert ist desto breiter ist die
GroRRenverteilung (Keck und Muller 2009).

4.4 Temperaturabhangige Offnungsprofile

Mit Hilfe eines Spektrofluorometers wurde die temperaturabhéngige Freisetzung von
CF aus TSL bestimmt. Hierfir wurde eine mehrfache Reihenbestimmung der
Fluoreszenzintensitat von TSL in Verdinnung mit 0,9% NaCl bzw. mit fetalem
Kalbsserum (,fetal calf serum® FCS) nach Erwarmung auf verschiedene
Temperaturen (20°C=RT, 37°C, 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C, 43°C, 44°C, 45°C)
durchgefuhrt. Hierfir wurden 20pl der jeweiligen Verdinnungen bei den
entsprechenden Temperaturen fur 5 Minuten bzw. fir 60 Minuten bei 37°C und 42°C
inkubiert.
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Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitat bei der vollstandigen CF-Freisetzung
diente der ,Tritonwert. Hierfir wurde eine TSL-NaCl-L6ésung mit 10% Triton-X 100
versetzt und fur 15 Minuten bei 45°C im Thermomixer inkubiert. Dies gewahrleistet

eine vollstandige CF-Freisetzung durch Zerstérung der TSL.

Zur Beendigung der Freisetzung wurde nach der entsprechenden Zeit 1000pl

gekuhltes NaCl-Tris-Gemisch zu den TSL-Verdinnungen gegeben.

Durch Messung der Fluoreszenzintensitdit nach Kudhlung mit Hilfe des
Spektrofluorometers (Aem=516nm; Aex=492nm) konnte die prozentuale CF-Freisetzung
bei der jeweiligen Temperatur bestimmt werden:

(Iremp — IrT) X 100
XTemp =

Itriton — IrT

TTemp = Mittelwert der Fluoreszenzintensitat von CF der einzelnen Temperaturen (37°C — 45°C)
Iy = Mittelwert der Fluoreszenzintensitit von CF bei RT

Itriton = Mittelwert der "Tritonwerte"

Xtemp = prozentuale Freisetzung von CF bei der jeweiligen Temperatur (37°C — 45°C)

4.5 Entwicklung der in vitro Offnungskinetik von TSL

Durch das Quenching des Fluoreszenzsignals im Inneren der TSL kann man die
temperatur- und zeitabhangige Freisetzung durch Intensitditszunahme im
Spektrofluorometer messen. Die anzulegende Verstarkung musste - wie auch fir die
temperaturabhangigen Offnungsprofile - fiir jede TSL-Charge neu bestimmt werden,

da sich die Chargen in ihrer maximalen Fluoreszenzintensitat unterschieden.

Als Verdinnungsmedium wurde zundchst HN-Puffer pH 7,4 verwendet. Um die
Fluoreszenzeigenschaften von FITC-Dextran optimal zu nutzen, wurde im Verlauf
HN-Puffer pH 7,8 herangezogen. Bei pH 7,8 ist bei gleicher Verdinnung und
angelegter Spannung das Intensitdtsmaximum starker ausgepragt. Um das Risiko zu
vermindern, dass das freigesetzte FITC-Dextran im vorhandenen Grundrauschen

untergeht, wurde im Verlauf HN-Puffer pH 7,8 verwendet.

Der Heizblock wurde vor Beginn auf die in der Kivette zu erreichende Zieltemperatur

(Tz=30°C, 37°C oder 45°C) ausgehend von 4°C eingestellt. Einzelne Liposomen-
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Chargen wurden zusétzlich noch auf die Temperaturen 38°C, 39°C, 40°C, 41°C, 42°C,
43°C und 44°C erhitzt. Eine Erwarmung auf nur 42°C im Vergleich zu 45°C zeigte
keine abweichenden Kurvenverlaufe.

AulBerhalb des Gerats wurde in die Einmal-Kuvetten jeweils ein Ruhrstadbchen und
zugig 20pl der jeweiligen TSL-Charge je nach Grundfluoreszenz zusammen mit 3000pl
des Puffers gegeben. Alle Lésungen waren dabei 4°C kihl. Sofort wurden die Klvetten
in das Messgerat gestellt und die Messung begonnen. Alle 20 Sekunden wurde pro
Kivetten die Fluoreszenzintensitdt gemessen. Im Messgerdt konnte eine
Vierfachbestimmung pro Durchgang durchgefiihrt werden. Der Messzeitraum betrug
mindestens 30 Minuten.

2-5 Minuten vor dem Endpunkt der Messung wurden pro Kivette 20 pl des Detergenz
10% Triton X-100 pipettiert. Dies diente als Kontrollwert und reprasentierte die
100%ige FITC-Dextran-Freisetzung.

Vor einem erneuten Durchlauf wurden die Ruhrstabchen gewaschen und mit Aceton
getrocknet. Die so ermittelten Daten wurden in ein Excel-Diagramm ubertragen und

wie in den Kapiteln 5.2 bis 5.7 beschrieben qualitativ ausgewertet.

4.6 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden fur die Zellkulturexperimente die permanente Zelllinie BN175
eines Weichteilsarkoms der Ratte verwendet (Marquet et al. 1983). Die Zellen
wachsen adhéarent, die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C,
einer Atmosphéare von 5% COz2 und einer Luftfeuchtigkeit von 95%. Jeder Arbeitsschritt
erfolgte unter der Sterilwerkbank.

4.6.1 Kultivierung

Das in dieser Arbeit verwendete Medium war RPMI 1640 mit NaHCOs3 gepuffert und
mit stabilem Glutamin versetzt. Zusatzlich wurde dem Medium 10% FCS, zudem

prophylaktisch je 100U/ml Penicillin und Streptomycin zugefihrt.
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4.6.2 Passagieren der Zellen

Wenn die Zellen zu ca. 80% konfluent waren, wurden sie passagiert. Hierbei wurde
das Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt, die Zellen mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (,phosphate buffered saline“, PBS) gewaschen, anschlieRend Trypsin-
EDTA-L6sung (1:9, vol:vol) zugegeben und bis zum Ablosen der Zellen von der
Oberflache im Brutschrank inkubiert. Die Reaktion wurde mit Medium abgestoppt. Die
Dispersion wurde in ein Falconréhrchen tberfuhrt und zentrifugiert. Anschlieend
wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert.
Zuletzt wurde ein Teil der Zellsuspension in eine mit Medium geflite Zellkulturflasche

Ubertragen und inkubiert.

4.6.3 Zellzahlbestimmung

Mittels der Zahlkammer ,Neubauer improved® kann eine gewulnschte Zellzahl/ml
bestimmt werden.

Hierfir wurde ein Tropfen Zellsuspension auf die Kante der Zéahlkammer aufgebracht.
Uber Kapillarkrafte wurde die Flissigkeit in die Zahlkammer gesaugt. Im
Lichtmikroskop wurde anschlie3end die Zellen in den Eckquadranten in festgelegter
Reihenfolge gezahlt. Da die Neubauer Zahlkammer Uber ein definiertes Volumen von

0,1ul verfugt, konnte so die Zellzahl pro ml der Zellsuspension berechnet werden:

Gezahlte Zellzahl x 10* = Zellzahl/ml

4.6.4 Einfrieren/Auftauen von Zellen

Zur Langzeitlagerung wurde mit den Zellen zuerst wie beim Passagieren verfahren.
Nach der Zentrifugation wurden sie gezahlt und die Zielmenge in Einfriermedium
(FCS/IDMSO, 9:1, vol:vol) resuspendiert. Die Zielzellzahl pro Kryoréhrchen lag bei
1,5x10% pro ml Einfriermedium. Fur die ersten 24h wurden die Kryorohrchen im
Kryokontainer bei -80°C gelagert. Danach erfolgte die Langzeitlagerung bei -196°C in
flissigem Stickstoff.

Die in flissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 36°C
aufgetaut und in ein Falconréhrchen mit Medium tberfuhrt. Die Zellsuspension wurde

in eine mit Medium beftllte Zellkulturflasche gegeben und im Brutschrank inkubiert.
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4.6.5 Mykoplasmentest

Zum Ausschluss einer latenten Mykoplasmen-Kontamination wurde regelméafig ein
entsprechender Test durchgefihrt. Hierfir wurde eine definierte Zellzahl auf einer
Petrischale ausgesét und fiir 24-28h inkubiert. Nach Anwachsen der Zellen wurden die
Zellen nach Abnahme des Mediums und zweimaliger Waschung mit PBS-Puffer durch
DMSO fixiert. Anschlie3end wurden sie mit 5yl 4‘6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-
Stammldsung und 5ml Mcllvaines Puffer 1:1000 angefarbt. Nach einer zehnminttigen
Einwirkzeit wurden die Zellen unter flieBendem Wasser fiir 30 Minuten gewaschen.

Unter einem Fluoreszenzmikroskop mit DAPI-Filter wéare eine Kontamination mit
Mykoplasmen dadurch aufgefallen, dass neben dem Zellkern das Zytoplasma

ebenfalls angefarbt worden ware.

4.7 Mikroskopieren

4.7.1 Auflichtfluoreszenzmikroskopie

Durch austauschbare Filter des Fluoreszenzmikroskops konnen verschiedene
Spektralbereiche angeregt bzw. detektiert werden. So koénnen nacheinander
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe in einer Probe nachgewiesen werden.
Voraussetzung hierfur ist, dass sich die Exzitations- und Emissionsspektra der

einzelnen Farbstoffe nicht Gberschneiden.

4.7.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Bei einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop handelt es sich um ein
Lichtmikroskop, bei dem durch Verwendung eines Lasers und einer Lochblende
jeweils nur ein kleiner Bruchteil des zu betrachtenden Préaparates erfasst wird. So sind
die  Fluoreszenzsignale einer bestimmten  Schicht zuzuordnen. Durch
Zusammensetzen der einzelnen Informationen mittels Computer ist die Erstellung
eines Gesamtbildes mit einer hohen Ortsauflésung sowie eines dreidimensionalen

Modells méglich.
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4.7.3 Liposomenhaftversuch

4.7.3.1 Versuchsentwicklung und Aufbau

Um Hinweise darauf zu erlangen, ob die TSL in Interaktion mit Zellen in Zellkultur
treten, wurde der im Folgenden beschriebene Versuchsaufbau verwendet:

Zur Detektion der TSL-Membran wurden TSL mit Rh-PE und zur Markierung des
Vesikelinneren mit CF beladene TSL hergestellt. Die Zellgrenzen wurden in diesem

Versuch durch Durchlichtaufnahmen ermittelt.

Die Zellen wurden fir eine Stunde mit den Loppc2 -Tst bzw. Litst im Brutschrank
inkubiert (vgl. Tabelle 10). Die hierbei verwendeten TSL waren mit Rh-PE und CF
beladen. Es wurden TSL-Verdinnungen von 1,7mM in Medium verwendet. Die

Konzentration wurde zuvor in einer VR ermittelt.
Tabelle 10: verwendete TSL-Losungen im TSL-Anhaftungsversuch

LoppG2 -TsL: 9.600pI Medium + 400ul 21-04 C (DPPG:2 -TSL/Rh-PE)

LitsL: 9.500pl Medium + 500pl 21-05 C (LTSL/Rh-PE)

Der Versuch umfasste drei Tage. Einen Tag vor Beginn wurden 10.000 Zellen pro
100pl Medium pro Well in 96-Wellplatten (96-WP) ausgeséat und anschlieRend fur 24h

inkubiert.

An Tag 1 wurde das Medium entfernt und eine zweimalige Waschung mit PBS-Puffer
durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die TSL-Losungen mit 100ul pro Well (siehe
Tabelle 10) aufgebracht. Es folgte eine einstiindige Inkubation im Brutschrank. Nach
Entfernung der Lésungen und erneutem zweimaligen Waschen mittels PBS wurden
die Zellen unter dem Rhodamin- bzw. dem CF-Filter des Fluoreszenz-Lichtmikroskops
mikroskopiert, fotografiert und die Ergebnisse protokolliert. Es folgten zwei weitere
Inkubationen fur 24h bzw. 48h mit anschlielBender Fluoreszenzmikroskopie mit

Dokumentation.
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4.7.4 TSL-Endozytose-Versuch

4.7.4.1 Farbemodell

Um eine Aufnahme von intakten Liposomen in Tumorzellen zu untersuchen, wurden
DPPG2-TSL mit Rh-PE und mit FITC-Dextran beladen (Rh-PE/FITC-Dextran-TSL).
Intakte Liposomen wirden eine ko-lokalisierte Fluoreszenz von Rh-PE und FITC-
Dextran aufweisen, da diese TSL in den untersuchten Offnungskinetiken keine

sichtbare Freisetzung bei 37°C zeigten.

Tabelle 11: Fluoreszenzfarbstoffe und ihr angefarbtes Kompartiment

Fluoreszenzfarbstoff Kompartiment
Liposomales Rh-PE TSL-Membran
Liposomales FITC-Dextran Vesikelinnere
DAPI Zellkern

DiD Zellmembran

Das Anfarben der Zellmembran dienten dazu den Extra- vom Intrazellularraum

abzugrenzen und um ein mégliches Anheften der TSL dokumentieren zu kénnen.

4.7.4.2 Versuchsaufbau und Durchfiihrung

Die Versuchsdurchfiihrung umfasste zwei Tage. 24h vor Beginn wurden 10.000 Zellen

pro 300ul Medium je Chamberslide ausgesét und bei 37°C inkubiert.

An Tag 1 wurde das Medium abgenommen, die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen
und 300ul Lrn-pe/FiTc-Dextran-TsL Pro Kammer zugegeben. Es folgte eine Inkubation der
Zellen Uber 18h bei 37°C. Nach Ablauf der 18h wurde die Lrn-pe/FiTc-Dextran-TsL €ntfernt

und die Zellen dreimalig mit PBS gewaschen.
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Tabelle 12: verwendete Farbeldsungen im TSL-Endozytose-Versuch

L Rh-PE/FITC-Dextran-TSL: 400H| Rh-PE/FITC- + 10ml Medium
Dextran-TSL

Lrarbung: 20ul DAPI + 300pl Voip + 10ml Medium
Vbip: 250ul DID + 50ul DMSO + 5ml PBS

AnschlieBend wurde Lrarbung auf die Zellen gegeben und fur 30min inkubiert. Nach
erneutem zweimaligen Waschen mittels PBS und Zugabe von 300l Medium je

Kammer wurden die Zellen unter dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop
untersucht und die Ergebnisse dokumentiert.
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5 Ergebnisse

5.1 Analyse von FITC-Dextran

Das Pulver wurde in HN-Puffer gelést und anschlieRend Uber einen Filter mit
PorengrofRe 200nm gefiltert. FITC-Dextran wird konzentrationsabhangig gequencht
(siehe Abbildung 4).

FITC-Dextran - Quenchen
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Abbildung 4: Quenchen von FITC-Dextran in HN-Puffer

Es wurde eine GroRenbestimmung analog Abschnitt 4.3.4 durchgefuhrt, hier zeigten

sich zwei Peaks (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: GréRenverteilung von FITC-Dextran in HN-Puffer pH 7,8

GrolRe Intensitat Streubreite
(nm) (%) (nm)

Peak 1 759,9 61,7 415,2

Peak 2 4,247 38,3 1,175
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5.2 Temperaturentwicklung innerhalb der Kivetten

Fur die Auswertung und Sicherstellung der Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit
beschriebenen Messungen wurde die Temperaturentwicklung in den Kivetten bei
konstanten  Volumina und identischer = RUhrgeschwindigkeit = gemessen.
Temperaturmessungen innerhalb der einzelnen Kivetten zeigten, dass ausgehend
von 4°C kalter Flussigkeit die Tz von 45°C nach ca. zehn Minuten erreicht und
anschlieend beibehalten wurde. In der zweiten Minute wurden 37°C erreicht, nach
drei Minuten die 40°C Uberschritten. Zwischen den Minuten 3 bis 5 lagen die erreichten
Temperaturen zwischen 40-43°C.

Die einzelnen Kuvetten zeigten in den verschiedenen Messungen geringe
Abweichungen im Vergleich untereinander und mit weiteren Messungen in derselben

Klvette. Eine genauere Temperatur-Zeit-Korrelation ist daher nicht méglich.

5.3 Einfliusse auf das Fluoreszenzverhalten von CF und

FITC-Dextran

Da eine Temperaturabhéngigkeit von CF und FITC-Dextran bekannt ist, wurde das
Verhalten der Fluoreszenzintensitat beider Fluoreszenzfarbstoffe in HN-Puffer pH 7,8
bei Erwarmung von 4 auf 45°C untersucht. In Abbildung 5 sind die Ergebnisse hiervon
dargestellt. Es zeigt sich ein Abfall beider Fluoreszenzintensitadten in der
Erwarmungsphase. Nach Erreichen der 45°C bleibt die jeweilige Intensitat

unverandert.

Das Erwarmen der Fluoreszenzfarbstoffe in HN-Puffer pH 7,4 zeigte denselben
Intensitatsverlauf (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 5:  Fluoreszenzintensitat von CF bzw. FITC-Dextran bei Tz=45°C in Abhéngigkeit der Zeit

5.4 Einfliusse von Proteinen auf die Fluoreszenzintensitat von
FITC-Dextran

In Abbildung 6 ist exemplarisch der Einfluss von I1gG und HSA auf das
Fluoreszenzverhalten von FITC-Dextran bei der Erwarmung von 4 auf 45°C
dargestellt. Dies soll mdgliche Interferenzen zwischen FITC-Dextran und HSA bzw.

IgG untersuchen.
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Abbildung 6:  Fluoreszenzintensitat von FITC-Dextran in HSA bzw. 1gG bei Tz=45° in Abh. der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
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Betrachtet man nun die Fluoreszenzintensitat von FITC-Dextran in HSA-Verdinnung,
zeigt sich keine Temperaturabhangigkeit. Die Tritonzugabe fiuhrt erneut durch die

Verdinnung zu einem dezenten Absinken der Fluoreszenzintensitat.

Der Kurvenverlauf der Fluoreszenzintensitat von FITC-Dextran in IgG-Verdinnung
weicht nicht von dem in HN-Puffer ab. Die Fluoreszenzintensitat sinkt weiterhin in den
ersten zehn Minuten temperaturbedingt ab. Die probatorische Zugabe von Triton (vgl.

Pfeil in Abbildung 6) lI6st eine minimale Intensitdtsabnahme durch Verdiinnung aus.

5.5 Temperaturabhangige Offnungsprofile von CF-beladenen TSL

In folgendem Abschnitt werden die Ergebnisse der temperaturabhangigen
Offnungsprofile von mit CF-beladene DPPG2-TSL und LTSL beschrieben. Dies dient
zur Etablierung der Freisetzungsrate der beiden TSL-Formulierungen des kleinen CFs
und zur Verifizierung der Tm. In der Diskussion bildet dies zusammen mit den
Ergebnissen aus Kapitel 5.6.4 die Grundlage zum Vergleich der unterschiedlichen

Freisetzungsmechanismen der in dieser Arbeit betrachteten TSL.

Derselbe Versuchsaufbau wurde mit FITC-Dextran-beladenen TSL durchgefihrt,
lieferte aber keine einheitlichen und verwertbaren Ergebnisse. Die Tritonwerte als
Referenzwerte lagen bei dieser Versuchsdurchfihrung mehrfach unter den
Freisetzungswerten. Auch die Freisetzungswerte der einzelnen Temperaturen

unterlagen einer grof3en Schwankungsbreite und liel3en keinen Trend erkennen.

Das in Abbildung 7 exemplarisch dargestellte Temperaturéffnungsprofil von
DPPG2-TSL zeigt, dass die maximale CF-Freisetzung zwischen 41-45°C liegt und die
Freisetzung in FCS Uber 5 Minuten nahezu 90% betragt, in 0,9% NaCl dagegen knapp
unter 20%. Dies deckt sich mit bereits bekannten Daten fir andere TSL-
Formulierungen (vgl. Gaber et al. 1995; Hosokawa et al. 2003) und DPPG2-TSL
(Lindner et al. 2004).
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Abbildung 7:

Abbildung 8:
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5.6 In vitro Offnungskinetiken

Kenntnisse Uber die Kurvenverlaufe der TSL-Formulierungen bei Erwarmung sind
notwendig, um eine temperaturabhéngige Freisetzung von FITC-Dextran und aul3ere
Einflisse hierauf untersuchen zu kbénnen. So muss zur Erfullung der
Temperaturabhangigkeit sichergestellt werden, dass bei Temperaturen unterhalb der
Tm keine Freisetzung stattfindet. Um Einflisse von Zusatzen zum Puffer prifen zu
konnen, wurden Offnungskinetiken mit Tz von 30°C, 37°C und 45°C durchgefihrt.
Wobei Tz=30°C als Negativkontrolle dienen soll, da eine temperaturabhangige
Freisetzung auch durch Zusatze nicht auftreten sollte. Tz=45°C wurde gewahlt, damit
im Falle eines als FITC-Dextran-Freisetzung zu wertenden Fluoreszenzanstiegs
dessen Detektion auch bei ggf. bestehenden Schwankungen der Temperatur in den
Kiivetten gewahrleistet ist. Tz=37°C soll als Grundlage zur Uberprifung der Einfliisse
von Pufferzusatzen auf die FITC-Dextran-Freisetzung dienen. Hierdurch kann

festgestellt werden, ob die Zugabe von Zusatzen die Tm heruntersetzt.

5.6.1 DPPG2-TSL: FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

DPPG,-TSL
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Abbildung 9:  Intensitétsverlaufskurven der DPPG2-TSL in HN-Puffer bei unterschiedlichen
Tz (30°C, 37°C, 45°C) in Abhéngigkeit der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
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Bei der Erwarmung von mit FITC-Dextran beladenen DPPG2-TSL von 4°C auf variable
Tz (30°C, 37°C, 45°C) in Abh&ngigkeit der Zeit (siehe Abbildung 9), kénnen keine
Unterschiede im Vergleich zu der Verlaufskurve von reinem FITC-Dextran in HN-Puffer
(vgl. Abbildung 5) festgestellt werden. So sinkt in den ersten Minuten die
Fluoreszenzintensitat temperarturbedingt ab und bleibt nach Erreichen der Tz

konstant. Die Zugabe von Triton 16st jeweils eine Freisetzung aus.

5.6.2 LTSL: FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

Beim Erhitzen der LTSL auf unterschiedliche Tz zeigten sich Unterschiede in den
FITC-Dextran-Freisetzungsverlaufen (vgl. Abbildung 10). Im Folgenden werden

zunachst nur die Kurvenverlaufe nach der zweiten Minute betrachtet:

Fur die Tz von 30°C und 37°C gleichen die Kurvenverlaufe denen von reinem
FITC-Dextran bei Erwarmung auf diese Temperaturen. Hier ergaben sich keine

Hinweise auf eine Freisetzung (siehe Abbildung 10).

Bei der Tz von 45°C zeigt sich eine Fluoreszenzintensitatszunahme zwischen der 6.
und 8. Minute.

Dieser Kurvenverlauf konnte fur Tz zwischen 39°C und 45°C reproduziert werden. Bei
zwei Chargen der LTSL (22-07 F; 22-11 F) fiel auRerdem auf, dass die Tritonzugabe

nur noch eine vergleichsweise geringe Intensitatssteigerung hervorrief.
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Abbildung 10: Intensitatsverlaufskurven der LTSL in HN-Puffer bei unterschiedlichen

Tz (30°C, 37°C, 45°C) in Abhéngigkeit der Zeit

Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Im folgenden Abschnitt werden die ersten beiden Minuten des Kurvenverlaufs naher
betrachtet. Unabhéngig von der eingestellten Tz trat nach >24h nach Herstellung
wahrend den ersten beiden Minuten eine reproduzierbare Intensitatszunahme auf.
Dieses Phanomen trat in allen Experimenten der in vitro Offnungskinetik mit
FITC-Dextran unabhangig der TSL-Formulierung auf. Nach Auftreten dieses ,frihen
Peaks® zeigten sich keine Abweichungen in erneut durchgefiihrten
GroRRenbestimmungen  oder  DC-Ergebnissen  aul3erhalb  der normalen

Schwankungsbreite.

Um Lagerungseinflisse auf den ,frihen Peak® zu untersuchen, wurde direkt nach
Herstellung von LTSL Offnungskinetiken durchgefiihrt und ein weiterer Teil der
hergestellten TSL bei -20°C eingefroren. 48h spater wurden Offnungskinetiken mit den

zuvor eingefrorenen TSL durchgefuhrt. Es wurde dieselbe TSL-Verdinnung gewahlt.
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In Abbildung 11 wird das Fluoreszenzintensitatsverhalten der frisch hergestellten und
der aufgetauten TSL bei einer Tz von 45°C gegeniibergestellt. Bei beiden Kinetiken
findet eine Intensitatszunahme nach 4 Minuten statt, wahrend bei den aufgetauten TSL

zusatzlich eine Steigerung innerhalb der ersten beiden Minuten zu verzeichnen ist.

4-45°C
LTSL

320
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240
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200
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Abbildung 11: ,friher Peak"”: Intensitatsverlaufskurven der LTSL bei Tz=45°C in Abh. der Zeit frisch
nach Herstellung bzw. nach dem Auftauen
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
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5.6.3 DPPC-TSL: FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

DPPC-TSL
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0 5 10 15 20 25 30 35
t [min]
—e—4-30°C 4-37°C —e—4-45°C

Abbildung 12: Intensitatsverlaufskurven von DPPC-TSL in HN-Puffer bei Tz (30°C, 37°C, 45°C) in
Abhangigkeit der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Die Erwarmung von DPPC-TSL sollte als ,Negativkontrolle® des gesamten
Versuchsaufbaus dienen, da hier keine Porenbildung zu erwarten ist. Hierbei ergaben

sich stark inhomogene Ergebnisse:

Temperaturunabhangig trat in den Offnungskinetiken der oben beschriebene friihe
Peak auf (siehe Abschnitt 6.1.7). Hiervon abgesehen liel3 die Intensitéat zunachst bei
allen eingestellten Temperaturen in einer, im Vergleich zur Erwarmung reinen FITC-

Dextran in HN-Puffer, flachen Kurve nach.

Andererseits zeigte sich ein Fluoreszenzintensitatsanstieg zwischen der 3.-5. Minute
(vgl. Abbildung 12, exemplarisch bei Tz 37°C und 45°C). Vergleichbare Verlaufe
konnten schon bei einer Tz von 30°C festgehalten werden. Allerdings ergaben sich
keine erkennbaren oder reproduzierbaren Muster, zu welchem Zeitpunkt oder bei
welchen &uReren Bedingungen (Alter der TSL, eingestellte Tz) die Intensitdtszunahme
stattfand.

Aufféllig war eine starke GroRenvarianz bei der Gro3enanalyse via Intensitatsprofil der
DPPC-TSL:
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Tabelle 14: GréRenanalyse von mit FITC-Dextran beladenen DPPC-TSL; Charge 22-15F

GrofRe (r.nm) Intensitat (%) Streubreite

(r.nm)

Peak 1 66,64 79,3 24,25
Peak 2 416,1 18,4 118,4
Peak 3 2708 24 148,6

Bei Analyse der GroRenverteilung DPPG2-TSL und LTSL zeigte sich hingegen nur ein
Peak. Der PDI ist im Mittel bei den DPPC-TSL deutlich groR3er (0,61) als bei den zwei

anderen verwendeten Formulierungen (je 0,1) (vgl. Tabelle 9).

5.6.4 Vergleich der CF- und FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

Das kleine CF wird aus DPPG2-TSL und LTSL freigesetzt (vgl. Kapitel 5.5). Die CF-
Freisetzung Uber die Zeit bei Erwarmung soll als Positivkontrolle zu der Freisetzung
von FITC-Dextran dienen. Im folgenden Abschnitt werden die Intensitatsverlaufe von
mit CF-beladenen bzw. FITC-Dextran-beladenen DPPG2-TSL und LTSL wahrend der
Erwarmung von 4°C auf 45°C verglichen. HN-Puffer pH 7,4 diente als Puffer. Dies ist
in einem Versuchsaufbau mdoglich, da beide Fluoreszenzfarbstoffe ann&hernd

dieselben Emissions- und Exzitationswellen besitzen (vgl. Tabelle 2).

5.6.4.1 Vergleich der CF- und FITC-Dextran-Freisetzung aus LTSL

In Abbildung 13 ist die Erwarmung von mit FITC-Dextran bzw. mit CF beladenen LTSL
von 4 auf 45°C dargestellt. Die Fluoreszenzintensitat sinkt bei mit FITC-Dextran
beladenen LTSL temperaturbedingt in den ersten Minuten ab. In der dritten bis vierten
Minute steigt die Intensitat an (Al=12 a.u., Imin=134 a.u., Imax=146 a.u). Hiernach sinkt
sie minimal bis zur 10. Minute ab. Bis zur Detergenzienzugabe steigt die Intensitat
nach Erreichen der Tz allenfalls minimal an (Al=2 a.u.). Nach Tritonzugabe nimmt die
Fluoreszenzintensitat abschlie3end erneut sprunghaft zu. Bei der in Abbildung 13
angelegten Verstarkung lasst sich dies nicht deutlich zeigen, daher wird an dieser
Stelle auf Abbildung 10 verwiesen.

Insgesamt handelt es sich hierbei um geringe Verdnderungen.
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Abbildung 13: Intensitatsverlaufskurven von LTSL beladen mit FITC-Dextran (22-07 F) bzw. CF
(21-05 C) bei Tz=45°C in Abhangigkeit der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Bei Erwarmung von mit CF-beladenen LTSL lasst sich kein temperaturbedingter Abfall
erkennen. Im Gegensatz zu dem sprunghaften Intensitatsanstieg der FITC-Dextran-
Freisetzung findet ab der 2. Minute eine andauernde CF-Freisetzung statt, deren
Maximum zwischen der 3. und 5. Minute liegt und nach der Tritonzugabe endet.

5.6.4.2 Vergleich der CF- und FITC-Dextran-Freisetzung aus DPPG2-TSL

In folgendem werden mit CF bzw. FITC-Dextran beladene DPPG2-TSL bei Erwarmung
von 4 auf 45°C betrachtet.
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Abbildung 14: Intensitatsverlaufskurven von DPPG2-TSL beladen mit CF (21-04 C) bzw. FITC-Dextran
(22-05 F) bei Tz=45°C in Abhangigkeit der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Bei der in Abbildung 14 dargestellten Erwarmung von mit CF beladenen DPPG2-TSL,
zeigt sich eine andauernde Fluoreszenzintensitatszunahme ab der 3. Minute bis zur
Tritonzugabe. Dieser Anstieg fallt im Vergleich zu der CF-Freisetzung aus LTSL
deutlich geringer aus. Der gro3te Teil der CF-Freisetzung aus DPPG2-TSL findet durch

die Detergenzienzugabe statt.

Die Fluoreszenzintensitat nimmt bei Erwarmung von mit FITC-Dextran beladenen
DPPG2-TSL in den ersten 8 Minuten temperaturbedingt ab und bleibt anschlieRend bis
zur Tritonzugabe in Minute 42 konstant.

5.7 In vitro Offnungskinetiken von FITC-Dextran-beladenen TSL in

verschiedenen Puffern

Um weitere Einflussgro3en auf die Freisetzung in vitro nachzuvollziehen, wurden
Zusatze den TSL-Verdinnungen beigefugt. So konnte die Zugabe von
Mizellenbildnern (P-Lyso-PC, HePC) zu einer Porenbildung (vgl. Hays et al. 2001; Mills
und Needham 2005) und damit zu einer (vermehrten) Freisetzung von FITC-Dextran

aus den Liposomen fuhren.
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Die Zugabe von HSA und IgG sollte die Einflusse der Serumproteine auf die
Liposomenstabilitat bei Anwendung in vivo simulieren. Diese interagieren in bekannter
Weise mit TSL (Hosokawa et al. 2003; Weissmann et al. 1974; Kneidl et al. 2014;
Hossann et al. 2012). Im Serum finden sich bei einem Erwachsenen durchschnittlich
0,35 bis 0,55 g/100ml Albumin und 0,7 bis 1,6 g/100ml 1gG. In den Experimenten
wurden Verdinnungen gewabhlt, die der Proteinkonzentration im Serum entsprechen,

bzw. starker und schwéacher konzentriert sind.

Die starksten Effekte konnten bei den durchgefihrten Experimenten bei der
Erwarmung von 4°C auf 45°C gezeigt werden, weshalb im Folgenden nur die

entsprechenden Diagramme dargestellt werden.
5.7.1 HSA-Verdiinnungen

5.7.1.1 DPPG2-TSL in HSA
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Abbildung 15: Intensitéatsverlaufskurven der DPPG2-TSL in HSA-Verdiinnungen bei Tz=45°C in
Abhéngigkeit der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Die Fluoreszenzintensitatsverlaufskurven bei Erwdrmung von DPPG2-TSL auf 45°C
anderten sich in HSA-Verdinnungen (10 g/100ml, 4 g/100ml, 2 g/100ml in HN-Puffer)

im Vergleich zu der Erwarmung in HN-Puffer (vgl. Abbildung 15 mit Abbildung 9):
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In den exemplarisch in Abbildung 15 dargestellten Verlaufen zeigt sich eine Zunahme
der FITC-Dextran-Fluoreszenzintensitat innerhalb der ersten 10 Minuten. Dieser

Anstieg beginnt in der ersten Minute nach Versuchsstart.

Im Falle der 10 g/100ml HSA-Konzentration fallt die Kurve nach einer

Intensitatszunahme in den ersten drei Minuten noch bis zur 10. Minute minimal ab.

Die Intensitatszunahme in der HSA-Verdinnung 2 g/100ml findet in der 6.-9. Minute
nach einem kurzen annahernd stabilen Niveau und einer

Fluoreszenzintensitdtsabnahme statt.

Der Verlauf der DPPG2-TSL in HSA 4 g/100ml zeigt keinen temperaturabhangigen
Intensitatsverlust, sondern eine Fluoreszenzintensitatszunahme in den ersten 10
Minuten, der von annahernd konstanten Plateaus unterbrochen wird. Auffallig ist, dass
die Zugabe von Triton in den HSA-Verdunnungen 10 g/100ml und 4 g/100ml zu

keinerlei Intensitatszunahme bzw. zu einer Intensitatsabnahme fiihrt.

In der HSA-Verdinnung 2 g/100ml nimmt die Fluoreszenzintensitat nach Tritonzugabe
minimal zu. Diese Intensitdtszunahme nach Detergenzienzugabe konnte lediglich in
diesem einen Kurvenverlauf gezeigt werden. Am ehesten handelt es sich dabei um ein
kurzzeitiges mischbedingtes Artefakt.

5.7.1.2 LTSL in HSA

Bei Erwédrmung der LTSL in HSA-Verdinnungen (siehe Abbildung 16) fallt eine steilere
Intensitatszunahme im Vergleich mit DPPG2-TSL auf, sie ist grofRer als in HN-Puffer
(vgl. Abbildung 10), entspricht jedoch am ehesten dem ,friihen Peak® (vgl. Abschnitt
6.1.7).

Bei der Erwarmung von 4°C auf 45°C und einer HSA-Konzentration von 10 g/100 ml
fallt die Kurve nach dem initialen steilen Anstieg wieder leicht ab und bleibt danach bei

338 + 2 a.u. konstant.
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Abbildung 16: Intensitatsverlaufskurven von LTSL in HSA-Verdinnungen bei Tz=45°C in Abhangigkeit
der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe

Im dargestellten Kurvenverlauf der TSL in den Verdinnungen mit HSA 2 g/100ml kann
man zwei Anstiege erkennen. Der erste Intensitatszuwachs findet in der ersten Minute
statt und ist als ,friher Peak® einzuordnen (vgl. Abschnitt 6.1.7). Das zweite Mal steigt
die Intensitat in der 6. Minute an und ist geringer ausgepragt als der erste.

Nach dem ,friihen Peak” bleibt die Fluoreszenzintensitat der LTSL in HSA 4 g/100ml
bis zur Tritonzugabe annahernd stabil.

Die Tritonzugabe 16st in allen Verdinnungen eine Intensitdtsabnahme aus. Umso

hoher die Proteinkonzentration ist, desto tiefer sinkt die Intensitat durch Triton ab.
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5.7.2 1gG-Verdunnungen

5.7.2.1 DPPG2-TSL in IgG

Abbildung 17:
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Intensitatsverlaufskurven von DPPG2-TSL in IgG-Verdinnungen bei Tz=45°C
in Abh. der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe

Die DPPG2-TSL verhalten sich in den verwendeten IgG-Losungen weitestgehend wie

die der zugehorigen Kinetiken in HN-Puffer (siehe Abbildung 17). In den

lgG-Verdinnungen zeigen sich ein steilerer initialer Abfall und eine voriibergehende

minimale Intensitdtszunahme zwischen der flinften und zehnten Minute.

Die initiale

Intensitatsschwankung wird in Abschnitt 6.1.7 diskutiert. Zwischen der

siebten Minute und der Tritonzugabe lasst sich eine minimale Intensitdtsabnahme

(<1%) in den IgG-Verdunnungen erkennen.
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5.7.2.2 LTSL in IgG
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Abbildung 18: Intensitéatsverlaufskurven von LTSL in IgG-Verdiinnungen bei Tz=45°C in Abh. der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe

Bei Erwarmung der LTSL in IgG-Verdinnungen (2 g/100ml, 1 g/100ml, 0,5 g/100ml)

auf 45°C zeigen sich die in Abbildung 18 exemplarisch abgebildeten Verlaufe.

Die temporéare Fluoreszenzintensitatszunahme in den ersten zwei Minuten in IgG

19/100ml ist auf ein dokumentiertes Mischproblem mit den Rihrstdbchen

zuruckzufuhren.

Bei allen 1gG-Verdunnungen findet sich ein Fluoreszenzintensitatsabfall in den ersten
5 Minuten. Die Fluoreszenzintensitatsverlaufe weichen anschlieend in Abhangigkeit
der IgG-Konzentration minimal voneinander ab: Der Intensitdtszuwachs in den IgG-
Verdinnungen 0,5 g/100ml und 1 g/100ml findet fast eine Minute eher als in HN-Puffer
statt (vgl. Abbildung 10). In der IgG-Konzentration von 2 g/100ml zeigt sich ein
marginaler Intensitatsanstieg in etwa zu derselben Zeit wie in HN-Puffer (vgl.
Abbildung 10). Alle Intensitatsverlaufe bleiben nach diesen Anstiegen konstant und
zeigen nach Zugabe von Triton erneut einen Intensitatsanstieg in ahnlicher Grol3e
(AlI=52+3a.u.). Im Falle der Verdinnung 0,5 g/100ml und 1 g/100ml erfolgt die
Intensitatszunahme von demselben konstanten Wert (616+2a.u.) aus auf dasselbe
Endniveau (666+2a.u.).
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5.7.3 HePC-Verdinnungen

5.7.3.1 DPPG2-TSL in HePC

Die Lysolipid-Konzentration bezieht sich in folgenden Abschnitten auf den jeweiligen
Phospholipidgehalt der verwendeten TSL. Die Intensitatsverlaufskurven bei
Erwarmung der DPPG2-TSL in HePC-Verdinnungen zeigen zum Teil gegenuber
denen in HN-Puffer Abweichungen. Die abweichenden Verlaufe werden im

Folgenden beschrieben:
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Abbildung 19: Int_ensitétsverlaufskurven von DPPG:- in HePC-Verdunnungen bei Tz=45°C in Abh. der
E’g[il: Zeitpunkt der Tritonzugabe

Bei der Erwarmung von DPPG2-TSL von 4°C auf 45°C fallt auf, dass nach einem initial
temperaturbedingten Intensitatsabfall die Fluoreszenzintensitéat der TSL in den HePC-
Verdinnungen friher einen konstanten Wert erreicht als in HN-Puffer pH 7,8 (vgl.
Abbildung 9). Die Intensitat der Liposomen in HePC 10 mol% und in HePC 5 mol%
erreicht in der 5. Minute ihr Minimum. In HePC 1 mol% wird es in der 6. Minute erreicht.
Es folgt eine marginale Intensitdtszunahme (Al=5a.u.) in allen HePC-Verdinnungen.

Nach Tritonzugabe steigt die Fluoreszenzintensitdt deutlich an. Der Effekt der

Tritonzugabe ist in der 10 mol% Verdlinnung am geringsten ausgepragt (Al=64a.u.).
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Bei den Tz 30°C und 37°C zeigten sich in den HePC-Verdinnungen im Vergleich zu
denen in HN-Puffer (vgl. Abbildung 9) keine abweichenden Kurvenverlaufe
(exemplarisch die Kinetiken fur 37°C, siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Intensitatsverlaufskurven von DPPG2-TSL in HePC-Verdiinnungen bei Tz=37°C in Abh.
der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
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5.7.3.2 LTSL in HePC
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Abbildung 21: Intensitéatsverlaufskurven von LTSL in HePC-Verdiunnungen bei Tz=45°C in Abh. der
Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe

Bei der Erwarmung von 4°C auf 45°C weichen die Kinetiken je nach Konzentration des
HePC-Gehalts von denen in HN-Puffer (vgl. Abbildung 10) ab. Bei allen Kurven ist in
den ersten 7 Minuten eine Intensitdtszunahme nach einem initialen Intensitatsabfall zu
verzeichnen. Zum Fluoreszenzintensitatsanstieg in der ersten Minute siehe Abschnitt
6.1.7.

In HePC 1 mol% und in 5 mol% steigt die Intensitat schon in der 6. bzw. der 5. Minute
(in HN-Puffer in der 7. Minute, vgl. Abbildung 10). Die Intensitdt nimmt in HePC
10mol% in der 5. Minute am stéarksten zu (Al=24a.u.). Die Tritonzugabe Iost in jeder
Verdinnung einen Zuwachs aus. Die Intensitatsverdnderung aufgrund der
Tritonzugabe féllt in der HePC-Verdinnung von 10mol% am geringsten aus
(Al=45a.u.).
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Die Intensitatsverlaufskurven der LTSL in den HePC-Verdinnungen unterscheiden

sich im Vergleich bei Erwarmung auf 30°C und 37°C abgesehen vom friihen Peak

nicht von denen in HN-Puffer (exemplarisch 4-30°C siehe Abbildung 22, vgl.
Abbildung 10).

Abbildung 22:
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Intensitatsverlaufskurven von LTSL in HePC-Verdinnungen bei Tz=30°C in Abh. der
Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
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5.7.4 P-Lyso-PC-Verdunnungen

5.7.4.1 DPPG2-TSL in P-Lyso-PC
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Abbildung 23: Intensitatsverlaufskurven von DPPG2-TSL in P-Lyso-PC-Verdiinnungen bei Tz=45°
in Abh. der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Bis auf einzelne Ausnahmen wichen bei Erwarmung auf 45°C von DPPG2-TSL die
FITC-Dextran-Freisetzungskurven in den P-Lyso-PC-Konzentrationen 10 mol% und
5 mol% von denen in HN-Puffer (vgl. Abbildung 9) ab. In Abbildung 23 ist ein solches
Beispiel dargestellt: Alle dargestellten Kurvenverlaufe zeigen initial einen
temperaturbedingten Intensitatsabfall. Daran anschlieRend kann man einen Anstieg
erkennen. Dieser féllt bei 10 mol% P-Lyso-PC mit einem Al= 33a.u. deutlicher aus als
bei 5 mol% P-Lyso-PC (Al=10a.u.). Anschlie3end bleibt die Intensitat bis zur Zugabe
von Triton weitestgehend konstant.
Fur die P-Lyso-PC-Verdinnung 1 mol% fallen diese Verédnderungen geringer aus,
aulRerdem variieren die Ergebnisse haufiger. Teilweise lasst sich bei dieser P-Lyso-
PC-Konzentration kein abweichender Kurvenverlauf von dem in HN-Puffer darstellen.

Zusatzlich lasst sich festhalten, dass der Intensitatsverlauf der TSL in der 10 mol%

P-Lyso-PC-Konzentration nach Tritonzugabe nur eine verhaltnismaRig geringe
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Zunahme (Al= 15 a.u.) aufweist, ausgehend von einer konstanten Intensitat von
477 +2 a.u.

Dadurch, dass die Endfluoreszenzintensitat lend zwischen der TSL-Probe in 10 mol%
P-Lyso-PC (Iend=492+2a.u.) und der in dem mitgelaufenen HN-Puffer (Iena=488+1a.u.)
zufallig fast identisch war, lassen sich auch die Intensitatsverdnderungen der beiden
Proben vergleichen (vgl. Abbildung 24). Die Anderung der Intensitatszunahme in HN-
Puffer in der 26. Minute betrug hierbei Al= 48a.u., die in der Probe in 10 mol%
P-Lyso-PC insgesamt 49a.u. (Ismin=32a.u.; l2s.min=17a.u.).
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Abbildung 24: Intensitatsverlaufskurven von DPPG2-TSL in P-Lyso-PC -Verdiinnung und in HN-Puffer
pH 7,4 bei Tz=45°C in Abh. der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
Erwarmt man dagegen die DPPG2-TSL in den P-Lyso-PC-Verdinnungen auf die Tz
30°C (nicht gezeigt) und 37°C ergeben sich keine Abweichungen (siehe exemplarisch

Abbildung 25) zu denen in HN-Puffer (vgl. Abbildung 9).
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Abbildung 25: Intensitéatsverlaufskurven von DPPG2-TSL in P-Lyso-PC-Verdiinnungen bzw. HN-Puffer
pH 7,8 bei Tz=37°C in Abh&ngigkeit der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe
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5.7.4.2 LTSL in P-Lyso-PC

Eine Erwarmung von LTSL von 4°C auf 45°C in den 0.g. P-Lyso-PC-Verdinnungen ist

exemplarisch in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Intensi.tétsverlaufskurven von LTSL in P-Lyso-PC-Verdinnungen bei Tz=45°C in Abh.
g’?(;iﬁl;teitpunkt der Tritonzugabe
Es =zeigt sich nach dem Dbereits zuvor erwahnten ,frihen Peak® eine
Intensitatszunahme zwischen der 5. und 7. Minute. Die Intensitatszunahme ist im Fall
der 1mol% und der 5mol% Verdinnungen ahnlich stark wie in purem HN-Puffer (vgl.
Abbildung 10) ausgepragt (jeweils Al=10+2a.u.). In der 10mol%
P-Lyso-PC-Verdinnung ist der Anstieg dagegen deutlich starker ausgepragt
(Al=40a.u.). Nach der Zugabe von Triton zeigt sich in dieser Verdinnung (Al=33a.u.)
im Vergleich zu den anderen Verdlinnungsproben (Al=47 bzw. 60a.u.) eine

verhaltnismanRig schwache Intensitatszunahme.
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Abbildung 27:

4-30°C

LTSL
800 ﬂ

750
700
[ [a.u.] 650
600
550

500 |
0 5 10 15 20 25 30

t [min]

—0—P-Lyso-PC 10 mol% —e—P-Lyso-PC 5 mol%
—0—P-Lyso-PC 1 mol%" HN-Puffer pH 7,8

Intensitatsverlaufskurven von LTSL in P-Lyso-PC-Verdinnungen bei Tz=30°C in Abh.
der Zeit
Pfeil: Zeitpunkt der Tritonzugabe

Bei Tz von 30°C (vgl. Abbildung 27) und 37°C zeigen sich keine Abweichungen der

Intensitatsverlaufskurven in den P-Lyso-PC-Verdinnungen im Vergleich zu HN-Puffer
pH 7,8 (vgl. Abbildung 10).
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5.8 Zellkulturexperimente

5.8.1 TSL-Anhaftungsversuch

Nach einstundiger Inkubation mit den TSL-Losungen zeigte sich eine deutliche
punktférmige Rh-PE-Fluoreszenz im Zellbereich unabhéngig der verwendeten

TSL-Formulierung (exemplarisch siehe schwarzer Kreis in Abbildung 28 a und b).

Die mit Lorpc2-TsL behandelten Zellen weisen stérkere Fluoreszenzen auf als die, die
mit der Lirst bei gleicher TSL-Phospholipidkonzentration und derselben
eingeschlossenen CF-Konzentration inkubiert wurden (vgl. Abbildung 28 b+e und c+f).
Insbesondere die CF-Fluoreszenz ist bei &hnlichem Grundrauschen im Bereich der mit
Lorpc2-TsL behandelten Zellen gut detektierbar (vgl. Abbildung 28 c), wahrend bei mit
Lurst behandelten Zellen kaum eine Fluoreszenz unter dem CF-Filter im Zellbereich
sichtbar ist (vgl. Abbildung 28 f).

Bei Zellen, die 24h und 48h inkubiert wurden, blasst Rh-PE zunehmend ab und scheint
etwas gleichmalliiger verteilt zu sein. CF ist kaum mehr detektierbar. Diese
Restfluoreszenz ist fur die mit Lorpc2-tst behandelten Zellen weiterhin starker

ausgepragt.

In allen Wells zeigte sich nach 24h bzw. 48h weiterhin Zellwachstum.
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Abbildung 28:

f

BN175 unter Durchlicht, Rh-PE- bzw. CF-Filter nach Inkubation mit TSL
a-c: BN175 liber 1h mit Loppc2-TsL inkubiert

d-f: BN175 uber 1h mit LitsL inkubiert

a+d:  Ausschnitt eines Wells im Durchlicht

b+e:  Ausschnitt eines Wells unter Rh-PE — Filter

c+Hf: Ausschnitt eines Wells unter CF — Filter

Kreis: Markierung derselben Zellgruppe fur den betreffenden Ausschnitt
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5.8.2 TSL-Aufnahme-Versuch

Der Liposomenanhaftversuch zeigte sowohl fir DPPG2-TSL als auch fur LTSL durch
die Konzentration des Rh-PE im Zellbereich. Hinweise auf eine Anhaftung. Jedoch
ergaben sich lediglich fir DPPG2-TSL durch die CF-Fluoreszenz im Zellbereich
Anhaltspunkte fir eine Internalisierung der TSL. Daher wurde in dieser Arbeit das
Verhalten der DPPG2-TSL in der Zellkultur genauer betrachtet, um weitere

Anhaltspunkte auf eine Endozytose dieser TSL zu erhalten.

Nach 18-stindiger Inkubation der Zellen zeigt sich Rh-PE intrazellular (vgl.
exemplarisch in Abbildung 29 a-b, wobei Rh-PE rot dargestellt ist). Teilweise ist Rh-PE
mit FITC-Dextran (griin dargestellt) ko-lokalisiert (vgl. Abbildung 29 a-d, gelber Kreis).
Die intrazellulare Lokalisation ergibt sich dadurch, dass im Durchlicht die Zellgrenzen
zu erkennen sind und der Kern, blau angefarbt durch DAPI, (gelber Pfeil in

Abbildung 29 a-c) angeschnitten ist.

Intrazellular zeigt sich FITC-Dextran haufiger als im Extrazellularraum, exemplarisch
ist intrazellulares FITC-Dextran in Abbildung 29 a-d im grinen Oval gezeigt. Rh-PE ist
gelegentlich direkt an Zellgrenzen zu detektieren (vgl. weil3e Pfeile), hierfur gelang zu
keinem Zeitpunkt ein sicherer Nachweis einer korrespondierenden FITC-Dextran-

Fluoreszenz und somit kein Beleg fiur die Anhaftung der TSL an die Zellmembran.
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Abbildung 29:

BN175 mit Lrh-Pe/FiTc-Dextran-TsL iNKubiert

Rot= Rh-PE (a+b), grin=FITC-Dextran (a-c), blau=DAPI (a-c), b wurde in Durchlicht
aufgenommen. d stellt eine VergroRerung des unteren rechten Abschnitts von c dar.
Gelber, langer Pfeil: mit DAPI angefarbter Zellkern

Weil3er, kurzer Pfeil: membransténdiger Nachweis von Rh-PE

Grlnes Oval: intrazellulares FITC-Dextran

Gelber Kreis: intrazellulares Konglomerat aus Rh-PE und FITC-Dextran
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Abbildung 30: BN175 mit Lrn-pe/FiTc-Dextran-TsL inkubiert
Rot= Rh-PE (a-c), grin=FITC-Dextran (a-d), blau=DAPI (a-d), gelb=DiD (a+b). a wurde
in Durchlicht aufgenommen.
Weil3er Pfeil: Markierung von Konglomeraten aus FITC-Dextran, Rh-PE und DIiD
Gruner Kreis: Anfarbung der Zellmembran durch DiD
Doppelter blauer Kreis: intrazellulare ko-lokalisierte Fluoreszenz von DiD, FITC-Dextran
und Rh-PE

Extrazellular zeigen sich Rh-PE und FITC-Dextran sowohl einzeln, als auch tberlagert.
Es gibt auch scheinbare Aggregatbildungen (ca. 10pum im Durchmesser) beider
Fluoreszenzfarbstoffe (vgl. weil3e Pfeile in Abbildung 30).

In vorausgegangenen Versuchen, in denen lediglich DiD eingesetzt wurde, farbte DiD
erwartungsgemal die Zellmembranen an (Daten nicht gezeigt). Beim zuséatzlichen
Einsatz von Rh-PE farbte DiD nur zum Teil Zellmembranabschnitte an (vgl. griner
Kreis in Abbildung 30 a-b, wobei DID gelb dargestellt ist). Gro3tenteils ist DiD mit
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Rh-PE ko-lokalisiert. Besonders stark farbt es Konglomerate aus Rh-PE und FITC-
Dextran an (vgl. weil3e Pfeile in Abbildung 30 a-d).

Da keine gleichmafiige Farbung der Zellmembran gewéahrleistet werden konnte, wurde
in nachfolgenden Experimenten auf die Verwendung von DiD verzichtet und zur
Darstellung der Zellgrenzen Durchlicht verwendet. DiD kam gelegentlich intrazellular
mit Rh-PE und FITC-Dextran ko-lokalisiert vor (doppelter hellblauer Kreis in Abbildung
30, FITC-Dextran dabei nur in der Vergrof3erung von d sichtbar). Auch bei Versuchen
ohne DiD-Verwendung war Rh-PE im Zytosol lokalisiert (Daten nicht gezeigt).
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6 Diskussion

6.1 In vitro Offnungskinetiken

Der in dieser Arbeit verwendete Versuchsaufbau ,in vitro Offnungskinetik* eignet sich
dazu, indirekte Indizien auf eine Porenbildung zu generieren. Zur Kkorrekten
Interpretation der Ergebnisse sollen im Folgenden zunéachst die Grundbedingungen,
Voraussetzungen sowie die Limitationen des Systems aufgezeigt werden. Im
Anschluss werden die Ergebnisse der FITC-Dextran-Offnungskinetiken fir DPPC-TSL
DPPG2-TSL und LTSL analysiert. Durch einen Vergleich der CF- mit der FITC-
Dextran-Freisetzung werden die unterschiedlichen Freisetzungsmechanismen der

einzelnen Formulierungen bestimmt.

Zum Abschluss wird das Phanomen des ,frihen Peaks“ genauer betrachtet und

maogliche Ursachen erdrtert.

6.1.1 Interpretation der Daten

Um in diesem Versuchsaufbau Freisetzungen untersuchen zu kdnnen, muss
sichergestellt bzw. Uberpruft werden, dass das System sich hierfur eignet.

So wurde in jeder Versuchsdurchfihrung Triton zugegeben. Dies bewirkt die
Zerstorung von TSL und hat damit eine vollstandige Freisetzung des verwendeten
hydrophilen Fluoreszenzfarbstoffes zur Folge. Mit Ausnahme der Versuche in HSA-
Verdiinnungen konnte gezeigt werden, dass der Versuchsaufbau fir die Detektion
einer CF- bzw. FITC-Dextran-Freisetzung geeignet ist. Der Versuchsaufbau in Hinblick
auf die HSA-Verdiunnungen wird separat in Kapitel 6.2.1 besprochen.

Eine korrekte Interpretation der Daten ist nur bei Kenntnis der Einschrankungen des
Systems mdglich. Eine Limitation des Versuchsaufbaus ergibt sich aus der
Temperaturabhéngigkeit der Fluoreszenzintensitdt (vgl. Abbildung 5). Die
Temperaturabhéngigkeit bedingt die divergierende Steilheit der fallenden
Intensitatskurven in den ersten Minuten, das zum Teil friihere Eintreten des konstanten
Intensitatsniveaus bei unterschiedlicher Tz und den damit unterschiedlich starken

temperaturabhéngigen Intensitatsabfall. So kdnnte eine Freisetzung wahrend der

72



Erwarmungsphase durch den temperaturbedingten initialen Intensitatsverlust

kaschiert werden.

Eine prozentuale Angabe Uber die FITC-Dextran-Freisetzung ist ebenfalls aufgrund
der Temperaturabhéngigkeit der Fluoreszenzfarbstoffe in dem verwendeten
Versuchsaufbau nicht zu treffen. Eine Mittelung der Kinetikverlaufe war aufgrund des
unterschiedlichen  Fluoreszenzniveaus der einzelnen TSL-Chargen, der
divergierenden angelegten Spannung und der ,frihen Peaks“ nicht moglich. Die
Auswertung ist daher qualitativer Natur. Die Aussagekraft der Ergebnisse basiert vor
allem auf ihrer Reproduzierbarkeit. Die exemplarisch dargestellten Kurvenverlaufe fur
das Verhalten in HN-Puffer basieren dabei auf Uber 40 einzelnen Verlaufen pro
Zieltemperatur. In den jeweiligen Verdiinnungen auf jeweils mindestens 10 Verlaufen.
Reproduzierbare Phanomene wurden daher in dieser Arbeit in einzelnen Verlaufen

exemplarisch dargestellt.

Die verwendeten HN-Puffer (pH 7,4 und 7,8) hatten keinen Einfluss auf die Verlaufe
und dienten der optimalen Ausnutzung der Fluoreszenzeigenschaften von
FITC-Dextran. Die qualitativen Kurvenverlaufe lassen sich demnach vergleichen,
Absolutwerte einer Freisetzung hingegen sind nicht vergleichbar.

Eine weitere Einschrankung ergibt sich aus der notwendigen Reproduzierbarkeit.
Durch eine zum Teil nicht gleichmafiige Warmeentwicklung in allen vier verwendeten
Klvetten und interindividuellen ~ Abweichungen, durch beispielsweise
Mischunregelmé&Rigkeiten der Ruhrstdbchen, traten minimale, nicht reproduzierbare
Abweichungen der Intensitatsverlaufe auf. Mischartefakte bedeuten eine kurzzeitige
Intensitatsveranderung, die sich nach Beseitigung des Mischproblems zurlckbildet.
Daher wurden nicht reproduzierbare Einzelverlaufe als nicht reprasentativ und damit
als nicht relevant gewertet. Somit ist es jedoch auch mdglich, dass ein tatséachlich
aufgetretenes Ereignis falschlicherweise einem zufalligen Artefakt zugeschrieben

wurde.

Als Freisetzung wird nachfolgend in dieser Arbeit eine reproduzierbare

Fluoreszenzintensitatserhbhung gewertet. Eine Temperaturabhangigkeit der
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Freisetzung ergibt sich immer dann, wenn der Fluoreszenzintensitatsanstieg um
denselben Zeitpunkt nach Messungsstart einer Offnungskinetik eintritt. Warum der
»fruhe Peak" in dieser Arbeit nicht als Freisetzung gewertet wurde und was ihn bedingt,

ist unter Abschnitt 6.1.7 naher beschrieben.

Um spéater die durchgefuhrten Versuche mit unterschiedlichen Zusatzen bzw. den
Vergleich zur CF-Freisetzung analysieren zu kénnen, sollen in Folgendem zunachst
das grundsatzliche Freisetzungsverhalten der einzelnen Formulierungen in HN-Puffer

bestimmt werden.

6.1.2 DPPC-TSL: FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

Die als Negativkontrolle, also als Nicht-Porenbildner gedachten Offnungskinetiken mit
DPPC-TSL, lieferten durchweg inhomogene und temperaturunabhéangige Ergebnisse.
Die Intensitatszunahmen und die flache Intensitdtsabnahme (vgl. Abbildung 12,
Tz=37°C) konnten fur eine Freisetzung von FITC-Dextran unabhangig von der Tz

sprechen.

Auffallig war eine deutliche GroRRenvarianz der DPPC-TSL (vgl. Tabelle 14), was auf
eine Aggregatbildung hinweist. Eine Aggregatbildung ist fiir Liposomen aus DPPC in
der Literatur vorbeschrieben (Howard und Levin 2010). Dies kdnnte auch fur die
inhomogenen Ergebnisse bei der Erwarmung dieser Liposomen verantwortlich sein.
Durch die Aggregatbildung konnten die Liposomenmembranen innerhalb des
Aggregates verschmelzen und temperaturunabhangig grof3ere Strukturen bilden, was
zu einer Veranderung der Fluoreszenzintensitat fuhren wirde. Bei den
Konformitatsanderungen koénnte es zu einem FITC-Dextran-Verlust aus den
Liposomen kommen. Dies kdame zwar einer Freisetzung gleich, ware jedoch weder
zielgerichtet noch steuerbar und entsprache dadurch keiner gewiinschten,

temperaturabhangigen Freisetzung von FITC-Dextran, sondern einer Leckage.

Bei Erwdrmung konnten diese Veranderungen aufgrund des Zustandswechsels der
Lipide in den Membranen haufiger auftreten, was eine leichte Temperaturabhéangigkeit

zur Folge hatte. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht gesichert werden.
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Eine konklusive Analyse ist aufgrund der fehlenden Reproduzierbarkeit nicht mdglich.

Daher wurde auf weitere Experimente mit DPPC-TSL verzichtet.

6.1.3 DPPG2-TSL: FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

Das in Abbildung 9 dargestellte Fluoreszenzintensitatsverhalten der DPPG2-TSL in
HN-Puffer glich dem von purem FITC-Dextran in HN-Puffer bei Erwarmung. Bei
fehlendem Fluoreszenzintensitatsanstieg und in etwa gleichzeitigem Erreichen des
Intensitatsminiums bei Erwarmung von purem FITC-Dextran und mit FITC-Dextran
beladenen DPPG2-TSL in HN-Puffer, ist das Vorliegen einer FITC-Dextran-
Freisetzung unwahrscheinlich. Hatte eine relevante Freisetzung stattgefunden, hatte
sich das zumindest in einer Schulter der abfallenden Kurve geauf3ert. Dass die
Intensitat des gequenchten FITC-Dextrans nicht zufallig mit der Fluoreszenzintensitét
nach Freisetzung des verdinnten Farbstoffes identisch war, beweisen die
sprunghaften Intensitatsanstiege nach der mittels Pfeil markierten Tritonzugabe (vgl.
Abbildung 9).

Aufgrund der unter 6.1.1 beschriebenen Limitationen des Versuchsaufbaus konnte

eine minimale Freisetzung nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden.

6.1.4 LTSL: FITC-Dextran-Freisetzung in HN-Puffer

Bei der Erwarmung von mit FITC-Dextran beladenen LTSL tber die Tm hinaus liel3 sich
auf eine Intensitdtszunahme im Sinne einer temperaturabhéangigen FITC-Dextran-
Freisetzung in der flnften bis siebten Minute schlieBen (vgl. Abbildung 10). Hier kann
von einer FITC-Dextran-Freisetzung ausgegangen werden.

Dies wird von der Tatsache untermauert, dass die Zugabe von Triton bei den TSL mit
der Tz von 30°C eine grol3ere Zunahme auslost. Diese Intensitatsunterschiede waren
in den in Abbildung 10 aufgefiuihrten Kurvenverlaufen vergleichbar, weil bei gleichem
Volumen ann&ahernd identisch konstante Werte erreicht wurden.

Die Reproduzierbarkeit der Intensitdtszunahme um die Tm gewahrleistet, dass es sich

um eine temperaturabhangige Freisetzung und nicht um ein Artefakt handelt.

Nach der beschriebenen Intensitatszunahme blieb die Intensitat konstant bei erreichter
Tz. Die Tritonzugabe fiihrte bei einzelnen Versuchen zu keiner merklichen

Intensitatszunahme, also FITC-Dextran-Freisetzung. Dies konnte durch eine
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vollstandige Freisetzung erklart werden. Eine weitere Erklarung wére, dass in diesen
Einzelféllen die durch Triton ausgeldste Freisetzung so geringfugig ausfiel, dass die

Fluoreszenz des freigewordenen FITC-Dextran im ,Grundrauschen® untergeht.

6.1.5 FITC-Dextran - und CF - Freisetzung im Vergleich

Die unter den Abschnitten 5.6.4.1 bis 5.6.2 beschriebenen Ergebnisse konnten
bestatigen, dass DPPG2-TSL und LTSL, wenn auch in unterschiedlicher Auspragung,
CF temperaturabhéngig Uber die Zeit freisetzen.

Die CF-Fluoreszenzintensitatszunahme und damit die CF-Freisetzung fand nach
Erreichen der Phasenumwandlungstemperatur bis zur Tritonzugabe statt. Der
Hauptanteil trat in den ersten Minuten um das Erreichen der
Phasenumwandlungstemperatur ein (vgl. Abbildung 13, Abbildung 14).

Die langsamere CF-Freisetzung aus DPPG2-TSL gegeniber der aus LTSL deckte sich
mit den Ergebnissen aus den temperaturabhangigen Offnungskinetiken der beiden
Formulierungen (vgl. Abschnitt 5.6.4.1; Abbildung 7 und Abbildung 8).

Jedoch zeigten lediglich LTSL eine nennenswerte Freisetzung von FITC-Dextran im
Sinne einer temperaturabhangigen Fluoreszenzintensitatszunahme bei Erreichen der
Tm. DPPG2-TSL zeigten dies nicht. Im Gegensatz zur CF-Freisetzung fand bei mit
FITC-Dextran beladenen LTSL keine Intensitadtszunahme nach Erreichen der Tm Uber
die Zeit bis zur Tritonzugabe statt. Es scheint demnach keine sichtbare, andauernde
Freisetzung von FITC-Dextran stattzufinden (vgl. Abbildung 13).

Bei Erwarmung beider Formulierungen in HN-Puffer pH 7,4 oder 7,8 auf Tz < Tm liel3
sich weder eine Freisetzung von CF noch von FITC-Dextran verzeichnen (vgl.
Abbildung 7 bis 10).

6.1.6 Freisetzungsmechanismen

Die in dieser Arbeit generierten Ergebnisse (vgl. Kapitel 5.6) weisen auf differierende,
temperaturabhangige Freisetzungsverhalten und damit  unterschiedliche
Freisetzungsmechanismen der DPPG2-TSL und LTSL hin:

Der Vergleich des temperaturabhangigen Freisetzungsverhaltens aus DPPG2-TSL mit

LTSL ldsst den Schluss zu, dass es sich um unterschiedliche
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Freisetzungsmechanismen handeln muss. Schon die CF-Freisetzung unterscheidet
sich in ihrem Verlauf und Ausmald im beobachteten Zeitraum (vgl. Abbildung 7,
Abbildung 8, Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 13 und Abbildung 14). LTSL setzen
im betrachteten Zeitraum einen grof3eren Anteil der eingeschlossenen CF-Menge frei,
wobei aus beiden TSL-Formulierungen eine relevante CF-Freisetzung stattfindet.

Der entscheidende Unterschied zeigt sich in der FITC-Dextran-Freisetzung:
In HN-Puffer pH 7,4-7,8 konnte bei LTSL eine temperaturabhdngige Freisetzung

verzeichnet werden, wahrend aus DPPG2-TSL keine messbare Freisetzung erfolgte.

6.1.6.1 DPPG2-TSL: Freisetzungsmechanismus

Zusammenfassend zeigten DPPG2-TSL demnach eine temperaturgetriggerte
Freisetzung kleiner Molekiile wie CF. Fur das grof3ere Molekul FITC-Dextran bildeten
sie jedoch eine Barriere. Eine mégliche Erklarung dieses Freisetzungsmechanismus
waren ,grain boundaries®, die bei einer Koexistenz von Lipiden in der
flussig-ungeordneten und in der soliden Phase in der Liposomenmembran auftreten
(van Meer et al. 2008). Die Phospholipide sind an diesen Stellen nicht ausreichend
eng gepackt, sodass kleinste Licken in der Membran entstehen (Mouritsen, O. G. et
al. 1995; Marsh et al. 1976; Corvera et al. 1992; Mouritsen und Zuckermann 1987).
Uber diese konnen kleinste hydrophile Molekiile wie CF aus den TSL in die Umgebung
Ubertreten (Papahadjopoulos et al. 1973), gro3e Molekiile wie FITC-Dextran kdnnen
hierliber nicht freigesetzt werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sprechen daher gegen eine Porenbildung der
DPPG2-TSL in HN-Puffer.

6.1.6.2 LTSL: Freisetzungsmechanismus

Eine Erklarung des Freisetzungsmechanismus aus LTSL wére eine Porenbildung
wahrend der Tm (Landon et al. 2011; Ickenstein et al. 2003; Mills und Needham 2005).
Die Moglichkeit der Entstehung von Poren bei LTSL liegt in der Lipidzusammensetzung
begrindet: P-Lyso-PC ist ein Lysolipid und Mizellenbildner. Die Zugabe eines
Detergenz fuhrt zu Porenbildungen in Doppelmembranen wahrend der
flussig-kristallinen Phase (Bangham und Lea 1978). Es wurde postuliert, dass

Lysolipide durch ihre Struktur (Israelachvili 1992) und ihre Kopfgruppen zu einer
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Porenbildung an ,grain boundaries® fuhren (Mills und Needham 2005; Landon et al.
2011). Das pegylierte Lipid DSPE-PEG:2000 scheint die Bildung solcher Nanoporen zu
verstarken und zu stabilisieren, selbst bildet es keine aus (Landon et al. 2011).

Uber derartige temperaturgetriggerten Poren kénnte neben CF auch das mehr als
10fach groRRere FITC-Dextran freigesetzt werden.

Eine anderweitig geartete rein konzentrationsabhangige Diffusion Gber die
TSL-Membran ist unwahrscheinlich, da sie unter der Tm nicht auftritt, FITC-Dextran

hydrophil und ein grof3es Molekiil ist.

Eine Porenbildung erklart ebenfalls die schnellere CF-Freisetzung aus LTSL als bei
DPPG2-TSL: Die Wahrscheinlichkeit, dass CF durch grof3ere Poren aus den Vesikeln

austritt, ist deutlich groRRer als Uber kleine ,grain boundaries®.

Im Gegensatz zu der Offnungskinetik der CF-Freisetzung konnte keine andauernde
FITC-Dextran-Freisetzung aus LTSL gezeigt werden.

Die zeitlich begrenzte FITC-Dextran-Freisetzung erscheint zunachst widersprichlich.

Bei der Grol3enmessung von FITC-Dextran wurde eine Aggregatbildung in HN-Puffer
pH 7,8 gezeigt (vgl. Tabelle 13). Die groRen Aggregate wirden eine vollstandige
Freisetzung des eingeschlossenen FITC-Dextran Uber Poren verhindern. Nach
Freisetzen des verfugbaren, nicht-aggregierten FITC-Dextran koénnte das ubrige
aggregierte FITC-Dextran durch seine Grof3e am Durchtritt durch die Poren gehindert
werden.

Die Fluoreszenzzunahme nach Tritonzugabe kann mit dieser Hypothese dadurch
erklart werden, dass durch die Zerstérung der TSL durch Triton das aggregierte

FITC-Dextran freigesetzt wirde.

Eine weitere Erklarung fur die partielle Freisetzung ware, dass die Porenbildung
reversibel ist und damit das eingeschlossene FITC-Dextran nicht vollstandig
freigesetzt wird. So kdnnte die hohe laterale Diffusion der Phospholipide oberhalb der
Tm eine dauerhafte Porenbildung verhindern.

Einschrankend ist festzuhalten, dass eine minimale Freisetzung Uber die Zeit aber

durch die verwendete Methode nicht detektiert werden konnte (vgl. Abschnitt 6.1.1).
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Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit stichhaltige Belege dafir gefunden
werden, dass LTSL Poren ausbilden. DPPG2-TSL dagegen hydrophile,
eingeschlossene Substanzen am ehesten (ber kleine Offnungen, z.B. (ber

»grain boundaries®, freisetzen.

6.1.7 ,Fruher Peak*

Bei einigen Offnungskinetiken zeigte sich wahrend der ersten zwei Minuten eine kurze,
temperaturunabhéngige Intensitdtszunahme unabhangig von der TSL-Formulierung
oder des verwendeten Puffers (vgl. Abbildung 10, Abbildung 11, Abbildung 12 und
Abbildung 17).

Die Intensitdtszunahme dieser Peaks fallt starker aus als die durch Triton ausgel6ste,
sogar bei einer Tz von 30°C.

Entweder handelt es sich bei diesem Peak um eine tatsachliche Freisetzung oder aber
um eine vorUbergehende Fluoreszenzintensitatszunahme  aufgrund  von
Strukturédnderung der Liposomen und/oder des Fluoreszenzfarbstoffes. Gegen eine
Freisetzung sprechen die fehlende Temperaturabhangigkeit, das Ausmald der
Zunahme und die unveranderte Phospholipid-Zusammensetzung der TSL, die mittels
DC uberpruft wurde. Dies schliel3t eine Veranderung der Lipidzusammensetzung mit

konsekutiver Freisetzung als Ursache aus.

Eine Veranderung der Lagerung von in flussiger Dispersion (2-8°C) zu gefrorener
Dispersion (-20°C) konnte das Auftreten des Phanomens nicht verhindern (vgl.
Abbildung 11).

Die vorubergehende Sichtbarkeit des Peaks koénnte in der Temperaturabhangigkeit
des Fluoreszenzfarbstoffes begriindet sein. Da der Peak so grol3 ist, dass das
erreichte konstante Niveau trotz eines temperaturabh&ngigen Intensitatsabfalls héher
sein musste, als bei Verlaufen ohne Peak. Bei ansonsten einheitlichem
Fluoreszenzintensitatsniveau der TSL derselben Charge mit und ohne Peak, ist es
unwahrscheinlich, dass dieser Peak eine Freisetzung darstellt (exemplarisch siehe
Abbildung 11). Auch dass der ,frihe Peak® ebenfalls bei 30°C auftritt, eine Freisetzung
von selbst kleineren Molekllen aus den TSL ohne diesen Peak jedoch bei niedrigen

Versuchstemperaturen nicht stattfindet (vgl. CF-Freisetzung unter Abschnitt 5.6.4.1),
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lasst den Schluss zu, dass ein anderes Phanomen fir diesen Peak verantwortlich sein

muss.

Eine mdogliche Erklarung ware, dass sich der FITC-Anteil des FITC-Dextran
zwischenzeitlich in die Doppelmembran schiebt. Bei einem pH von 6,5-8,5 liegt FITC
als neutrales Molekdl vor, bei dem Hinweise auf eine Membranpermeabilitat existieren
(Cole et al. 1990). Die Zuckerkette hingegen bliebe im Vesikelinneren eingeschlossen,
sodass kein Ubertritt des FITC-Dextran in die extraliposomale Losung auftreten kann.
Durch die Einlagerung des FITC-Anteils in die Membran konnte eine
Fluoreszenzintensitatszunahme durch eine Minderung der Fluoreszenzquenchung
ausgelost werden. Warum dieser ,frihe Peak" in etwa zu derselben Zeit auftritt, konnte
wie folgt erklart werden: solange sich die Liposomenmembran in der soliden Phase
befindet, kann sich der FITC-Anteil zwischen die Lipide schieben. Wenn bei
Erwarmung die laterale Diffusionsgeschwindigkeit zunimmt, wird das FITC durch die

Dextrankette in der Beweglichkeit gehindert und in das Vesikelinnere zuriickgedrangt.

Des Weiteren scheint der Peak nicht wie zunachst angenommen vom Alter der TSL,
sondern von der Konzentration des eingeschlossenen FITC-Dextrans abzuhangen. So
wurde bei TSL, die mit weniger als 50mg/ml FITC-Dextran beladen waren, zu keinem
Zeitpunkt ein solcher Peak nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Daher scheint der
Peak nur bei enger Packung des intravesikalen FITC-Dextrans aufzutreten, was 0.g.

Hypothese sttzt.

6.2 Freisetzung von FITC-Dextran aus TSL in differierenden

Pufferlésungen

In Folgendem werden die Einflisse durch die unterschiedlichen Zusatze (vgl.
Kapitel 5.7) auf das Freisetzungsverhalten von LTSL und DPPG2-TSL betrachtet.

6.2.1 FITC-Dextran Freisetzung in HSA

Bei Erwarmung der TSL in HSA-Verdinnungen wichen die Fluoreszenzintensitats-
Verlaufskurven von reinem FITC-Dextran in HSA-Verdiinnungen ab. Unabhangig der
HSA-Konzentration zeigte sich bei Erwdrmung der TSL-Proben eine

Fluoreszenzintensitdtszunahme in den ersten zehn Minuten und ein Abfall nach
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Tritonzugabe. Diese Ergebnisse lassen auf den ersten Blick auf eine vollstandige
FITC-Dextran-Freisetzung aus beiden TSL-Formulierungen bei einer eingestellten
Temperatur von 37°C und 45°C in Anwesenheit von HSA unabhangig dessen
Konzentration schliel3en (vgl. Abbildung 15 und Abbildung 16).

Nicht schlissig ist allerdings der vermutete Beginn der Freisetzung: sowohl bei einer
Tz von 37°C als auch 45°C nahm die Fluoreszenzintensitat ab der ersten Minute zu.
In der ersten Minute liegt die in den Kuvetten erreichte Temperatur < 37°C. Dennoch
gibt es eine gewisse Temperaturabhangigkeit. Bei Temperaturen bis 30°C zeigten sich
keine Abweichungen der Kurvenverlaufe FITC-Dextran beladener TSL gegenuber
freiem FITC-Dextran in den gewdhlten HSA-Verdinnungen. Falls die
Fluoreszenzintensitatszunahme durch eine Freisetzung bedingt ist, dann wiese dies
auf eine Porenbildung in Anwesenheit von HSA auch bei DPPG2 hin und wirde bei
einer Temperatur weit unter der Phasenumwandlungstemperatur auftreten (zwischen
34-37°C). Falls dies zutreffen wirde, wirden die getesteten TSL beim Einsatz im

Menschen schon bei einer physiologischen Temperatur ihren Inhalt freisetzen.

Dies widerspricht dem beschriebenen Freisetzungsverhalten fir CF aus vergangenen
Versuchen flr beide Formulierungen in Anwesenheit von HSA. Hierbei schien HSA bei
einer Temperatur von 37°C einen stabilisierenden Effekt auf die TSL zu haben.
Allerdings zeigte sich in diesen Versuchen fiur Temperaturen um die
Phasenumwandlungstemperatur dann eine erhfhte CF-Freisetzung. (Hossann et al.
2012)

Es stellt sich bei Betrachtung der in dieser Arbeit erarbeiteten Ergebnisse die Frage,
ob der Versuchsaufbau, im Falle der HSA-Verdinnungen, in der Lage ist die
Fragestellung aussagekraftig zu beantworten.

Aufféllig ist, dass sich bei der Erwarmung reinen FITC-Dextran in HSA-Verdlinnungen
nicht der typische temperaturabhangige Kurvenverlauf prasentiert (vgl. Abbildung 6).
Dieser zeigt sich sonst unabhangig des verwendeten Puffers. HSA scheint demnach
einen unbekannten Effekt auf die Intensitat des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffes
und dessen Temperaturabhéangigkeit zu haben. Daher kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dass die angenommene Interaktion zwischen HSA und

FITC-Dextran einen Einfluss auf das detektierte Verhalten der TSL hat.
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Bekanntermafl3en kann Albumin ab 37°C die ,grain boundaries® stabilisieren und so fur
eine raschere Freisetzung sorgen (Hossann et al. 2012; Hosokawa et al. 2003). Wenn
HSA hierfir in Membranliicken eindringt und so die ,grain boundaries® erweitert, wirde
so Raum fur den FITC-Anteil des FITC-Dextrans in der Membran entstehen - &hnlich
wie fur den .frihen Peak® beschrieben (vgl. Kapitel 6.1.7). Falls HSA auch bei
niedrigeren Temperaturen zum Teil derartig in die Membran eindringen wirde, konnte
bereits dann eine Intensitatszunahme ohne eine tatsachliche Freisetzung entstehen.
Dies waren keine stabilen Veranderungen. Aber sie kodnnten einen
temperaturabhéngigen Intensitatsabfall kaschieren, indem mit steigender Temperatur
zunehmend HSA in Membranlicken eindringt und dadurch immer mehr Platz fur FITC-
Anteile des FITC-Dextrans in der TSL-Membran schafft. Dies wirde erklaren, warum
keine Temperaturabhéngigkeit nachweisbar ist. Wenn im Verlauf die Erwarmung
fortschreitet, konnte sich ein Gleichgewicht einpendeln und so zu den stabilen
Fluoreszenzintensitatswerten fihren. Eine tatsédchliche Freisetzung lieRe sich weder

von diesen Artefakten unterscheiden noch unter diesen Bedingungen nachweisen.

Dass das deutlich gré3ere FITC-Dextran hingegen friiher von den TSL freigesetzt wird
als CF ist nicht plausibel. Deshalb weisen die Ergebnisse auf ein fehlerhaftes System
zumindest in Hinblick auf die HSA-Verdinnungen hin. Daher konnte mit diesem
Versuchsaufbau keine Aussage Uber den Einfluss von HSA auf eine mdgliche

Porenbildung getroffen werden.

6.2.2 FITC-Dextran in IgG

Wie in Abbildung 18 dargestellt zeigte sich bei der Erwarmung der LTSL auf 45°C in
der IgG-Verdiunnung von 0,5 g/100ml gegentiber der 2 g/100ml-Verdinnung ein friher
einsetzender Intensitdtsanstieg. Die Triton-Zugabe I6st eine vergleichbare
Intensitatszunahme (Al=52+3a.u.) ausgehend von demselben konstanten Wert
(616x2a.u.) aus. Es handelt sich damit um eine gleich stark ausgepragte Freisetzung

nach Tritonzugabe.

Der Anstieg scheint bei hoherer IgG-Konzentration nicht friiher aufzutreten. Es ergibt
sich also keine lineare Konzentrationsabhangigkeit. Es handelte sich daher am
ehesten um eine zufallige Varianz, da auch in HN-Puffer die Freisetzung nicht immer

genau zeitgleich auftrat. Dies liegt sowohl in der Varianz der Temperaturzunahme in
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den einzelnen Kuvetten als auch in der Anfalligkeit des Versuchsaufbaus fur

Mischungsproblemen und der damit abweichenden Warmeverteilung begriindet.

Zusammenfassend lasst sich keine sicherere Einflussnahme von IgG auf die
FITC-Dextran-Freisetzung aus LTSL feststellen. Diese Schlussfolgerung deckt sich mit
Ergebnissen aus friiheren Untersuchungen, die ebenfalls keinen Stabilitatsverlust in
Anwesenheit von IgG in Bezug auf eine CF-Freisetzung zeigen konnten (Hossann et
al. 2012), wobei LTSL weitestgehend neutral geladen sind (vgl. Tabelle 9) und IgG
eher mit anionischen TSL interagiert (Weissmann et al. 1974)

Der in Abbildung 17 dargestellten voribergehende Intensitatsanstieg zwischen der 5.
und 10. Minute von DPPG2-TSL in IgG-Verdinnungen koénnte eine minimale
FITC-Dextran-Freisetzung verbergen. Da diese Intensitditszunahme in der
GroRRenordnung von 1% der Gesamtfluoreszenz in weiteren Versuchen nicht
reproduziert werden konnte, handelt es sich hierbei am ehesten um eine zufallige

Schwankung im Rahmen der Systemlimitationen (vgl. Abschnitt 6.1.1).

Die Triton-Zugabe 16st in allen 1gG-Verdinnungen und in HN-Puffer einen &hnlichen
Intensitatsanstieg aus. Dies spricht ebenfalls gegen eine Freisetzung. Der Zusatz von
IgG scheint demnach keine Freisetzung des FITC-Dextran aus dieser Formulierung zu
bewirken. In friheren Versuchen konnte hingegen ein verstarkender Effekt von 1gG
auf die Freisetzung des deutlich kleineren CF aus DPPG2-TSL gezeigt werden
(Hossann et al. 2012).

Zusammenfassend lasst sich in dieser Arbeit durch die Zugabe von HSA oder IgG kein

veréndertes Freisetzungsverhalten der TSL-Formulierungen beweisen.

HSA scheint selbst einen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften von FITC-Dextran

zu haben, weshalb die Ergebnisse nicht interpretierbar sind.

Die Anwesenheit von IgG scheint die FITC-Dextran-Freisetzung aus DPPG2-TSL und
LTSL ebenfalls nicht signifikant zu beeinflussen. Dies spricht dafir, dass die durch
Hossann et al. 2012 beschriebenen Interaktionen von IgG mit DPPG2-TSL zu keinen
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so groRen Membrandefekten in DPPG2-TSL fiihren, dass FITC-Dextran freigesetzt

werden kann (vgl. Hossann et al. 2012).

6.2.3 FITC-Dextran Freisetzung in den Mizellenbildner HePC und P-Lyso-PC

Das Erhitzen von TSL in Mizellenbildner-HN-Puffer-Gemischen fihrte zu den
temperaturabhéngigen unter Abschnitten 5.7.3 und 5.7.4 beschriebenen
Veranderungen im Kurvenverlauf in Abhangigkeit der HePC- bzw. P-Lyso-PC-

Konzentration.

So schien die FITC-Dextran-Freisetzung aus LTSL in Anwesenheit der zugegeben
Mizellenbildner friiher einzusetzen und starker auszufallen. Es zeigte sich in Abbildung
21 im dargestellten Intensitatsverlauf in HePC 10mol% eine verstéarkte Freisetzung im
Vergleich zu HN-Puffer.

In den Verdlinnungen mit zugesetztem P-Lyso-PC fiel die FITC-Dextran-Freisetzung

am deutlichsten fur die hochste P-Lyso-PC-Konzentration aus (vgl. Abbildung 26).

Hieraus lasst sich schliel3en, dass die Zugabe von micellaren P-Lyso-PC bzw. HePC
konzentrationsabhangig eine Freisetzung durch vermehrte Porenbildung beglnstigt.
Maoglich ist dies, da ein Austausch zwischen micellaren Lysolipiden und den TSL
stattfinden kann (Sandstrom et al. 2005). Die Wahrscheinlichkeit eines Uberwechselns
der zugesetzten Lysolipide in die Liposomenmembran steigt mit hoherer zugefihrter

Lysolipidkonzentration.

In Anwesenheit von Lysolipiden zeigt sich bei der Erwarmung von DPPG2-TSL Uber
die Phasenumwandlungstemperatur hinaus ebenfalls eine Freisetzung (vgl. Abbildung
19; Abbildung 23). Dies spricht fir eine Porenbildung, verursacht durch die zugegeben
Lysolipide via Inkorporation in die TSL-Membran. Zudem ist es ein wichtiger und
indirekter Beweis, dass Mizellenbildner notwendig fir die Porenbildung und in diesem

Versuchsaufbau konsekutiv fur die FITC-Dextran-Freisetzung sind.

Des Weiteren widerspricht dies der Theorie, dass das Herauslésen von Lysolipiden

aus der Liposomenmembran die Ursache der schnellen Freisetzung ist.

Der Effekt der Tritonzugabe ist in den exemplarisch dargestellten Kinetiken in

Abbildung 19 in der 10 mol% HePC-Verdinnung am geringsten ausgepragt
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(Al=64a.u.), was fur eine groRRere Freisetzung als in den anderen Proben
(Al=77x5a.u.) sprechen koénnte. Dies waére durch o.g. Hypothese des Einbaus der
Lysolipide schlissig zu erklaren. Aufgrund der eingeschréankten quantitativen

Beurteilbarkeit ist eine definitive Aussage nicht moglich.

In Abbildung 24 ist exemplarisch die Erwarmung von DPPG2-TSL in Gegenwart von
exogen zugesetztem P-Lyso-PC dargestellt: die Endfluoreszenzintensitat zwischen
der TSL-Probe in 10 mol% P-Lyso-PC (Iend=492+2a.u.) und der in dem mitgelaufenen
HN-Puffer (Ilena=488zl1a.u.) war hierbei fast identisch, sodass sich die
Intensitatsveranderungen der beiden Proben vergleichen lassen. Die
Intensitatszunahme in HN-Puffer betrug hierbei Al=48a.u., die in der Probe in 10mol%
P-Lyso-PC insgesamt 49a.u. Wobei die temperaturabhangige Freisetzung in der

6. Minute Altemp=32a.u. ausmachte, d.h. ca. 65% betrug.

Die FITC-Dextran-Freisetzung fur beide Formulierungen ist umso stéarker, je hoher die
zugesetzte Lysolipidkonzentration ist. Insgesamt scheint der Effekt jedoch fur
P-Lyso-PC starker ausgepragt zu sein als fur HePC, was auf die unterschiedliche

Molekdlstruktur der Lysolipide zurtickzufiihren sein kénnte.

Zusammenfassend bestatigen die Ergebnisse die Theorie, dass Lysolipide der
Schlissel des Freisetzungsmechanismus fir LTSL sind, da DPPG2-TSL mit exogen
zugesetzten Lysolipiden zur Freisetzung von FITC-Dextran bei Temperaturen tber Tm

gebracht werden kdnnen.

6.3 Zellkulturexperimente

In den Zellkulturexperimenten sollte die Interaktion zwischen den TSL und BN175 und
das Schicksal der TSL in der Zellkultur untersucht werden. Hierfur wurden TSL
hergestellt, die mit einem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff (Rh-PE) und einem
hydrophilen Fluoreszenzfarbstoff (CF, FITC-Dextran) markiert wurden. Durch Farbung
einzelner Zellkompartimente durch DAPI und DiD konnten die TSL in Zellkultur verfolgt

werden.
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6.3.1 Anhaftung von TSL an BN175

Eine nachgewiesene fleckférmige Rh-PE-Fluoreszenz im Zellbereich (vgl. Abbildung
28 b+e, Kreise) weist auf eine Interaktion der TSL mit den Zellen der Reihe BN175 hin,
z.B. in Form einer Anhaftung oder sogar einer anschlieRenden Aufnahme. Der
Nachweis von Rh-PE im Zellbereich gelang fir beide TSL-Formulierungen. Die Rh-
PE-Fluoreszenzintensitat ist starker ausgepragt bei Zellen, die mit DPPG2-TSL/Rh-PE
inkubiert worden sind als mit LTSL/Rh-PE inkubierten BN175 (vgl. Abbildung 28 b+e).
Da dieselbe Verdinnung der TSL und Rh-PE-Konzentration gewahlt wurde, lasst sich
hieraus schlie3en, dass eine starkere Interaktion der DPPG2-TSL/Rh-PE mit BN175
vorliegt. Die Ursache der unterschiedlichen Interaktion kann die differierende
Liposomenformulierung sein und damit in den unterschiedlichen Lipiden begrindet
liegen.

So wurden PEG-ylierte TSL entwickelt, um die TSL vor einer Opsonierung und einer
Aufnahme durch das RES zu schitzen (Momekova et al. 2007; Woodle 1995; Woodle
et al. 1994). Die PEG-ylierung kdnnte ebenfalls eine Interaktion mit BN175 behindern,
sodass DSPE-PEG2o00 die geringere Rh-PE-Fluoreszenz und die fehlende
intrazellulare CF-Aufnahme bedingt.

Des Weiteren unterscheiden sich die Ladungen der beiden TSL-Formulierungen:
DPPG2-TSL und DPPG2-TSL/Rh-PE sind deutlich anionischer als LTSL und
LTSL/Rh-PE. Dies kann ebenso eine Erklarung fur das unterschiedliche
Interaktionsmalfd mit BN175 sein. Zwar konnte eine Interaktion prinzipiell durch den
Ubertritt von Rh-PE aus der Liposomenmembran in die Zellmembran nur vorgetauscht
werden, dies ist jedoch unwahrscheinlich, da Rh-PE nicht regelhaft zwischen zwei

Lipidmembranen wechselt (Chazotte 2011).

Eine CF-Fluoreszenz mit Konzentration auf den Zellbereich zeigte sich ausschlief3lich
fur die Zellen, die mit DPPG2-TSL/Rh-PE inkubiert worden sind. Eine derartig verteilte
Fluoreszenz des hydrophilen CF ohne gleichzeitige Ortskorrelation mit Rh-PE spricht

fur eine Anwesenheit von nicht-liposomalem CF im Zytosol.

Das konnte durch direkte Aufnahme reinen CF aufgrund eines ,drug leakage® aus TSL
in die Zellen entstanden sein. Betrachtet man die temperaturabhéngigen

Offnungsprofile der verwendeten TSL nach 60 Minuten bei 37°C, so finden sich
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prozentuale Freisetzungsraten von <5% fur DPPG2-TSL (Daten nicht gezeigt). Damit

ist ein ,drug leakage“ keine schlussige Erklarung.

Eine Interaktion zwischen TSL und Zellen kénnte ebenfalls zu einer Aufnahme von CF
in die Zellen fuhren. Da die Interaktion bei DPPG2-TSL/Rh-PE deutlich starker
ausgepragt ist, ware dies eine Erklarung fur die detektierbare CF-Fluoreszenzintensitét
bei Inkubation der Zellen mit DPPG2-TSL/Rh-PE.

Durch die geringe Ortsauflosung des verwendeten Mikroskops kann lediglich eine
Interaktion zwischen BN175 und den TSL festgehalten werden. Eine Unterscheidung

zwischen einer Anhaftung und einer Endozytose, lasst sich nicht beweisen.

Eine Endozytose mit konsekutiver Freisetzung des CF ware eine mdgliche Erklarung

fur die beschriebene Fluoreszenzverteilung bei Inkubation mit DPPG2/Rh-PE-TSL.

Die unter Abschnitt 5.8.1 erlauterte im Verlauf abblassende Fluoreszenzintensitét von
CF und Rh-PE lasst sich zum Teil durch Bleachingeffekte erklaren, aber auch durch
den Abbau der Fluoreszenzfarbstoffe durch die Zellen. Es zeigte sich, dass BN175
auch nach Versuchsende wuchsen. Beides spricht fur die Vitalitat der beobachteten

Zellen und gegen eine erhebliche akute Zytotoxizitat der verwendeten TSL.

6.3.2 Endozytose der TSL

Da nur eine geringe Interaktion der LTSL/Rh-PE im Sinne einer Anhaftung beobachtet
wurde, bei DPPG2-TSL/Rh-PE jedoch a.e. eine Endozytose, wurden in Folgendem nur
DPPG2-TSL/Rh-PE néher untersucht.

Die unter Abschnitt 5.8.2 beschriebenen Ergebnisse konnten eine Interaktion der
DPPG2-TSL/Rh-PE bestatigen. Eine Anhaftung intakter TSL an die Zellmembran
konnte nicht bewiesen werden, da bei der dokumentierten membranstandigen Rh-PE-
Fluoreszenz keine FITC-Dextran-Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte (vgl.
gruner Kreis in Abbildung 29 a-d). Dadurch, dass es unwahrscheinlich ist, dass Rh-PE
aus den TSL in die Zellmembran wechselt, ist die wahrscheinlichste Erklarung hierfir,
dass das vorhandene FITC-Dextran an dieser Stelle so gering konzentriert ist, dass es

nicht nachweisbar ist.
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Analog zu CF zeigt sich fir FITC-Dextran eine erhohte intrazellulare
Fluoreszenzintensitat im Vergleich zur Hintergrundfluoreszenz (vgl. Abbildung 29).
Wie bereits fur CF beschrieben, kdnnte dies entweder durch eine FITC-Dextran
Aufnahme bei ,drug leakage” der TSL oder durch Uberschussiges FITC-Dextran in der
TSL-LOsung oder durch Endozytose der DPPG2-TSL mit konsekutiver Freisetzung

bedingt sein.

Gegen ungewollte Freisetzung spricht, dass fur DPPG2-TSL bei Erwarmung auf 37°C
keine FITC-Dextran-Freisetzung gezeigt wurde. Auch fur das deutlich kleinere CF
konnte bei Erwarmung auf 37°C keine Freisetzung gezeigt werden. (vgl. Abbildung 9,
Abbildung 7)

Eine nachweisbare FITC-Dextran-Aufnahme durch die Tumorzellen bei
Uberschuissigen FITC-Dextran im Medium konnte widerlegt werden: Bei Zugabe von
reinem FITC-Dextran in einer Verdinnung von 5mg/ml zu BN175 und anschlie3ender
Inkubation, zeigte sich beim Mikroskopieren kein intrazellulares FITC-Dextran (Daten

nicht gezeigt).

Auf die Farbung der Zellmembran durch DiD wurde letztendlich verzichtet, da DIiD
alleine eingesetzt die Zellmembran flachig anfarbte, aber bei gleichzeitigem Einsatz
von Rh-PE nur teilweise die Zellmembran und zum Teil Konglomerate aus Rh-PE und
FITC-Dextran anfarbte (vgl. Abbildung 30; gelber, langer Pfeil). DiD kénnte daher eine

hohere Affinitat zu den Liposomenmembranen als zu den Zellmembranen haben.

Es zeigte sich auch intrazellular DID gemeinsam mit Rh-PE (vgl. Abbildung 30;
doppelter, blauer Kreis). Das intrazellulare Auftreten von DID, kénnte flr eine nicht
intakte Zellmembran, flr eine Aufnahme angehafteter TSL nach Durchfiihrung der

Zellmembranfarbung oder als ungewtiinschte Anregung sprechen.

Falls DiD tatsachlich intrazellular aufgrund von Membrandefekten und dadurch
bedingter Zellschadigung auftritt, konnte das intrazellulare Rh-PE und FITC-Dextran

ein reines Artefakt sein.

Die Zellen wuchsen bei Verwendung dieser Substanzen nach Versuchsende nicht
weiter, was flr eine Zytotoxizitat spricht. Da wie zuvor beschrieben die TSL an sich
nicht zytotoxisch waren (vgl. Abschnitt 6.3.1), muss die Zytotoxizitat durch DID (Kang

et al. 2014), DMSO oder DAPI entstehen. Diese drei Substanzen besitzen
88



bekanntermallen zytotoxische Eigenschaften (Kang et al. 2014): DAPI farbt
Doppelstrang-DNA an und durchdringt, um in den Zellkern gelangen zu kénnen, die
Zellmembran (Kapuscinski 1995; Tanious et al. 1992). DMSO kann zytotoxisch wirken,
in der verwendeten Konzentration (<0,2%) sollte es jedoch zu keiner relevanten
Zytotoxizitat flhren (Qi et al. 2008; Da Violante et al. 2002). Es kann aber als zuséatzlich

schadigender Einfluss nicht ausgeschlossen werden.

In einem Experiment, in dem ausschlie3lich mit FITC-Dextran beladenen DPPG:-
TSL/Rh-PE verwendet wurden, lie3 sich weiterhin Rh-PE und FITC-Dextran
intrazellular nachweisen. Damit konnte das Vortauschen einer Endozytose der TSL
durch die Substanzen DAPI, DID und DMSO widerlegt werden. Hierbei konnte das
intrazellulare Kompartiment durch einen Zellkernanschnitt und die im Durchlicht
betrachtete Zellgrenze vom Extrazellularraum abgegrenzt werden. Die so behandelten
Zellen wuchsen nach Versuchsende weiter, sodass eine relevante

Membranschadigung ausgeschlossen werden kann.

Zusammenfassend ist daher DiD in diesem Versuchsaufbau aufgrund einer

Koanregung durch den Rh-PE-Filter nicht zum Anfarben der Zellmembran geeignet.

Das gleichzeitige Auftreten von Rh-PE und FITC-Dextran bzw. CF im Inneren der Zelle
in Zusammenschau mit den erdrterten Resultaten aller Ergebnisse sprechen dafur,
dass intakte TSL via Endozytose in die Zellen aufgenommen und konsekutiv zerstort

werden, was in einer intrazellularen Freisetzung von FITC-Dextran resultiert.

Einschrankend ist festzuhalten, dass Rh-PE selbst als Ligand fungieren kénnte und
damit das Zusetzen von Rh-PE zu der TSL-Membran das Aufnahmeverhalten der TSL
beeinflussen kénnte. So wurde das Fluorophor Rhodamin als Trigger einer Clathrin-
vermittelten Endozytose in Verbindung gebracht (Huth et al. 2006). In einer Arbeit von
Torchilin et al. (2001) fand jedoch bei Liposomen, die mit Rh-PE markiert waren, nicht
zwangslaufig eine Endozytose statt. Dass Rh-PE nicht als alleiniger Ligand einer
Endozytose fungierte, wird durch den unter Abschnitt 5.8.1 beschriebenen Versuch
erhartet. LTSL/Rh-PE zeigten eine geringere Interaktion mit BN175 fest. Das alleinige
Zusetzen von Rh-PE scheint demnach nicht der entscheidende Faktor fir eine
intrazellulare Aufnahme zu sein. Die LTSL/Rh-PE kdnnten insbesondere durch das

DSPE-PEG2000 vor einer zellularen Aufnahme geschitzt sein.

89



Ob die postulierte Endozytose spezifisch oder unspezifisch erfolgt, lasst sich durch
diesen Versuch nicht ermitteln. Hierzu koénnte man weiterfihrend z.B. die
Clathrin-vermittelte Endozytose durch Epsl5-Mutante GFP-EA95/29 blockieren
(Benmerah et al.,, 1999), um Hinweise auf eine Clathrin-vermittelte Endozytose
Uberprufen.
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7 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Freisetzungsmechanismus von DPPG2-TSL im Vergleich

zu LTSL sowie Interaktionen mit potentiellen Zielzellen néher zu untersuchen.

Erstmalig wurde hierfir hochmolekulares FITC-Dextran in DPPG2-TSL
eingeschlossen und mithilfe der in vitro Offnungskinetik eine qualitative Analyse der
FITC-Dextran-Freisetzung aus TSL in HN-Puffer angewandt.

Bei DPPG2-TSL handelt es sich um TSL mit langer Zirkulationsdauer, die ihre
Wirkstoffe ultraschnell bei Erwarmung tber die Tm=42°C freisetzen (Kneidl et al. 2014).
Der genaue Freisetzungsmechanismus aus DPPG2-TSL ist nicht bekannt und daher
vor ihrem medizinischen Einsatz im Menschen von bedeutendem Interesse. Bei den
als Vergleich verwendeten LTSL wird die ultraschnelle Freisetzung hingegen tber eine
Porenbildung von P-Lyso-PC und Stabilisierung von DSPE-PEG2o00 erklart (Landon et
al. 2011; Mills und Needham 2005).

Mit den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten in-vitro Offnungskinetik konnte - trotz
der beschriebenen Limitationen - gezeigt werden, dass DPPG2-TSL kleine Molekile
wie CF, jedoch nicht hochmolekulare Substanzen wie FITC-Dextran im Bereich der Tm
freisetzen. Damit konnte eine Freisetzung via Porenbildung widerlegt werden, eine
Freisetzung Uber ,grain boundaries“ ist damit wahrscheinlich. Die Zufihrung von
exogenen Lysolipiden (P-Lyso-PC) bzw. Alkylphosphocholine (HePC, Miltefosin)
induzierte dagegen eine temperaturabhéngige Freisetzung. Somit konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass Mizellenbildner die Schlisselfunktion in der
Substratfreisetzung einnehmen und Ergebnisse bestétigen, in denen der Einbau von

HePC in TSL zu einer erhéhten Freisetzungsrate fuhrte (Lindner et al. 2008).

Des Weiteren konnte die Ausgangshypothese, dass LTSL hydrophile Substanze via
Porenbildung freisetzen, indirekt belegt werden.

Ein Einfluss von Serumproteinen auf das Freisetzungsverhalten hochmolekularer
Molekile konnte dagegen in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden, HSA und IgG
induzierten also selbst keine Porenbildung. Die von Hossann et al. 2012 beschriebene

erhohte Freisetzung scheint daher eher auf eine Stabilisierung der ,grain boundaries®
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durch HSA bzw. IgG zu beruhen. Einschrankend ist festzuhalten, dass HSA scheinbar
selbst einen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften von FITC-Dextran hat,

weshalb die Ergebnisse nicht abschlieRend interpretierbar sind.

Die ermittelten Ergebnisse liefern wichtige Informationen zum klinischen Einsatz der
DPPG2-TSL und machen weitere Untersuchungen mit HePC interessant: Kleine,
hydrophile Molekile wie Doxorubicin lassen sich freisetzen. Méchte man dagegen
grol3ere, hydrophile Molekile aus TSL freisetzen, kénnte eine Integration von HePC
in die Membran der TSL eine Freisetzung ermoglichen. HePC hatte gegentber
P-Lyso-PC den Vorteil, dass es eine hohere Stabilitat besitzt, selbst eine zytotoxische
Wirkung besitzt und zur Behandlung bei Hautmetastasen von Brustkrebs zugelassen
ist. Dies kann den klinischen Einsatz von DPPG2-TSL in Kombination mit HePC fur
interessant machen. Hierzu mussten jedoch weiterfihrende Untersuchungen

durchgeftihrt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte eine Interaktion von TSL sowohl der Formulierung
LTSL/Rh-PE als auch DPPG2-TSL/Rh-PE mit Weichteilsarkomzellen der Ratte
(Zellreine BN175) gezeigt werden. Es konnten zudem Hinweise fur eine Endozytose
von DPPG2-TSL/Rh-PE in die Weichteilsarkomzellen gesammelt werden. Um
mdogliche Endozytosewege zu differenzieren, kénnten noch weitere Untersuchungen

durchgefiihrt werden.
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8 Anhang

8.1 Abkirzungsverzeichnis

Abkurzung

Bedeutung

CF

DAPI

DC

DiD

DMSO

DPPC

DPPC-TSL

DPPG2

DPPG2-TSL

DPPG,-TSL/Rh-PE

DSPC

DSPE-PEG2000

Em

EPR-Effekt

Ex

FCS

Carboxyfluorescein

4'6 - Diamidin-2-phenylindol
Dinnschichtchromatographie
1,1-Dioctadecyl-3,3,3,3 -tetramethylindodicarbocyanine
Dimethylsulfoxid
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
TSL aus DPPC
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerin
TSL der Formulierung DPPC/DSPC/DPPG;
DPPG;-TSL beladen mit Rh-PE

1,2- Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

1,2-Dipalmitoyl-sn-gcero-3-phosphoethanolamin-N-[methoxy-

amino(polyethylen-glycol)-2000]
Emission

Permeabilitdts- und Retentions-Effekt
Exzitation

Fetales Kalberserum, ,fetal calf serum*
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FITC-Dextran Fluorescein isothiocyanat-Dextran

HePC Hexadecylphosphocholin, Miltefosin

HSA humanes Serumalbumin

IgG Immunglobulin G

Lo flissig-geordnete Gelphase

LTSL TSL der Formulierung DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000
LTSL/Rh-PE LTSL beladen mit Rh-PE

Lo flussig-kristalline Phase, flissig-ungeordneten Phase

Lg solide Phase

NaCl Natriumchlorid

PBS Phosphat-gepufferter Salzlésung, ,,phosphate buffered saline”
PDI Polydispersionsindex

PEG Polyethylenglycol

P-Lyso-PC 1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

RES Retikuloendothelialen System

Rh-PE 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N(lissamine

rhodamine B sulfonyl)

RHT regionale Hyperthermie

RT Raumtemperatur

Tm Phasenumwandlungstemperatur
Triton Triton X-100
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TSL Thermosensitive Liposomen

Tz Zieltemperatur
VR Verdiinnungsreihe
A Wellenlange
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