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Kapitel 1

Einleitung

Im Jahr 2016 (das zuletzt ausgewertete Jahr des statistischen Bundesamtes) starben
in Deutschland insgesamt 238.396 Menschen an Krebs (1). Damit ist dieses stark un-
einheitliche Krankheitsbild nicht nur immer noch, sondern wird auch in Zukunft ne-
ben den Herzkreislauferkrankungen die wichtigste Todesursache bleiben. Steigende
Lebenserwartung und bessere diagnostische Möglichkeiten lassen die Inzidenzraten
weiterhin ansteigen.

Krankheiten des Herzkreis-
laufsystems 37,2 %

Bösartige Neubildungen 
(Krebs) 25,3 %

Krankheiten des Atmungssys-
tems 7,1 %

Krankheiten des Ver-
dauungssystems 4,4 %

Verletzungen und Vergiftungen 
4,2 %

Sonstiges 21,7 %

ABBILDUNG 1.1: Todesursachen in Deutschland 2016 in Prozent
(Quelle: Statistisches Bundesamt)

Durch die Vielfältigkeit der Krankheitsbilder ist ein einheitliches Therapiekonzept
nahezu unmöglich. Jedoch ist einer der wichtigsten Pfeiler der Therapie von al-
len Krebsarten, seien es solide Tumoren oder hämatologische Neoplasien, die Phar-
makotherapie mit klassichen Zytostatika. Diese sind trotz zahlreicher vielverspre-
chender neuer therapeutischer Ansätze im Bereich von Antikörperforschung, Im-
munologie und Gentherapie, dank ihrer Effektivität trotzdem noch die relevantes-
ten Pharmakotherapeutika im klinischen Alltag. Allerdings sind Zytostatika durch
ihre teils starken und zahlreichen Nebenwirkungen bei Patienten sehr gefürchtete
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Medikamente. Nicht nur unangenehme und stigmatisierende Nebenwirkungen wie
Schleimhautentzündungen, Haarausfall oder Nervenschädigungen, sondern auch
lebensbedrohliche Komplikationen, wie die vermehrte Infektanfälligkeit durch ei-
gentlich harmlose Keime, bis hin zur Gefahr einer Sepsis, befinden sich im Spektrum
der unerwünschten Wirkungen von systemischen Chemotherapeutika. Um derar-
tige Nebenwirkungen zu verringern, gibt es schon zahlreiche Ansätze, die meist
rechts spezifisch die Nebenwirkungen einzeln behandeln. Beispiele wären neuar-
tige Antiemetika bei chemotherapiebedingter Übelkeit, oder Mesna bei hämorrha-
gischer Zystitis nach Cyclophosphamid-Gabe. Ein ganz anderer, primärprophylak-
tischer Ansatz, um Nebenwirkungen zu verringern, wäre eine gezieltere Anwen-
dung der Zytostatika nur an den Krebszellen, und damit eine Schonung von ge-
sundem Gewebe. Deswegen wird derzeit intensive Forschung auf dem Gebiet der
Liposomen als Nanocarrier für Zytostatika betrieben, insbesondere auch von TSL,
die durch Gewebeerwärmung ihren Wirkstoff freisetzen.
Die Möglichkeit, den Wirkstoff direkt am beabsichtigen Wirkort freizusetzen und
damit, wie eben erwähnt, gesundes Gewebe zu schonen, verspricht deswegen nicht
nur eine zielgenauere Ansteuerung der Neoplasie, und deswegen bessere Wirkung,
sondern auch die Verringerung der systemischen Nebenwirkungen. Hiermit eröff-
net sich ein unerwarteter neuartiger Bereich in der Chemotherapie, der diesen wich-
tigen Medikamenten neue Anwendungen bei zahlreichen Krebserkrankungen ver-
schaffen könnte.
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Kapitel 2

Hintergrund

2.1 Aufbau von Liposomen

Liposomen sind seit Jahrzehnten erfolgreiche Systeme zur Arzneimittelabgabe. Seit
ihrer Entdeckung durch Alec D. Bangham in den 1960er Jahren am Babraham Insti-
tute, University of Cambridge (2), wurden sie wesentlich weiterentwickelt und gel-
ten heute als eines der erfolgreichsten und vielversprechendsten Mittel zum Trans-
port und zur Abgabe von Medikamenten. Liposomen, wie sie in dieser Arbeit vor-
kommen, sind 100 - 200 Nanometer große Vesikel, deren Membran aus einer Phos-
pholipiddoppelschicht besteht und eine wässrige Phase, den Kern, einschließt. Der
jeweils in den Kern, bzw. nach außen reichende Teil der Lipidschicht besteht aus den
hydrophilen Köpfen der Phospholipide, nach innen reichen die lipophilen Kohlen-
wasserstoffschwänze, die sich entropiebedingt, aneinanderlegen. Aufgrund der am-
phiphilen Eigenschaften von Phospholipiden, können sowohl hydrophile, als auch
hydrophobe Wirkstoffe erfolgreich eingeschlossen werden. Hydrophobe Wirkstof-
fe können dabei in die Lipiddoppelschicht integriert werden, hydrophile Wirkstoffe
können entweder aktiv oder passiv in den Kern eingeschlossen werden (3).

ABBILDUNG 2.1: Aufbau eines Liposoms
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Abbildung 2.1 zeigt die schematische Darstellung eines Liposoms mit enkapsulier-
tem hydrophilen Wirkstoff (orange) und in die Membran integriertem hydrophoben
Wirkstoff (lila). Das Liposom kann nun beispielsweise mit Zellmembranen fusio-
nieren und so seinen enkapsulierten Wirkstoff direkt in die Zelle abgeben (4). Auf-
grund dieser Eigenschaften eignen sich Liposomen als ideale Medikamentenabgabe-
Systeme. Im klinischen Alltag werden heutzutage bereits mehrere Formulierungen
eingesetzt (bspw. Caelyx R©, Doxil R©, Onyvide R©). Außerdem befinden sich zahlreiche
weitere Formulierungen mit meist zytotoxischen Wirkstoffen in klinischen Studien
(5), (6)

2.1.1 Lang zirkulierende Liposomenformulierungen

Durch den Unterschied von Tumorgewebe zu physiologischem Gewebe kann bei
klassischen Liposomen bzw. auch anderen Makromolekülen der EPR-Effekt (En-
hanced Permeability and Retention), genutzt werden (7). Der EPR-Effekt beschreibt
die bessere Durchlässigkeit (Permeability) von Blutgefäßen in Tumoren und die
bessere Anreicherung (Retention) von Makromolekülen im Tumorgewebe. Denn bei
den allermeisten malignen Tumoren ist das Gewebe im Gegensatz zum normalen
physiologischen Gewebe durch mehrere Unterscheidungsmerkmale geprägt. Durch
meist starke Angiogenese ist Tumorgewebe stärker von Blutgefäßen durchsetzt, de-
ren Endothelzellen durch stärkere Fenestrierung u.a. außerdem auch durchlässiger
sind als physiologisches Endothel. Typischerweise ist das Lymphabflusssystem im
Tumorgewebe auch nur mangelhaft ausgeprägt, weswegen Metabolite schlechter
abtransportiert werden und sich dadurch eher im Tumorgewebe anreichern (7).
Diese Aspekte sorgen dafür, dass schon die Anwendung von klassischen Liposo-
menformulierungen Vorteile gegenüber herkömmlichen Wirkstoffen verspricht.
Bedingt durch längere systemische Zirkulationszeit der liposomalen Wirkstoffe
kommt es zu einer vermehrten passiven Anreicherung im Tumorgewebe (8).

2.2 Hyperthermie

Bei der Hyperthermie, der künstlichen Erwärmung des menschlichen Körpers über
die physiologische Temperatur hinaus wird lokal oder global die Temperatur erhöht
(9). Dies wird vor allem in der onkologischen Behandlung von soliden Tumoren
angewendet, wie beispielsweise in Kombination mit systemischer Zytostatikaappli-
kation bei Weichteilsarkomen, wo im Langzeit-Follow-Up ein Überlebensvorteil
gegenüber dem klassischen Zytostatika-Regime gefunden wurde (10).
Über einen spezifischen Effekt auf Tumorgewebe in einer Temperaturspanne von
40◦ bis 43◦C wurde bei der Applikation von lokaler Hyperthermie berichtet, was
mit der Zytoarchitektur von Tumorgewebe und teilweise schlechter perfundierten
Arealen im Tumor zusammenhängt. Diese werden durch die erhöhte Temperatur
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irreversibel geschädigt und können sich mangels optimaler Gefäßversorgung we-
sentlich schlechter regenerieren als normales Gewebe (11). Darüber hinaus verstärkt
Hitze die Zytotoxizität von zahlreichen Zytostatika (12), (13). Als Gründe hierfür
werden beispielsweise eine vermehrte Alkylierung, verstärkte Gewebeaufnahme
und verminderte Reparatur von therapiebedingten DNA-Doppelstrangbrüchen
aufgeführt. Zusätzlich werden Hitzeschockproteine induziert, woraufhin es zu
einer komplexen zellulären und humoralen Immunantwort gegenüber dem Tumor-
gewebe kommt. (14)

Eine sehr elegante Weise liposomenenkapsulierte Medikamente an ihr Ziel zu brin-
gen ist nun, diese beiden Prinzipien zu kombinieren, und Liposomen zu entwickeln,
die bei einer bestimmten Temperatur ihren Wirkstoff freigeben. Yatvin et al. (15) be-
schrieb 1978 zum ersten mal Liposomen, die genau dies tun und eröffnete damit ein
neues Forschungsfeld in der Nanomedizin.

2.3 Thermosensitive Liposomenformulierungen

Was die medikamentöse Therapie von soliden Tumoren so schwierig macht, sind
zum einen die mitunter sehr starken systemischen Nebenwirkungen einiger Zyto-
statika, die bei vielen Chemotherapieregimen die Compliance von Patienten stark
beanspruchen. Zum anderen ist es die nur mäßige Bioverfügbarkeit der meist intra-
venös applizierten Chemotherapeutika im Zielgewebe. Deswegen ist das Konzept
von TSL, das theoretisch diese beiden Probleme gleichzeitig löst, vielversprechend.
Seit der Entwicklung der ersten TSL-Formulierung von Yatvin et al. (15), kam es zu
mehreren Weiterentwicklungen. Needham et al. (16), sowie Landon et al. (17) ent-
wickelten eine neue TSL-Formulierung, die derzeit in klinischen Studien untersucht
wird: ThermoDox R©. Die Doxorubicin beinhaltenden Liposomen, deren Membran
aus DPPC, S-Lyso-PC und DSPE-PEG2000 besteht (90/10/4 mol/mol), wurden so
entwickelt, dass sie ihren Wirkstoff bei mäßiger Hyperthermie (40◦- 42◦C) rapide
abgeben und bei Körpertemperatur (∼ 37◦C) stabil sind. Bei diesen leicht erhöhten
Temperaturen erreichen TSL, in dem Fall LTSL (Low Temperature Sensitive Liposo-
mes) ihre Phasenübergangstemperatur (TM ). Dies ist die Temperatur, bei der die Li-
piddoppelschicht des Liposoms ihre hoch-geordnete Struktur verliert, und dadurch
für enkapsulierte Medikamente durchlässiger wird. Bei Körpertemperatur ( ∼ 37◦C)
befindet sich die Phospholipiddoppelschicht in einer festen Gelphase, während sie
beim Erhöhen der Temperatur über (TM ) in eine flüssige kristalline Phase wechselt.
Bei TM ist die Permeabilität am höchsten, da die zwei soeben beschriebenen Phasen
koexistieren (18).
Die ThermoDox R©-Formulierung beinhaltet unter anderem DSPE-PEG2000, ein
PEGyliertes Phospholipid. Die Kombination mit dem hydrophilen Polymer Poly-
ethylenglycol ist eine schon lange etablierte Methode (19), (20), um den Liposomen
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einen sogenannten “Stealth”-Effekt zu verleihen (21). Die PEGylierung verspricht ei-
ne längere Blutzirkulation der Liposomen, sowie einen verminderten Abbau durch
das Retikulohistiozytäre System, da diese Modifikation das Immunsystem daran
hindert, die Liposomen als fremd zu erkennen. Allerdings haben bis zum heutigen
Zeitpunkt auch diverse Studien einen adversen Effekt der PEGylierung beschrie-
ben, bspw. verringerte Gewebs- und Wirkstoffaufnahme, Bildung von anti-PEG-
Antikörpern und Komplementaktivierung (22). Deswegen sollte die PEGylierung
kritisch gesehen werden.
2004 wurde schließlich von Lindner et al. (23) eine neue thermosensitive Formu-
lierung vorgestellt, die durch die Inkorporation von 1.2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoglyceroglycerin zu einer verlängerten Zirkulationszeit führt.

ABBILDUNG 2.2: Strukturformel von 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphoglyceroglycerin (DPPG2)

Die Formulierung besteht aus: DPPC, DSPC, DPPG2 (50/20/30 mol/mol). In allen
weiteren Bereichen dieser Arbeit wird sie als DPPG2-TSL bezeichnet.
Diese neuartige Formulierung zeigt eine Verbesserung der TSL-Formulierung in vi-

tro im Vergleich zur DSPE-PEG2000-Formulierung. Lindner et al. (23) beschreiben
nicht nur eine verlängerte in vivo Halbwertszeit, sondern auch eine Steigerung der
Wirkstofffreisetzung. Außerdem zeigt sie eine größere Stabilität bei 37◦C (24). Zu-
sätzlich zeigten Zimmermann et al. (25), dass die DPPG2-Formulierung mit enkap-
suliertem Doxorubicin an Hauskatzen mit spontanen Fibrosarkomen trotz niedriger
Wirkstoffdosen in Kombination mit regionaler Hyperthermie eine Tumorstabilität
bzw. teilweise sogar eine Tumorregression erreichen konnte, vollkommen ohne sys-
temische Nebenwirkungen der Therapie. Dies macht diese neue Formulierung zu ei-
nem äußerst vielversprechenden Kandidaten im Feld der TSL-Formulierungen. Eine
Charakterisierungsmöglichkeit dieser neuen TSL-Formulierung besteht nun in der
Bestimmung der an sie bindenden Proteine

2.4 Verhalten der Liposomen in vivo

Was der Körper, bzw. das Immunsystems einer biologischen Entität “sieht”, ist nach
Applikation der Liposomen unterschiedlich zu der originalen Oberfläche des Nano-
partikels. Durch sofortiges Binden von verschiedenen Plasmabestandteilen, haupt-
sächlich Proteinen, wird die Oberfläche von Nanopartikeln nach Applikation in den
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Organismus modifiziert. Diese neue Proteinschicht wird auch als “Proteinkorona”
bezeichnet (26), (27), (28).

ABBILDUNG 2.3: Schematische Darstellung einer Proteinkorona an
der Liposomenoberfläche nach Bindung von Proteinen an Membran-

phospholipide

2.4.1 Konzept der Proteinkorona

Die Proteinkorona bestimmt das Schicksal der Liposomen in vivo, und hat nicht
nur Einfluss auf die provozierte Immunantwort des Organismus, sondern von ihrer
Komposition hängt auch das Verteilungsverhalten der Liposomen, bzw. des Wirk-
stoffes und die Steuerbarkeit ab. Die Forschung um Proteinkoronae kann als ein sehr
wichtiger Prädiktor im Verhalten von Nanopartikeln in vivo dienen. Eine Kenntnis
der Proteinkorona könnte das Verständnis des in-vivo-Verhaltens erweitern, und die
aktuell zugelassenen Formulierungen ergänzen (29). Obwohl es mehrere tausend
Proteine im menschlichen Organismus, oder dem anderer vergleichbarer Säugetie-
re gibt, sind es typischerweise, abhängig von den Eigenschaften des Nanopartikels,
nicht mehr als 10-50 verschiedene Proteine, die die Proteinkorona ausmachen (30).
Abhängig von der Lipidzusammensetzung der verwendeten Liposomen ist sie ca.
10-40 nm dick (31).



Kapitel 2. Hintergrund 8

Die Bildung der Proteinkorona ist im physiologischen Milieu kein statischer Pro-
zess, sondern vielmehr ein dynamischer Vorgang. Barrán-Berdón et al. (32) zeig-
ten 2013, dass die Proteinkorona von DC-Chol-DOPE-Nanopartikeln (3β-[N-(N’,N’-
dimethylaminoethane)-carbamoyl] cholesterol - dioleoylphosphatidylethanolami-
ne) keineswegs konstant bleibt, sondern sich vielmehr nach initialer Bildung mehr-
mals ändert, bis sie in einer energetisch günstigen Konformation vorliegt (33). Diese
Konformationsänderungen werden auch als Vroman-Effekt bezeichnet (s. Kapitel
2.4.3).
Grundsätzlich gibt es mehrere Faktoren, die die Zusammensetzung der Proteinkoro-
na auf Liposomen bestimmen, darunter deren Größe, Ladung (Zeta-Potential), oder
Lipidzusammensetzung (34), (35).
Hernández-Caselles et al. (34) haben schon 1993 elektrophoretisch versucht die Pro-
teinkorona von verschiedenen Liposomen, die sich auch deutlich in ihren Eigen-
schaften (Größe, Zeta-Potential) unterschieden, zu bestimmen. Die Ergebnisse der
damaligen Arbeit widersprechen allerdings den Erkenntnissen heutiger Proteinko-
rona Analysen, die hauptsächlich Apolipoproteine vertreten sehen.Trotzdem ist die
Gel-Elektrophorese bis heute ein gut geeignetes Medium, um sich einen ersten Über-
blick über Unterschiede verschiedener Liposomenformulierungen zu verschaffen,
weswegen sie auch in dieser Arbeit durchgeführt wurde.
Ein Punkt, der diese Arbeit und auch alle anderen Arbeiten in diesem Bereich stark
limitiert, ist die Tatsache, dass sich die Proteinkorona, die sich physiologisch in vi-

vo bildet nochmal deutlich von der in-vitro-Korona hier und in allen anderen Ar-
beiten in ihrer Komposition unterscheidet. Hadjidemetriou et al. (36) konnten elek-
tronenmikroskopisch feststellen, dass PEGylierte, sowie unmodifizierte Liposomen
nach Bildung einer Proteinkorona in vitro Faserstrukturen aufwiesen, ganz im Ge-
gensatz zu den in vivo Proben. Gründe hierfür könnten beispielsweise die Dynamik
der Liposomen in vivo sein, im Gegensatz zu homogenen Rüttelbewegung der in-

vitro-Inkubation, sowie je nach Verwendung von Inkubationsmedium (Serum oder
Plasma) das Vorhandensein von Antikoagulantien. Dies ist zum aktuellen Zeitpunkt
allerdings nur Spekulation. Deswegen sollten auch alle Ergebnisse dieser Arbeit nur
als Näherung betrachtet werden und für eine genaue Analyse der Proteinkorona
von Liposomen bedarf es in Zukunft, auf Basis solider in-vitro-Ergebnisse, weitere
in-vivo-Experimente.

2.4.2 Harte Korona - Weiche Korona

Die Heterogenität der im Blut vorhandenen Biomoleküle, insbesondere der Pro-
teine, ist der Grund warum einige Proteine eine wesentlich höhere Affinität zur
Oberfläche des Liposoms zeigen. Dies resultiert in der Bildung von zwei verschie-
denen Schichten, der harten Korona (HC): Einer Schicht aus Proteinen, die mit den
Liposomen sehr stabile Bindungen eingehen (37); und der weichen Korona (SC)
einer dynamischen Schicht mit häufigeren Kompositionsveränderungen und kür-
zerer Lebensdauer (36), (38). Bisher ist es aufgrund der schlechteren Stabilität nicht
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ABBILDUNG 2.4: Schematische Darstellung einer harten (bunt) und
weichen (grau) Proteinkorona eines Liposoms

gelungen die SC zu charakterisieren. Auch in dieser Arbeit werden nur die Proteine
analysiert, die mit hoher Affinität an die Liposomen binden. Die Charakterisierung
in zwei verschiedene Schichten ist allerdings auch anfechtbar. Im physiologischen
Milieu ist der komplette Prozess, wie im nächsten Kapitel beschrieben, vermutlich
sehr dynamisch und nicht so dichotom.

2.4.3 Vroman-Effekt

Der Vroman-Effekt, der 1969 erstmals von Vroman und Adams (39) beschrieben
wurde, und auch im Bezug auf Hämostase und Koagulation relevant ist, beschreibt
einen kompetitiven Proteinaustausch, bei dem Proteine, die an eine Oberfläche (hier
im Sinne einer Proteinkorona) gebunden sind, von neu ankommenden Proteinen
verdrängt werden. Proteine, die eine kleinere Molekülmasse haben, binden typi-
scherweise zuerst an Oberflächen (in diesem Fall Nanopartikeloberflächen) und
werden später von größeren Molekülen verdrängt, die durch ihre Größe und oft
auch stärkere Flexibilität in ihrer Konformation eine höhere Affinität an die jewei-
lige Oberfläche haben. Ein sehr wahrscheinlicher Mechanismus dafür ist die Dre-
hung von mehrschichtigen Aggregaten, die aus multiplen Proteinen bestehen. Da-
bei adsorbiert die Oberfläche des Nanopartikels anfangs eine erste Schicht Proteine,
in die hinein sich dann eine zweite Schicht lagert. Anschließend “dreht ”sich dieser
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Aggregat-Komplex, sodass die initial absorbierte Proteinschicht wieder dem umge-
benden Medium ausgesetzt wird und zurück in die Plasmaumgebung diffundiert
(40). Dies stellt die hohe Dynamik des Proteinkorona Komplexes dar, und ist auch
ein Grund, warum in-vitro-Experimente stark limitiert sind, da hier Nanopartikel
bzw. Liposomen nur eine gewisse Zeit in beispielsweise Plasma inkubiert werden.
Dies unterstreicht nochmal die Wichtigkeit von in-vivo-Experimenten.

2.4.4 Einfluss von Proteinen auf das Freisetzungsprofil der Liposomen

Die Zusammensetzung der Proteinkorona von TSL spielt nicht nur im Bezug auf
die Stabilität der Liposomen in vivo eine Rolle, sondern beeinflusst auch das Freiset-
zungsverhalten der enkapsulierten Wirkstoffe.
Schon länger ist bekannt, dass die Inkubation in Serum die Freisetzungsrate von
liposomalen Wirkstoffen erhöhen kann (41), (42). Hossann et al. (43) stellten ins-
besondere fest, dass unter mehreren untersuchten Proteinen insbesondere Albu-
min in mehreren Liposomenformulierungen zu einer schnelleren Wirkstofffreiset-
zung führt. Außerdem führte IgG bei der DPPG2- Formulierung zu einer Membran-
destabilisierung.

2.4.5 Unterschiedliche Pharmakokinetik von DPPG2-Liposomen in ver-
schiedenen Spezies

Nachdem bei der weiteren Charakterisierung der neuartigen Liposomenformu-
lierung mit DPPG2 die Liposomen anhand ihrer Pharmakokinetik auch in vivo

weiter klassifiziert wurden, gab es Hinweise auf eine Instabilität im Mausplasma
(43), die sich bei Pharmakokinetik-Experimenten in der Ratte und in der Maus
bestätigten (unpublizierte Daten der Arbeitsgruppe). Vor allem im Mausmodell
waren die verwendeten TSL weniger stabil und hatten eine kürzere Halbwertszeit.
Eine naheliegende Vermutung ist, dass es Proteine gibt, die nur im Mausplasma
vorkommen, die die Lipiddoppelschicht infiltrieren bzw. destabilisieren.
Beim Untersuchen des Bindungsverhaltens von ausgewählten Proteinen (Apoli-
poprotein A1, Albumin, Transferrin, Fibrinogen) zeigten Mittag et al. (44), dass
Apolipoprotein A1 eine wesentlich höhere Affinität zu den untersuchten Liposomen
hat.
Darüberhinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Albumin die Freisetzungs-
temperatur von DPPG2-TSL: Tr verändert. Da in dieser Arbeit (44) nur vier
spezifische Plasmaproteine untersucht wurden, liegt die Vermutung nahe, dass
darüber hinaus wesentlich mehr Proteine Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung bei
TSL-Formulierungen nehmen. Insgesamt konnte in vorangegangenen Arbeiten al-
lerdings keine zufriedenstellende Erklärung für das “Mausplasma-Phänomen”oder
für den Einfluss aller vorhandenen Plasmaproteine auf die Pharmakokinetik gefun-
den werden.
Hierbei bedeutend ist zum einen, ob es Gründe gibt, die gegen das Verwenden
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von Mäusen als Versuchstiere bei in vivo-Liposomen-Versuchen sprechen. Auf der
anderen Seite gibt es die Möglichkeit, dass mit dem Finden einer zufriedenstellen-
den Erklärung auch die Pharmakokinetik im Humanmodell verbessert, bzw. auch
besser steuerbar gemacht werden könnte, weswegen es wichtig ist, diesen Effekt
genau zu verstehen.

Die Aufklärug der pathophysiologischen Zusammenhänge, die zu einem speziess-
pezifischen Effekt der TSL in vivo führt, ist von grundlegendem Interesse für die
Liposomenforschung. Diese Erkenntnisse ließen sich auch für die Entwicklung
neuer TSL für den Einsatz beim Menschen nutzen.
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2.5 Fragestellung

TSL sind vielversprechende neuartige Nanocarrier zur zielgerichteten Applikation
von Pharmazeutika. Die Erforschung der Protein-TSL-Interaktion in vitro ist ein
wichtiger Schritt, um vorauszusagen, wie sich Liposomen in einem biologischen
Mileu verhalten werden. Seit langem wurde etabliert, dass Nanopartikel, z.B. TSL
von einer Proteinschicht umgeben werden, sobald sie in den Blutstrom gelangen.
Diese Proteinkorona hat großen Einfluss auf das Verhalten der Liposomen, auf die
biologische Halbwertszeit, v.a. auf die Stabilität und damit ungewollte Freisetzung
des eingeschlossenen Wirkstoffs (Leakage), sowie auf die Pharmakokinetik des
Wirkstoffs.
Diese Arbeit befasst sich mit zwei großen Themen, die zur Charakterisierung und
zum besseren Verständnis des in-vivo-Verhaltens von DPPG2-TSL beitragen sollen.
Zum einen soll die Frage geklärt werden, ob es signifikante Unterschiede zwischen
verschiedenen Liposomenformulierungen in deren Proteinkorona Komposition
gibt. Und wenn ja, ob aufgrund einer unterschiedlichen Zusammensetzung der
Proteinkorona Aussagen bezüglich des Einflusses der Korona auf das TSL-Verhalten
in vivo getroffen werden können. Dadurch soll ein Teil zur Liposomenforschung bei-
getragen werden, um exakt steuerbare Liposomen zu kreieren, deren Halbwertszeit,
Wirkstofffreisetzungszeit und -ort durch deren Formulierung oder Proteinkorona
vorhersehbar sind.
Das zweite große Thema ist die Erklärung des Mausplasma-Phänomens. Aufgrund
von mehreren Arbeiten (s. Kapitel 2.4.5), in denen auffiel, dass die Pharmakokinetik
der DPPG2-Liposomen sich vor allem im Mausmodell stark unterscheidet, war
der zweite große Teilaspekt dieser Arbeit die Analyse der Proteinkoronae in fünf
verschiedenen Spezies. Allen voran natürlich der Vergleich von Human- und
Mausmodell, um die Unterschiede hier zu verstehen.
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Kapitel 3

Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien stammen, soweit nicht anders angegeben, von Carl
Roth GmbH (Karlsruhe), Sigma Aldrich GmbH (München), Merck KGaA (Darm-
stadt) oder Applichem (Darmstadt). Die Präparation von wässrigen Lösungen wur-
de mit deionisiertem und Reinstwasser durchgeführt. Dafür wurde eine Reinstwas-
seranlage (Milli Q Advantage, Merck Millipore, Darmstadt, Germany) verwendet.

3.1 Liposomenherstellung

3.1.1 Verwendete Formulierungen

Um zu beweisen, dass sich die Proteinkorona tatsächlich von der Komposition
der verwendeten Liposomen beeinflussen lässt, wurden mehrere, teils dem Labor
bekannte, teils kommerziell schon angewandte Formulierungen verwendet. Diese
wurden mit dem Ziel ausgewählt, möglichst unterschiedliche Liposomen in ihren
chemischen und physikalischen Eigenschaften zu vergleichen. Die fünf verwende-
ten Formulierungen sind:

Bezeichnung Lipidzusammensetzung Lipidverhältnisse Abkürzung

DPPG2-Liposomen: DPPC / DSPC / DPPG2 50/20/30 mol/mol DPPG2-TSL
Kationische Liposomen: DPPC / DSPC / DPTAP / DSPE-PEG2000 62,5/25/7,5/5 mol/mol KL
Lysolipid basierte TSL: DPPC / S-Lyso-PC / DSPE-PEG2000 90/10/4 mol/mol LTSL
PEGylierte Liposomen: DPPC / DSPC / DSPE-PEG2000 80/15/5 mol/mol PEGL
Caelyx R©: HSPC / Chol / PE-PEG2000 55/40/5 mol/mol Caelyx R©

TABELLE 3.1: Liposomenformulierungen, an denen die Proteinko-
rona isoliert wurde. Bis auf Caelyx R©, das Doxorubicin beinhaltete,

wurde in die vier anderen CF eingeschlossen.

Die Liposomenformulierung mit DPPG2 basiert auf der Publikation von Lindner et
al. (23), die anderen Liposomenformulierungen basieren auf gängigen Formulierun-
gen in der Literatur, das Caelyx R© wurde über die LMU Apotheke erworben. DPPC,
DSPC, DPPG2 stammen von Corden Pharma (Liestal, Schweiz), S-Lyso-PC von Gen-
zyme Pharmaceuticals (Cambridge, USA), DPTAP und DSPE-PEG2000 stammen von
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). Alle Formulierungen bis auf Caelyx R© wurden
mit folgender Methodik hergestellt und charakterisiert.
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3.1.2 Herstellen eines Lipidfilms

Alle verwendeten Liposomenformulierungen wurden mit der Lipidfilm
Hydratations- und Extrusions-Methode hergestellt (41),(42). Dafür wurden die
verwendeten Lipide (s. 3.1.1) in CHCl3/MeOH 9:1 (v/v) gelöst und in einen
Rundkolben pipettiert. Das Lösungsmittelgemisch wurde daraufhin mittels eines
Rotationsverdampfers (Laborota 4001, Heidolph Instruments GmbH, Schwabach)
in mehreren Schritten mit verschiedenen Temperatur- und Druckeinstellungen
evaporiert, um einen einmolekularen gleichmäßigen Lipidfilm zu erhalten. Dieser
wurde anschließend für mindestens 1 h unter Vakuum getrocknet und bis zur
weiteren Bearbeitung im Exsikkator gelagert.

3.1.3 Liposomenbildung und Extrusion

Der getrocknete Lipidfilm wurde für 7-12 min bei 60◦C in einer 100 mM
Carboxyfluorescein-Lösung (CF-Lösung) (pH: 7,2) hydratisiert und mit CF passiv
beladen. Die Liposomendispersion nach Hydratation betrug 50 mM.
CF (Sigma Aldrich GmbH, München, Germany), das als freie Säure vorliegt, wurde
vorher mit Natriumhydroxid in ein Natriumsalz umgewandelt, und anschließend
weiter durch einen Sterilfilter aufgereinigt. Beim Lösen des Lipidfilms in der CF-
Lösung bilden sich entropiebedingt spontan Liposomen in verschiedenen Größen.
Außerdem reichert sich dabei automatisch auch ein Teil des CFs im Inneren der Li-
posomen ab. Grund für das Verwenden eines Farbstoffes (CF) als Beladung der Li-
posomen war die damit verbundene bessere Sichtbarkeit in allen darauffolgenden
Schritten, da eine Liposomenlösung ohne Markierung milchig weiß ist, und damit
vor allem Methoden, wie die Säulenchromatographie, deutlich erschwert. Deswei-
teren konnte damit die temperaturabhängige Freisetzung der TSL gezeigt werden.
Die nun erhaltene Lösung mit CF-Liposomen unterschiedlicher Größen wurde an-
schließend 10 mal durch zwei Polycarbonat Membranen mit einer Porengröße
von 200 nm (Whatman R© Nucleopore Tracked -Etched Membrane, Sigma Aldrich
GmbH, München) in einem Hochdruckextruder (LipexTM thermobarrel extruder,
Northern Lipids Inc., Burnaby, Canada) bei 60◦C extrudiert.

3.1.4 Säulenchromatographie

Das freie CF, das anschließend nicht in den Liposomen enthalten war, wurde mittels
Größenausschlusschromatographie über PD-10-Säulen (GE Healthcare, München,
Deutschland) abgetrennt.
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3.2 Liposomencharakterisierung

Um die Reproduzierbarkeit einzelner Liposomenchargen zu gewährleisten, wurde
nach deren Herstellung die Liposomenchargen vor Verwendung für weitere Expe-
rimente vollständig mit Standardmethoden charakterisiert. Dazu zählen die Grö-
ßenmessung, die Phosphatbestimmung, eine Dünnschichtchromatographie zur Be-
stimmung der Lipidverhältnisse, und Temperaturöffnungskurven, die nur bei TSL
relevant sind.

3.2.1 Größenmessung

Zur Größenmessung wird die Methode der dynamischen Lichtstreuung verwendet.
Hierbei wird mithilfe des Prinzips der Stokes-Einstein-Gleichung ein Rückschluss
auf globuläre Teilchen in Lösung, z.B. Proteine oder in diesem Fall Liposomen, auf-
grund des Diffusionsverhaltens gewonnen. Das Diffusionsverhalten wird mit Hilfe
des Streuverhaltens von Laserlicht an den zu messenden Partikeln bestimmt. Die
Messungen dafür wurden in 0,9% iger NaCl-Lösung im Zetasizer (Nano ZS, Mal-
vern Instruments, Worcestershire, Vereinigtes Königreich) durchgeführt.

3.2.2 Phosphatbestimmung

Da alle zur Liposomenherstellung verwendeten Lipide pro Molekül genau ein
Phosphoratom besaßen, war der Phosphatgehalt der Liposomenlösung ein direk-
ter Nachweis der Lipidkonzentration. Für die Messung des Phosphatgehalts wur-
de die etablierte Methode nach Eibl und Lands (45) verwendet. Vereinfacht formu-
liert, wurde unter Zugabe von Schwefelsäure, Perchlorsäure und durch Erhitzen der
Proben auf 300◦C, der organische Phosphorester in den Lipiden zu anorganischem
Phosphat umgewandelt. Unter Zugabe von Ammoniumheptamolybdat bildete sich
ein Komplex, dessen Trübung bei 660 nm in einem Spektrophotometer (Beckmann
DU 640, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) gemessen werden konnte.
Für die lineare Standardkurve wurden eine 1 g/l Phosphatlösung (Phosphat Stan-
dardlösung 1000 mg/ml, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) verwendet. Zur Qua-
litätskontrolle wurde regelmäßig mit einem definierten Phosphatstandard die Quali-
tät der Bestimmung überprüft (Phosphorus ICP Standard 1000 mg/ml Merck KGaA,
Darmstadt, Germany).

3.2.3 Dünnschichtchromatographie

Die Lipidzusammensetzung und das Auftreten von Lysolipiden (Zersetzungspro-
dukte der Lipide) der fertigen Liposomenformulierungen wurden mithilfe von
Dünnschichtchromatographie bestimmt.
Nach einer Methode von Hossann et al. (41) ist das Prinzip hierbei die Trennung ei-
ner Probe durch ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften in einem Zweiphasen-
system. Verwendet wurde hierbei eine Kieselgelplatte, die als feste Phase dient, und
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aufgrund deren Feinporigkeit ein organisches Lösungsmittel (flüssige Phase) durch
Kapillarkräfte nach oben steigt.
Hier enthielt das Lösungsmittel die verwendeten Lipide der jeweiligen Liposo-
menformulierungen. Diese wechselwirkten aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigen-
schaften unterschiedlich stark mit der festen Phase, was im Endeffekt bedeutete,
dass sie in verschiedenen Geschwindigkeiten auf der Platte nach oben wanderten.
Bei einer Kieselgelplatte, die groß genug war, konnte man eine deutliche Trennung
der verschiedenen Lipide voneinander erkennen, und die Lipidmengen anschlie-
ßend auch quantifizieren. Dadurch erhielt man einen Rückschluss auf deren Men-
genverhältnis zueinander. Kurz zusammengefasst, wurden 1500 nmol einer Lipo-
somencharge in einem Reagenzglas mit 1 ml 0,9 % NaCl und 2 ml CHCl3/MeOH
1:1 (v/v) gemischt. Nach Zentrifugation bildeten sich zwei Phasen, wobei die or-
ganische Phase in einem neuen Reagenzglas bei 40◦C unter Stickstoff-Strom ein-
gedampft wurde. Der Rückstand wurde in 100 µl CHCL3/MeOH 9:1 (v/v) aufge-
löst und anschließend 1,2 µl davon auf eine DC-Platte aufgetragen (Silica 60, Merck
KGaA, Darmstadt). Die mobile Phase bestand aus CHCl3/MeOH/CH3COOH/H2O
100:60:10:5 (v/v). Als Standard wurde eine Lösung gewählt, die P-Lyso-PC, DPPC,
DPPG2, und DSPE-PEG2000 enthielt. Zum Färben wurde ein Molybdän-Spray ver-
wendet (46). Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Gimp und ImageJ.

3.2.4 Temperaturabhängige Freisetzung

Bei TSL, wie sie unter anderem auch hier verwendet wurden, war es wichtig, zu
wissen, ob diese auch in dem Temperaturbereich ihren Inhalt freisetzten, der zur
therapeutischen Anwendung genutzt wird. Darum wurde als zusätzliche Charakte-
risierungsmethode ein Temperaturöffungsprofil erstellt. Auch hier gab es eine stan-
dardisierte Methode von Hossann et al. (41).
Die TSL wurden dafür 1:50 in 0,9 % NaCl-Lösung verdünnt (VL). Von dieser Lö-
sung VL wurden 100 µl im 1:1 Verhältnis mit 10 %igem Triton X-100 gemischt und
anschließend für 15 min 45◦C inkubiert. Zu 20 µl von diesem Gemisch wurde 1 ml
NaCl/Tris-Lösung pH 8 hinzugefügt. Die Fluoreszenzmessung der tritonbehandel-
ten Liposomen wurde als 100 %-Wert angenommen. Für das Temperatur-Profil wur-
den 100 µl der verdünnten Liposomen-Lösung (VL) mit 1 ml FCS oder 0,9 % NaCl
verdünnt. 20 µl von dieser Lösung wurden bei bestimmten Temperaturen (37-45◦C
für 5 min; 37/42◦C für 1h) inkubiert. Die Fluoreszenzintensität wurde anschließend
in einem Spektrofluorometer gemessen (Cary Eclipse, Varian Inc., Palo Alto, Califor-
nia, USA)

3.3 Bildung der Proteinkorona in vitro

Die Bildung der Proteinkorona wurde im Rahmen dieser Arbeit in vitro untersucht.
Dabei wurden Liposomen in verschiedenen Proteinlösungen inkubiert. Um anfäng-
lich festzustellen, ob überhaupt Proteine an Liposomen binden würden, und trotz
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späterer Denaturierungsschritte immer noch durch Gelelektrophorese sichtbar ge-
macht werden können, wurden zuerst eine Humanalbumin-Lösung und eine hu-
mane IgG-Lösung getestet, um eine Methode zu entwickeln.
Für die Untersuchung der Proteinkorona an Liposomen wurden Plasmen von 5 ver-
schiedenen Spezies, sowie FCS verwendet. Mausplasma, Beagleplasma, und Rat-
tenplasma stammten von Seralab (BIOVIT, Hicksville, USA), Plasma des syrischen
Goldhamsters stammte von Biotrend (Köln, Deutschland) und FCS von Biochrom
(Berlin, Deutschland). Das verwendete Humanplasma war gepooltes Plasma aus
der Blutbank des Klinikums Großhadern, LMU München. Kälberblut wurde freund-
licherweise von Prof. Dr. Armin M. Scholz des Lehr- und Versuchsguts Oberschleiß-
heim (Tierärztliche Fakultät, LMU München) zur Verfügung gestellt.
Um eine stabile Proteinkorona zu erreichen wurde eine Liposomenprobe 1:1 mit der
jeweiligen Proteinlösungen verdünnt und für eine Stunde bei 37◦C in einem Ther-
momixer inkubiert.

3.4 Säulenchromatographie zur Abtrennung von ungebun-

denem Protein

3.4.1 Prinzip der Größenausschlusschromatographie

Polymer

Liposomen mit Protein Corona

Zeit

hohes

Molekulargewicht

niedriges

Molekulargewicht

Menge

ABBILDUNG 3.1: Teilchen unterschiedlicher Größe wandern durch
ein Polymer-Gel. Dabei sind aufgrund von Diffusionsprozessen grö-
ßere Moleküle schneller als kleinere, sodass eine Größentrennung

stattfinden kann.
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Beim etablierten Prinzip der Größenausschlusschromtagraphie (47) beruht die Tren-
nung von Molekülen verschiedener Größe nicht auf Filtration, sondern auf der un-
terschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeit von Partikeln, abhängig von deren Grö-
ße in einer meist aus porösen Polymeren bestehenden stationären Phase. Diese po-
rösen Polymere machen es kleineren Molekülen möglich, in diese einzudringen, wo-
durch sich das Diffusionsvolumen vergrößert und diese langsamer durch das Poly-
mer diffundieren. Bei größeren Molekülen besteht diese Möglichkeit nicht, sodass
diese schneller eluieren.

3.4.2 Trennung mit Sepharose CL-6B

Nach einer Methode von Hosokawa et al. (48) wurden 300 mm lange und 15 mm im
Durchmesser fassende Chromatographiesäulen (Lenz Laborglas GmbH, Wertheim,
Deutschland) mit eingeschmolzener Fritte und Hahn mit der Sepharose befüllt.
Außerdem konnten die Säulen mit mehreren Glasaufstecksätzen zur Volumener-
höhung verlängert werden. Die Sepharose CL-6B wurde nach Herstellerangaben
zuerst im Verhältnis 3:1 (v/v) mit der verwendeten Trägerlösung (0,9 % NaCl) ge-
mischt und gewartet, bis die Agarose sich komplett gesetzt hatte. Auf den trockenen
Agarosespiegel wurde dann 1,5 ml 1:1 (v/v) inkubierte Protein-Liposomen-Probe
gegeben, und nach deren vollständiger Inkorporation in das Medium mit 0,9 %
NaCl-Lösung nachgespült, bzw. mithilfe der Kochsalzlösung wurde der hydrosta-
tische Druck auf die Säule und damit die Geschwindigkeit der Chromatographie
erhöht. Aufgefangen wurden die Fraktionen, die durch das CF sichtbare Liposomen
enthielten. Die gepackten Säulen wurden für die Chromatographie mehrmals
verwendet und zwischen den Durchgängen mit jeweils dem 3fachen Säulenvolu-
men 0,9% NaCl-Lösung gespült, um eventuelle Protein- bzw. Liposomenreste zu
eluieren.
Zur Erfolgskontrolle der Abtrennungsmethode wurden jeweils gleiche Volumina
Humanplasma-inkubierte DPPG2-TSL und Plasma-Kochsalz-Mischung zur selben
Zeit auf zwei exakt gleich hohe CL-6B-Säulen gegeben. Dann wurden zur selben
Zeit die Fraktionen beider Säulen aufgefangen, die mit den Liposomen eluiert
wurden, und massenspektrometrisch auf Proteine untersucht (s. Kapitel 3.8).

3.4.2.1 Aufkonzentrierung der Proben

Zur weiteren Aufkonzentrierung wurden die gesäulten Proben anschließend
mithilfe von Amicon-Ultra-Filtern (Amicon Ultra-0.5, MWCO=30k, Sigma Aldrich,
Missouri, USA) weiter konzentriert. 500 µl der jeweiligen Probe wurden in die Ami-
confilter gegeben und anschließend nach Herstellerangaben zentrifugiert. Deser
Schritt wurde insgesamt 3 mal wiederholt um eine ausreichende Konzentrierung
der Proben zu erhalten. Anschließend wurden die Proben nach Phosphatbestim-
mung durch Ausrechnung des Verdünnungsfaktors und mit Verdünnung durch
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0,9% NaCl auf die jeweils gleiche Liposomenmenge gebracht, um die Proteinkon-
zentrationen der verschiedenen Proben vergleichen zu können.

3.4.3 Trennung mit Sepharose CL-4B

Die Lipidkonzentration wurde für alle untersuchten Liposomen vor Beginn des Ex-
periments mit 0,9 % NaCl auf 25 mM verdünnt. Die Glassäulen für die Säulenchro-
matographie wurden mit 0,9 % NaCl-Lösung befüllt und anschließend Sepharose
CL 4b (GE Healthcare, Chicago, USA), 1:1 verdünnt mit 0,9 % NaCl dazu gegeben.
Es wurde so viel Sepharoselösung verwendet, bis die Länge der fertig gepackten
Säule 18 cm betrug.
Die Proben wurden 1:10 (100 µl Liposomen mit 900 µl zentrifugiertem Plasma) mit
den verschiedenen Plasmen verdünnt und bei 37◦C für 30 Minuten im Thermomixer
inkubiert. Anschließend wurden die Proben auf die Säule gegeben und sofort 1 ml-
Fraktionen aufgefangen. Die gesammelten Fraktionen 11 - 15 enthielten Liposomen,
was durch das enthaltene CF sichtbar gemacht wurde. Als Kontrollprobe wurden
100 µl 0,9 % NaCl-Lösung mit 900 µl Plasma für 30 Minuten bei 37◦C im Thermomi-
xer inkubiert und gesäult. Auch hier wurden die Fraktionen 11 - 15 gesammelt und
für die weitere Untersuchung verwendet.

3.4.3.1 Dialyse

Zur weiteren Reinigung der Proben durch eine eventuelle Verunreinigung von kon-
taminierende Molekülen mit geringem Molekulargewicht wurden die Proben durch
die Verwendung von Floatalyzern (G2, MWCO 1000 kD, Spectrum-Labs, USA) ge-
reinigt. Dazu wurden die Floatalyzer nach Herstellerangaben vorbereitet und an-
schließend im verwendeten Lösungsmittel (0,9 % NaCl-Lösung) gelagert. Die Pro-
ben wurden in die Floatalyzer gegeben und anschließend über Nacht bei Raumtem-
peratur dialysiert und damit von kontaminierenden Proteinen befreit.

3.4.3.2 Aufkonzentrierung der Proben

Im weiteren Schritt erfolgte die Konzentrierung der Proben in Amicon Filtern. Dabei
wurden die Proben aus den Floatalyzern in Amicon Ultra-15 10k Centrifugal Filter-
systeme (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) gegeben und anschließend bei 4500 x g für
eine Stunde zentrifugiert. Der weitere Schritt war den Überstand in den Amicon-
Filtern durch Auf-und-ab-pipettieren zu mischen und in Vivaspin 500 Filter (Sarto-
rius, Göttingen) zu geben. In diesen Filtern wurden die Proben bei 8600 x g für eine
Stunde zentrifugiert. Danach wurden die Überstände mit 100 µl 0,9 % NaCl-Lösung
auf-und-ab-pipetiert bis eine homogene Lösung entstand und anschließend noch-
mal bei 8600 x g für 20 Minuten zentrifugiert. Dieser Schritt wurde nochmal mit 20
Minuten und danach mit 40 Minuten wiederholt. Die Proben wurden anschließend
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mit 0,9 % NaCl-Lösung auf 100 µl aufgefüllt und anschließend bis zur massenspek-
trometrischen Analyse bei -20 ◦C gelagert.

3.5 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese nach Laemmli ist eine schon lange etablierte Methode in der
Biochemie bei der elektrisch geladene Moleküle nach ihrer Ladung bzw. ihrer Größe
in einem Trägermedium aus Gel durch ihre unterschiedliche Durchlaufgeschwin-
digkeit getrennt werden. Hier gibt es mehrere Verfahren. Eingesetzt wurde in die-
ser Arbeit die Sodiumdodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Dabei
wurde SDS als denaturierendes Agens eingesetzt und das Trägermedium bestand
aus Polyacrylamid.

3.5.1 Herstellung von Pufferlösungen

Um den pH-Wert im System wegen der beim Elektrophoreselauf entstehenden An-
ionen und Kationen konstant zu halten, wurden für Trenngel, Sammelgel, Lauflö-
sung und Probenlösung Puffer benötigt.
Der Sammelgelpuffer bestand aus 6,1 % Tris, gelöst in Reinstwasser. Der pH-Wert
des Puffers wurde mit 1 molarer Salzsäure auf 6,8 eingestellt.
Als Trenngelpuffer (pH=8,8) wurden 18,2 % Tris in Reinstwasser gelöst und der pH-
Wert mit 1 molarer Salzsäurelösung eingestellt.
Für den Laufpuffer wurden 3,9 % Tris, 14,4 % Glycin sowie 1,0 % SDS in Reinstwas-
ser gelöst.

3.5.2 Gelherstellung

Das Sammelgel diente mit seinen größeren Poren, seinem geringeren pH-Wert und
seiner geringeren Leitfähigkeit vor allem dazu, eine größere Bandengenauigkeit zu
erreichen.
Verwendet wurde nach Testen einer weiteren Acrylamid-Konzentration schließlich
ein Trenngel mit 33 % Bisacrylamid und ein Sammelgel mit 16,9 % Bisacrylamid. Für
das Trenngel wurde Reinstwasser mit 33,5 % Bisacrylamid, 13,3 % Trenngelpuffer
(pH: 8,8) 0,53 % 10%ige SDS-Lösung, 1 % 10 %ige APS-Lösung und 0,05 % TEMED
in einem 50 ml Falcon vermischt. Vor Zugabe der letzten drei Bestandteile, wurde
das Gemisch für 10 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben um etwaige Luftblasen
zu entfernen, die später nach Zugabe der APS-Lösung durch Sauerstoffradikalisie-
rung die Polymerisierung des Gels verhindern könnten.
Die Trenngellösung wurde mit einer Glaspipette in die vorbereiteten Glasplatten, die
in der Elektrophorese-Aparatur standen, pipettiert. Danach wurde sofort Isopropa-
nol auf die Trenngellösung pipettiert, um zu verhindern, dass die Lösung beim Po-
lymerisieren austrocknete. Für die Sammelgellösung wurde Reinstwasser mit 16,9
% Bisacrylamid, 24,9 % Sammelgelpuffer (pH=8,8), 1,0 % 10 %ige SDS-Lösung, 0,5
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% APS-Lösung und 0,01 % TEMED in einem 50 ml Falconröhrchen gemischt. Wie-
der wurde das Gemisch vor Zugabe der letzten drei Bestandteile für 10 Minuten in
einem Ultraschallbad entgast.
Dann konnte das Isopropanol auf dem Trenngel abgegossen werden, der Zwischen-
raum zweimal mit Reinstwasser gereinigt und nach guter Trocknung das Sammel-
gel darauf pipettiert werden. In dieses wurden Platzhalterkämme gegeben, die nach
Auspolymerisierung die Taschen bildeteten, in die anschließend die Proben gegeben
wurden.

3.5.3 Probenvorbereitung

Die 10 µl Proben wurden mit einem 40 µl Probenpuffer (25 % Sammelgelpuffer, 40 %
10 %ige SDS-Lösung, 20 % Glycerol, 10 % 0,1 %ige Bromphenolblaulösung und 5 %
Mercaptoethanol) gemischt. Dieser diente zur Denaturierung der beinhalteten Pro-
teine, zur pH-Stabilisierung, der Farbstoff zur visuellen Detektion der Proben beim
Elektrophoreselauf, das Glycerol zur Erhöhung der Dichte, um das Einsinken in die
Geltasche zu erleichtern, und das reduzierende Mercaptoethanol zur Trennung von
Disulfidbrücken und damit, zusätzlich zum SDS, zur Zerstörung der Tertiärstruk-
tur und Linearisierung der Proteine. Die SDS-Lösung, ein anionisches Tensid, das
die peptideigene Ladung als Surfactant überzieht, damit die Proteine in den Proben
eine konstante negative Ladung aufweisen, diente außerdem auch zur Zerstörung
von Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine und damit zur Denaturierung.
Die verdünnten Proben wurden für 5 Minuten bei 95 ◦C im Thermomixer inkubiert,
und anschließend für 10 Minuten auf Eis gekühlt.

3.5.4 Elektrophorese-Lauf

Nach Beladung des Gels mit den Proben und dem Proteinmarker (Roti R©-Mark TRI-
COLOR, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurde der Elektrophorese-Lauf ge-
startet: 30 Minuten bei 80 V und 90 Minuten bei 100 V. Für die Elektrophorese wur-
de eine Elektrophorese-Kammer Mini Protean R© Tetra Vertical Electrophoresis Cell
(Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland) verwendet.

3.6 Färbungen

Um die Banden zu visualisieren, wurden sie nach der Gelelektrophorese gefärbt.
Dafür gibt es mehrere Möglichkeiten, in dieser Arbeit wurden zwei Färbungen ver-
wendet.

3.6.1 Coommassie-Färbung

Coomassie-brilliant-Blau ist ein Farbstoff der sich an basische Seitenketten von Pro-
teinen anhaftet.
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Für die Färbungen wurden eine Färbelösung und zwei Entfärbelösungen verwen-
det. Für die Färbelösung wurde eine methanolische Lösung aus 0,1 % Coomassie
Briliant Blau (m/v) (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 45 % Methanol und 9,9 %

Essigsäure gemischt. Die Färbelösung wurde nach der Färbung wiederverwendet.
Für die erste Entfärbelösung wurden eine Lösung aus 40 % Methanol und sowie 7
% Essigsäure gemischt. Die zweite Entfärbeslösung bestand aus 10 % Methanol und
7 % Essigsäure.
Nach zweimaligem Waschen mit Reinstwasser, um noch eventuell verbliebenes
Bromphenolblau des Probenpuffers zu entfernen wurden die Gele für 10 Minuten in
der Färbelösung geschwenkt. Danach wurden die Gele für 20 Minuten in die erste
Entfärbelösung gegeben, und anschließend für 40 Minuten in die zweite Entfärbelö-
sung.

3.6.2 Silber-Färbung

Die Silberfärbung ist hoch sensitiv und macht damit auch von der Coomassie-
Färbung potentiell nicht angefärbte Banden sichtbar. Die hier verwendete Färbung
basierte auf einem Protokoll der Rockefeller University (49).
Zunächst wurden die Gele in einer Lösung mit 50 % Methanol und 5 % Essigsäure
für 20 Minuten und dann in einer 50 %igen Methanollösung für 10 Minuten fixiert.
Danach wurden sie für 10 Minuten in Reinstwasser gewaschen.
Um die Banden für die Färbung zu sensitivieren, wurden diese für eine Minute in
0,02 %ige Natrium-Thiosulfatlösung gegeben und danach zweimal mit Reinstwas-
ser gewaschen.
Für die Färbung wurden die Gele für 20 Minuten in einer Lösung aus 0,1 % Silber-
nitrat und 0,08 % Formalin (37 %) inkubiert und anschließend zweimal mit Reinst-
wasser gewaschen.
Zum Entwickeln wurden die Gele in einer Lösung aus 2 % Natriumcarbonat und
0,04 % Formalin (37%) geschwenkt, bis die Bandenabtrennung deutlich wurde. Da-
bei konnte die Lösung mehrere Male gewechselt werden, was die Hintergrundfär-
bung deutlich reduzierte.
Zum Stoppen der Entwicklungsreaktion wurden die Gele für 10 Minuten in 5 %iger
Essigsäurelösung gewaschen. Anschließend wurden sie nochmals in Reinstwasser
gewaschen, um sie länger haltbar zu machen.

3.7 Quantitative Proteinbestimmung

Die qualitative Proteinbestimmung bei der SDS-PAGE wurde außerdem noch durch
eine quantitative Proteinbestimmung ergänzt. Diese wurde durch kommerziell er-
worbene Protein-Quantifizierungs-Assays durchgeführt.
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3.7.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Verwendet wurde das Roti-Nanoquant-Assay von CarlRoth, basierend auf einer
Proteinkonzentrationsmessung von Bradford (50). Die Standardreihe (Konzentrati-
onsbreich 1 - 100 µg/ml) wurde nach Herstellerangaben angesetzt, und die Proben
zu den zwei verschiedenen Versuchslösungen pipettiert, um einen Farbumschlag zu
erreichen. Anschließend wurde die Probe in einem Spektrophotometer (Beckmann
DU 640, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) bei zwei verschiedenen
Wellenlängen (a = 450 nm, b = 590 nm) gemessen. Von den Standardwerten wurde
eine Eichgerade hergestellt und davon Steigung und Achenabschnitt berechnet, mit
deren Werte die Proteinkonzentration bestimmt werden konnte. Für das Problem
der interferierenden mit CF beladenen Proben wurde vor der eigentlichen Messung
der Probe ein blank-Wert der entsprechenden in der Probe enthaltenen Liposomen-
konzentration gemessen, um den Absorptionswert zu subtrahieren.

3.7.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Es wurde noch eine weitere Proteinkonzentrationsmessung mit dem Proteinassay
DCTM von Bio-Rad, basierend auf einer Proteinkonzentrationsmessmethode von
Lowry et al. (51) getestet. Dafür wurde eine Standardreihe (Konzentrationsbereich
200 - 2000 µg/ml) nach Herstellerangaben angesetzt. Anschließend wurden alle Pro-
ben mit den enthaltenen Reagenzien gemischt, um einen Farbumschlag zu erreichen.
Danach wurden die Proben der Standardreihe und die Messproben in einem Spek-
trophotometer (Beckmann DU 640, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland)
bei 750 nm gemessen. Mit der erstellten Eichgerade der Standardreihe, konnten an-
hand von Steigung und Achsenabschnitt die Proteinkonzentration der Proben be-
rechnet werden.

3.7.3 Proteinbestimmung nach Smith

Der dritte Proteinassay wurde für die Proteinbestimmung der Proben bei der Se-
pharose CL-4B-Methode der Proteinkorona Separation verwendet, da bei der sehr
hohen Anzahl an Proben ein Proteinassay mit einer relativ langsamen Entwick-
lungszeit benötigt wurde. Deswegen wurde das PierceTM BCA Proteinassay Kit von
ThermoFisher nach einer erstmals entwickelten Methode von Smith et al. (52) ver-
wendet. Eine Standardkurve (Konzentrationsbereich 5 - 2000 µg/ml) wurde nach
Herstellerangaben pipettiert, und die Proben wurden in einer 96-well Platte in ei-
nem Tristar LB 941 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland) bei 570 nm
gemessen.
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3.8 Massenspektrometrische Aufarbeitung der Proben und

Analyse

3.8.1 Grundprinzip der Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Methode zur Messung von Molekülgrößen und
wird unter anderem in der Proteomik zur Identifzierung von Proteinen eingesetzt
(53). Das Verfahren besteht grundlegend aus einer Ionenquelle, einem Massen-
Analysen-Gerät, das das Massen-Ladungs-Verhältnis der ionisierten Analyten misst
und aus einem Detektor, der die Ionenanzahl registriert.

3.8.2 Analyse der Trennung mit Sepharose CL-6B

Die Proteinkorona-Proben, die mit der Methode aus Kapitel 3.4.2 isoliert wurden,
wurden mit dem Massenspektrometrie Vorbereitungskit iST 8x von Preomics nach
Herstellerangaben für die Vermessung vorbereitet. Anschließend wurden sie in das
Massenspektrometrie-Labor von Preomics geschickt und dort vermessen. Verwen-
det wurden dort das EASY-nLC 1000 Ultra Hochdruck System (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA), das mit dem Q Exactive HF Massenspektrometer (Thermo Fis-
her Scientific, Waltham, USA) über eine Nanoelektrospray Quelle (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) verbunden war.

3.8.2.1 Analyse der Daten mit MaxQuant

Die Rohdaten der Massenspektrometrie-Messung wurden danach mit der Software
MaxQuant analysiert. Dafür wurden zum besseren Vergleich IBAQ-Werte verwen-
det. Dies ist eine Methode in der Massenspektrometrie zur absoluten Quantifizie-
rung von Proteinen. Diese Werte entstehen wenn man die Roh-Intensitäten durch
die Anzahl an theoretischen Peptiden teilt. Daraus ergibt sich eine Kopienanzahl pro
detektierten Protein (54). Die verwendeten fasta-Dateien zum Abgleich der Proteine
kamen von uniprot.org, und wurden mit dessen Interface in verschiedene Kategori-
en annotiert.

3.8.2.2 Prozessierung mit Perseus

Die statistische Analyse der Daten wurde mit der Software Perseus durchgeführt.
Dafür wurden Störfaktoren wie only identified by site, contaminant, oder reverse her-
ausgefiltert. Mit den iBAQ-Werten der zu analysierenden Proteine wurde die Stoff-
menge mit Teilung durch die Avogadro-Konstanten berechnet, und anschließend
Mol%-Werte unter der Verwendung der Stoffmenge in der kompletten Probe be-
rechnet.



Kapitel 3. Material und Methoden 25

3.8.3 Analyse der Trennung mit Sepharose CL-4B

Die erhaltenen Proben der CL-4B Abtrennungsmethode wurden gekühlt zur wei-
teren massenspektrometrischen Analyse geschickt. Diese wurde von der AG Mai-
länder des Max-Planck-Instituts für Polymer-Forschung in Mainz nach einem Pro-
tokoll von Schöttler et al. (55) durchgeführt. 25 µg der jeweiligen Probe wurde
ausgefällt und mit Trypsin aufgeschlossen. Die daraus entstandenen Peptide wur-
den mit Methansäure und anschließend mit einem E. coli Standard versetzt. Für
die quantitative Analyse wurde anschließend ein nanoACQUITY UPLC System
(Waters Corp. Milford, USA), verbunden mit einem Synapt G2-Si Massenspektro-
meter (Waters Corp., Milford, USA) verwendet. Dies bestand aus einer C18 Trap-
Column, sowie einer C18 Analytische Umkehrphasensäule (Waters Corp. Milford,
USA). Anschließend erfolgte eine Chromatographie-Trennung in zwei mobilen Pha-
sen. Daten-unabghängige-Erhebung (MSE) wurde auf dem Massenspektrometer im
Resolutions-Modus umgesetzt. Elektrospray-Ionisation in einem positiven Ionen-
Modus wurde mit einer NanoLockSpray Quelle durchgeführt. Die Daten wurden
über eine Reichweite von m/z 50 - 5000 Da erhoben. Von allen Proben wurden zwei
technische Replikate gemessen und deren Mittelwert errechnet. Datenerhebung und
Prozessierungen wurden mithilfe von MassLynx v4.1, und Progenesis Q1 für die
Proteomics v2.0 Software zur Datenverarbeitung und Proteinidentifikation durch-
geführt. Die erstellten Peptide wurden gegen die jeweilige Protein Sequenz Daten-
banken von UniProt abgeglichen.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Überprüfung der Sepharose CL-6B Methode zur Tren-

nung der Proteinkorona an DPPG2-TSL von freiem Pro-

tein

Um zu überprüfen, ob es eine klare Separation zwischen der an Liposomen gebun-
denen Proteinkorona und freien Proteinen gibt, wurde eine Säulenchromatographie
wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben, durchgeführt. Als Probe wurden 1 ml DPPG2-TSL
verwendet, die mit 1 ml FCS wie in Kapitel 3.3 beschrieben, inkubiert wurden. Nach
Beladen der Säulen mit den Proben wurden 500 µl Aliquot Fraktionen aufgefangen.
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ABBILDUNG 4.1: Proteinkonzentrationsverlauf in der Säulenchroma-
tographie von DPPG2-TSL nach Inkubation mit FCS und anschlie-
ßender Auftrennung mit Sepharose CL-6B von gesammelten 500 µl

Fraktionen

Von den insgesamt 42 aufgefangenen Fraktionen wurden Proteinkonzentrationsbe-
stimmungen mit dem Proteinassay nach Bradford durchgeführt. Von den Fraktionen
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18 - 27, die deutlich sichtbar Liposomen enthielten, wurden außerdem Phosphatkon-
zentrationen bestimmt, um den Liposomengehalt zu ermitteln. Die bestimmte Li-
posomenkonzentration wurde anschließend bei der Proteinkonzentrationsmessung
als blank im Absorptionsspektrometer subtrahiert, um einen vergleichbaren Prote-
inkonzentrationswert zu erhalten. Proteinkonzentrationen, die den Messbereich des
Kits überschritten, wurden so verdünnt, dass sie noch im optimalen Messbereich
lagen. Bei dieser Messung wurde ein eindeutiger Peak in der Proteinkonzentration
für die Liposomenfraktionen gezeigt, sowie eine klare Trennung der an Liposomen
gebundenen Proteine, und der freien Proteine, deren Konzentration ab Fraktion 33
stark ansteigt.

4.2 Charakterisierung der verwendeten Liposomenformulie-

rungen

Um einen Rückschluss auf das Binden bestimmter Proteine an die Liposomenober-
fläche zu erhalten, war es wichtig Informationen über diese zu generieren. Tabelle
4.1 zeigt die jeweilige Größe und das Zeta-Potential der verwendeten Liposomen.

Liposomenformulierung Größe (nm) ζ-Potential (mV) PDI

DPPG2-TSL: 150,8 -24,83 0,096
KL: 112,8 -4,17 0,081
LTSL: 126,2 -2,47 0,074
PEGL: 126,5 -4,34 0,097
Caelyx R© 129,5 -0,59 0,149

TABELLE 4.1: Größe (Z-Average), Zeta-Potential und PDI der ver-
wendeten Liposomenformulierungen

Literaturangaben beschreiben die Größe von Caelyx R© mit 80 - 90 nm (56), (57). Die
hier davon deutlich abweichend gemessene Größe könnte durch Aggregatbildung
der Liposomen verursacht worden sein, was auch den erhöhten PDI erklärt.

4.3 SDS-PAGE

In der Gelelektrophorese zeigten sich deutliche Unterschiede der Proteinbanden, so-
wohl bei der Verwendung von verschiedenen Liposomenformulierungen als auch
zwischen den verwendeten Plasmen. Abbildung 4.2 zeigt ein SDS-Gel mit den 5 un-
terschiedlichen, verwendeten Liposomenformulierungen (Bahnen 3 - 7), inkubiert in
Humanplasma, sowie zusätzlich noch die DPPG2-TSL in Mausplasma (Bahn 9). Un-
terschiede fallen vor allem zwischen den DPPG2-TSL, den KL, sowie den restlichen
drei Formulierungen auf. Anhand der Markerbahn (Bahn 1) kann die Molekülgröße
der anderen Banden abgeschätzt werden. Hierbei ist in den Plasma-Kontrollproben
die deutlich prominente Albumin-Bande mit 68 kD zu sehen. Diese ist in den Prote-
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1 Marker
2 Humanplasma (5%)
3 DPPG2-TSL, inkubiert in HP
4 KL, ink. in HP
5 LTSL, ink. in HP
6 PEGL, ink. in HP
7 Caelyx R©, ink. in HP
8 Mausplasma (5%)
9 DPPG2-TSL, ink. in MP

ABBILDUNG 4.2: SDS-Gel von Human Proteinkorona in
Coommassie-Färbung an Liposomenformulierungen DPPG2-
TSL, KL, LTSL, PEGL, Caelyx R©, sowie Maus Proteinkorona in
Coommassie-Färbung von DPPG2-TSL nach Abtrennung der freien
Proteine in Sepharose CL-6B. Als Kontrolle diente Human- und

Mausplasma.

inkoronae der Liposomenformulierungen weniger deutlich zu sehen.
Auch eine sehr dicke Bande bei ca. 25 kDa, die in den reinen Plasmaproben, so-
wie bei den DPPG2-Liposomen (sowohl im Human- als auch im Mausplasma), und
den kationischen Liposomen vorkommt ist deutlich erkennbar. Es fällt zusätzlich
die Ähnlichkeit der Proteinkorona von LTSL, PEGL und Caelyx R© auf.

1 Marker
2 Humanplasma (0,5%)
3 DPPG2-TSL, inkubiert in HP
4 KL, ink. in HP
5 LTSL, ink. in HP
6 PEGL, ink. in HP
7 Caelyx R©, ink. in HP
8 Mausplasma (0,5%)
9 DPPG2-TSL, ink. in MP

ABBILDUNG 4.3: SDS-Gel von Human Proteinkorona in Silber-
Färbung an Liposomenformulierungen DPPG2-TSL, KL, LTSL,
PEGL, Caelyx R©, sowie Maus Proteinkorona in Silber-Färbung von
DPPG2-TSL nach Abtrennung der freien Proteine in Sepharose CL-

6B. Als Kontrolle diente Human- und Mausplasma.

Die Silberfärbung (s. Abbildung 4.3) verdeutlicht gerade schwach erkennbare Ban-
den der Coommassie-Färbung. Im Vergleich zu Coommassie-Brilliant-Blau, sind
die Intensitäten der mit Silber gefärbten Banden allerdings nicht proportional zu
den Proteinmengen pro Bande. Trotzdem fällt auch hier wieder die Ähnlichkeit der
Banden von LTSL, PEGL und Caelyx R© auf, sowie die deutliche Bande bei ca. 25 kD.
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Da als Standard für Versuche in biologischen Medien generell FCS verwendet wird,
wurden die Proteinkoronae der Liposomenformulierungen außerdem mit FCS ge-
bildet.

1 Marker
2 FCS (5%)
3 DPPG2-TSL, inkubiert in FCS
4 KL, ink. in FCS
5 LTSL, ink. in FCS
6 PEGL, ink. in FCS
7 Caelyx R©, ink. in FCS
8 Mausplasma (5%)
9 DPPG2-TSL, ink. in MP

ABBILDUNG 4.4: SDS-Gel von FCS Proteinkorona in Coomassie-
Färbung an Liposomenformulierungen DPPG2-TSL, KL, LTSL,
PEGL, Caelyx R©, sowie Maus Proteinkorona in Coommassie-Färbung
von DPPG2-TSL nach Abtrennung der freien Proteine in Sepharose

CL-6B. Als Kontrolle diente Human- und Mausplasma.

1 Marker
2 FCS (0,5%)
3 DPPG2-TSL, inkubiert in FCS
4 KL, ink. in FCS
5 LTSL, ink. in FCS
6 PEGL, ink. in FCS
7 Caelyx R©, ink. in FCS
8 Mausplasma (0,5%)
9 DPPG2, ink. in MP

ABBILDUNG 4.5: SDS-Gel von FCS Proteinkorona in Silber-Färbung
an Liposomenformulierungen DPPG2-TSL, KL, LTSL, PEGL, Cae-
lyx R©, sowie Maus Proteinkorona in Silber-Färbung von DPPG2-TSL
nach Abtrennung der freien Proteine in Sepharose CL-6B. Als Kon-

trolle diente Human- und Mausplasma.

FCS als verwendetes Inkubationsmedium zeigt bei der Visualisierung durch das Gel
deutlich weniger prominente Banden (s. Abbildung 4.4). Auch hier ist die Albumin-
bande wieder gut erkennbar und wie auch schon im Humanplasma, eine Bande bei
ca. 25 kDa. Insgesamt zeigen die Proteinkoronae der DPPG2-Liposomen, sowie der
kationischen hier eine größere Bandenvielfalt als die der anderen drei Formulierun-
gen. Bei der Beladung der Gele mit den Proben wurden jeweils gleiche Lipidkon-
zentrationen verwendet, um auch Unterschiede in der Proteinmenge auf dem Gel
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darzustellen. Wie auch in den Humanplasma Gelen werden auch beim FCS in der
Silberfärbung noch mehr Banden (s. Abbildung 4.5) sichtbar.
Nach der Durchführung der Gelelektrophorese-Versuche scheint es, als ob die
DPPG2-TSL-Formulierung eine größere Proteinvielfalt, visualisiert durch mehr Ban-
den, bindet. Dagegen sprachen allerdings die quantitativen Proteinmessungen (s.
Kapitel 4.4.2). Schwierig ist hier allerdings die Differenzierung der Banden ganz
oben am Gel, wo sich die größeren Proteine befinden. Dies könnte eine Erklärung
für die Diskrepanz sein.

4.3.1 Bandenanzahl der verschiedenen Formulierungen

HP DPPG -TSL₂ KL LTSL PEGL Caelyx®
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ABBILDUNG 4.6: Diese Grafik zeigt alle verwendeten Liposomenfor-
mulierungen DPPG2-TSL,LTSL, KL, Caelyx R©, sowie eine Kontroll-
probe Humanplasma und die jeweilige Anzahl der visuell gut sicht-
baren Banden in den SDS-Gelen. Dargestellt sind zwei verwendete

Färbungen: Coommassie und Silber

Abbildung 4.6 zeigt, dass die meisten Banden in der Kontrollprobe (Humanplasma)
erkennbar sind. Bei den letzten drei Proben (LTSL, PEGL, Caelyx R©) waren sowohl
die Bandenanzahl, als auch deren Identität (s. Abb. 4.1, 4.2) gleich.
Die kationischen bzw. die DPPG2-Liposomen haben hier, je nach Färbung die größte
Anzahl an erkennbaren Banden
Da die Visualisierung durch ein SDS-Gel allerdings nur zur groben Orientierung
dient, ist es schwierig daraus deutliche Erkenntnisse zu ziehen. Deswegen wurden
die Proteinkorona-Proben zusätzlich massenspektrometrisch analysiert.
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4.4 Proteinkonzentration

4.4.1 Wechsel der Proteinassays

Ein grundlegendes Problem der Proteinkonzentrationsmessung von CF-Liposomen
war das Signal des CF’s bei der verwendeten Wellenlänge der Proteinassays. Um
trotzdem valide Aussagen zu treffen, wurden die verwendeten Proteinassays zu-
erst auf ihre Aussagekraft mit CF-Liposomen und Proteinen in den Proben getestet,
sowie auf ihre Sensitivität bei geringen Proteinmengen. Der optimale Messbereich
des Proteinassays nach Bradford (Roti Nanoquant) lag laut Herstellerangaben bei
0,25 µg - 250 µg/ml. Dies wurde mit verschiedenen vorbekannten Proteinkonzentra-
tionen bestätigt. Hierbei zeigte sich in den Messungen, dass das Proteinassay nach
Bradford in dem Bereich von 1 - ca. 200 µg/ml akkurat misst. Proben, die Liposomen
enthielten, konnten durch vorheriges Messen eines Blanks mit der entsprechenden
Liposomenkonzentration in der Probe auf ±10 - 20 µg/ml in dem eben genannten
Bereich genau gemessen werden.

Proben Proteinkonzentration

10 µl FCS 498,5 µg/ml
10 µl FCS/Liposomen mit Liposomen-Blank 282,2 µg/ml
1 µl FCS 144,1 µg/ml
1 µl FCS/Liposomen mit Liposomen-Blank 134,4 µg/ml
2 µl FCS/Liposomen 224,3 µg/ml
2 µl FCS/Liposmen mit Liposomen-Blank 201,6 µg/ml

TABELLE 4.2: Proteinkonzentrationsbestimmungen (Bradford) von
vorbekannten Proteinmengen jeweils als native Probe und zum
Vergleich mit Liposomen gemischt. Vor der Messung der Liposo-
men/Proteinproben wurde jeweils ein Blank mit der genauen Lipo-

somenkonzentration gemessen.

Tabelle 4.2 zeigt einen Ausschnitt von den gemessenen Proteinkonzentrationspro-
ben. Bei den Proben, die Liposomen enthielten, wurde vor der entsprechenden
Messung eine Leerwertbestimmung mit der jeweiligen Liposomenkonzentration
durchgeführt. Zu erkennen ist, dass die Messwerte ab 200 µg/ml sehr inakkurat
werden. Die Messwerte in dem Bereich unter 200 µg/ml wurden durch den
geringeren Ungenauigkeitsbereich (10 %) als valide für die Proteinkorona-Versuche
betrachtet; vor allem vor dem Hintergrund, dass die quantitative Proteinbestim-
mung hier nur zur groben Orentierung diente.
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Proben Proteinkonzentration in µg/ml

Albumin 2000 µg/ml 1900 µg/ml
Albumin 500 µg/ml 482,7 µg/ml
Albumin 500 µg/ml + Liposomen 625,2 µg/ml
Albumin 1000 µg/ml 1000 µg/ml
Albumin 1000 µg/ml + Liposomen 1100 µg/ml

TABELLE 4.3: Quantitative Proteinbestimmung mit Proteinassay nach
Lowry: Gemessen wurden Proben mit einer bestimmten Proteinmen-
ge, die erste Messung zeigt die Genauigkeit des Assays ohne Lipo-
somen, die zweiten Messpaare jeweils einmal ohne und einmal mit

Liposomen in den Proben

Wegen des nicht optimalen Messbereichs sowie dem Störsignal durch das enkapsu-
lierte CF wurde mit dem Proteinassay DCTM von Bio-Rad (nach Lowry) eine weite-
re Proteinquantifizierungsmöglichkeit verwendet, die laut Herstellerangaben einen
optimalen Messbereich von 200 - 1500 µg/ml besitzt. Dieser war besser geeignet für
die detektierten Proteinkorona-Konzentrationen. Tabelle 4.3 zeigt Messungen mit
bekannten Proteinkonzentrationen, sowie Proben, in denen die selbe Proteinkon-
zentration sowie zusätzlich CF-Liposomen enthalten waren, um auch hier die Inter-
ferenz des CFs, bzw. der mit CF beladenen Liposomen im Hinblick auf die Prote-
inkonzentration zu überprüfen. Hierbei wurde auf die Leerwert-Messmethode, wie
sie im vorigen Abschnitt beschrieben wurde, verzichtet.

4.4.2 Proteinkonzentration der verwendeten Liposomenformulierungen

Die Menge der Proteinkorona Proteine wurde für die fünf in dieser Arbeit vergli-
chenen Liposomenformulierungen mit der quantitativen Proteinbestimmung unter-
sucht. Dafür wurde der in dem Messbereich und für Liposomeninteraktionen besser
geeignete Proteinassay nach Lowry (DCTM ) verwendet, sowie die Liposomenfor-
mulierungen mit Humanplasma inkubiert und von freiem Protein getrennt.
Tabelle 4.4 zeigt die Unterschiede der Proteinmenge der Korona zwischen den For-
mulierungen. Die PEGylierten Liposomen binden demnach nicht, wie aufgrund der
Oberflächenmodifikation zu erwarten wäre, am wenigsten Proteinkorona. Das im
klinischen Alltag eingesetzte Caelyx R© bindet mit seiner ebenfalls durch PEG modi-
fizierten Oberfläche sogar wesentlich mehr Protein als die anderen Formulierungen.
Die geringste Proteinmenge zeigt sich für die DPPG2-TSL.

4.4.3 Proteinkonzentrationsmessung in Negativprobe

Schließlich wurde noch eine Proteinkonzentrationsbestimmung einer Negativprobe
gemessen. Dafür wurden, wie im entwickelten Protokoll Liposomen 1:1 mit Human-
plasma inkubiert, sowie außerdem Humanplasma 1:1 mit Kochsalzlösung. Beide
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Liposomenforumulierunge Proteinkonzentration in mg/ml

DPPG2-TSL 1,8 ± 0,1 mg/ml
KL 2,2 ± 0,1 mg/ml
LTSL 2,4 ± 0,4 mg/ml
PEGL 2,0 ± 0,3 mg/ml
Caelyx R© 5,0 ± 1,6 mg/ml

TABELLE 4.4: Proteinkonzentration der verwendeten Liposomenfor-
mulierungen bei 50 mM Lipidkonzentration (n=3)

Proben wurden parallel auf jeweils eine Säule gegeben. Die Fraktionen der Nega-
tivkontrolle, die zeitgleich mit Liposomen-enthaltenden Fraktionen eluierten, wur-
den aufgefangen. Diese wurden noch mittels Amiconfiltern aufkonzentriert und
anschließend eine Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem Proteinassay nach
Lowry durchgeführt.
Hierbei zeigte sich eine Proteinkonzentration in der Korona der inkubierten Liposo-
men von 3.56 mg/ml (bei ca. 76 mM Lipidkonzentration), sowie eine Proteinkonzen-
tration derselben Fraktionen in der Negativkontrolle von 1.53 mg/ml. Dies lässt dar-
auf schließen, dass mit den Protein Korona Liposomen außerdem noch sehr große
Proteinkomplexe (Aggregate) die Sepharose-Säule gleich schnell durchwandern.

4.5 Größen- und Zeta-Potential-Messungen

Um einen Eindruck über die veränderten Liposomeneigenschaften im Bezug auf
deren Größe bzw. Zeta-Potential nach Inkubation mit Proteinen zu erhalten, wur-
den diese nach Inkubation und Abtrennung von freiem Protein im Zetasizer mit
dynamischer Lichtstreuung vermessen. Dies wurde bei den DPPG2-Liposomen mit
Human-, Maus-, Ratten-, Beagle- und Hamsterplasma durchgeführt.
Tabelle 4.5 zeigt zwei der verwendeten Liposomenformulierungen, LTSL und
DPPG2-TSL, und deren jeweilige Größe und das Zeta-Potential. LTSL sind fast 20%
kleiner als DPPG2-TSL. Außerdem sind die DPPG2-TSL deutlich stärker negativ ge-
laden.
Nach Inkubation mit dem jeweiligen Plasma, verschiebt sich das Zeta-Potential bei
allen Proben mehr Richtung Null, am deutlichsten nach Inkubation mit Beagle-
Plasma. Die Bildung einer Proteinkorona ist auch an der deutlichen Zunahme der
Partikelgröße zu beobachten, am meisten bei Human- und Rattenplasma.
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Probe Größe (nm) PDI ζ-Potential (mV)

LTSL, nicht inkubiert 126,2 0,074 -7,41
DPPG2-TSL, nicht inkubiert 156,6 0,102 -28,2
Humanplasma ink. DPPG2-TSL 207,6 0,341 -20,8
Mausplasma ink. DPPG2-TSL 163,5 0,129 -23,3
Rattenplasma ink. DPPG2-TSL 217,3 0,389 -19,4
Hamsterplasma ink. DPPG2-TSL 169,1 0,190 -21,0
Beagleplasma ink. DPPG2-TSL 175,7 0,196 -17,9

TABELLE 4.5: Größen- und Zeta-Potentialmessungen: die später in
Protein inkubierten Formulierungen LTSL und DPPG2-TSL wurden
hier jeweils vor Inkubation gemessen. Anschließend wurden Göße
und Zeta-Potential der mit Human-, Maus-, Ratten-, Hamster-, bzw.

Beagleplasma inkubierten DPPG2-TSL bestimmt.

4.6 Massenspektrometrische Analyse

Zur genauen Identifizierung und Quantifizierung der Proteine wurden einige Pro-
ben weiter massenspektrometrisch analysiert. Die initiale Fokussierung lag auf den
unterschiedlichen Liposomenformulierungen, weswegen unter anderem die Prote-
inkorona der DPPG2-Liposomen mit der auch thermosensitiven LTSL-Formulierung
verglichen wurde. Die hierbei gewonnenen Daten (s. Kapitel 4.4.3) legen allerdings
nahe, dass die erste Abtrennungsmethode nicht optimal zur Abtrennung von freien
Proteinen geeignet war.

4.6.1 Analyse der Abtrennungsmethode

Um auch massenspektrometrisch zu kontrollieren, ob durch die
Säulenchromatographie-Methode eine klare Abtrennung zwischen Proteinkorona
und nicht gebundenen freien Proteinen möglich war, wurde experimentell ein Ab-
trennungslauf mit inkubierten Liposomen mit einer Probe Plasma/Kochsalzlösung
verglichen (s. Kapitel 3.4.2). Die massenspektrometrische Analyse der Negativ-
kontrolle ergab jedoch, dass auch darin Proteine enthalten waren. Tabelle 4.6
zeigt die enthaltenen Proteine ab einer Menge von ≥ 1,00 fmol. Die Summe der
Stoffmenge aller detektierten Proteine in der Negativprobe beträgt 138,35 fmol.
Im Vergleich dazu beträgt die Summe der Stoffmenge der mit Humanplasma
inkubierten DPPG2-Liposomen 77,85 fmol. Diese wurden, wie oben beschrieben, im
selben Experiment zur exakt gleichen Zeit aufgefangen. Dies ist deutlich weniger
aufgefangenes Protein.
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Menge (fmol) kDa Protein Name

9.86 163.29 Alpha-2-macroglobulin

8.41 11.29 Ig lambda-2;6 chain C regions

8.16 94.97 Fibrinogen alpha chain

7.14 55.93 Fibrinogen beta chain

6.80 25.63 Immunglobulin Kappa

6.50 65.70 Ig mu chain C region

6.48 52.34 Fibrinogen gamma chain

6.30 45.21 Haptoglobin

5.90 30.78 Apolipoprotein A-I

5.30 37.65 Ig alpha-1 chain C region

4.91 20.05 Apolipoprotein C-II

3.44 69.37 Serum albumin

3.29 515.60 Apolipoprotein B-100;Apolipoprotein B-48

3.00 11.17 Immunglobulin Heavy Chain

2.70 18.12 Immunoglobulin J chain

2.28 11.78 Ig kappa chain V-III region SIE

1.85 11.04 Ig kappa chain V-II region TEW

1.76 11.61 Ig heavy chain V-III region TIL

1.71 11.79 Ig kappa chain V-I region EU

1.70 67.03 C4b-binding protein alpha chain

1.69 11.84 Ig kappa chain V-I various

1.67 8.65 Apolipoprotein C-I

1.66 12.82 Apolipoprotein C-III

1.58 48.80 Clusterin

1.52 65.33 Galectin-3-binding protein

1.34 12.64 Ig kappa chain V-IV region Len

1.26 26.46 Complement C1q subcomponent subunit B

1.11 14.91 Apolipoprotein A-II

1.03 46.74 Alpha-1-antitrypsin

TABELLE 4.6: Mengenverteilung der massenspektrometrisch detek-
tierten Proteine in einer Kontrollprobe der Abtrennungsmethode, in
der nur Humanplasma gesäult wurde. Dargestellt sind die Proteine,
die auch in den aufgefangenen Fraktionen enthalten waren, die zur
selben Zeit wie Liposomen einer vergleichbaren Säule aufgefangen
wurden. Dargestellt sind alle Proteine, die mit ≥ 1 fmol festgestellt

wurden.



Kapitel 4. Ergebnisse 36

Einige der am häufigsten detektierten Proteine besitzen in der Negativkontrolle
eine vergleichsweise große Molekulargröße, beispielsweise Alpha-2-Macroglobulin,
Apolipobrotein-B-100, Apolipoprotein B-48, oder Fibrinogen Alpha Chain. Die
durchschnittliche Größe der 30 häufigsten Proteine in der Negativkontrolle ist 53,82
kD.

Im Vergleich dazu ist die durchschnittliche Größe der Proteine in der Probe, in der
unbehandeltes Humanplasma (nicht säulenchromatographiert) massenspektrome-
trisch analysiert wurde, kleiner (44,71 kDa). (s. Tabelle 4.7).

Probe Durchschnittsgröße (kDa) Gewichteter Mittelwert (kDa)

Humanplasma unprozessiert 44,71 64,20
Humanplasma gesäult (Negativkontrolle) 53, 82 78,53
Proteinkorona Humanplasma inkubierte DPPG2-TSL 60,41 51,24

TABELLE 4.7: Durchschnittliche Proteingrößen, sowie gewichteter
Mittelwert der 30 am häufigsten vertretenen Proteine der Vergleichs-
proben: unprozessiertes Humanplasma, gesäultes Humanplasma,

Proteinkorona von Humanplasma inkubierten DPPG2-TSL

Eine weitere Betrachtungsweise für Größenvergleiche in diesem Zusammenhang ist
der gewichtete Mittelwert (s. Tabelle 4.7). Dafür wurden im Gegensatz zum norma-
len Mittelwert (Durchschnittsgröße) die 30 am häufigsten vertretenen Proteine der
oben angeführten Vergleichsproben vor Addition mit ihrem prozentualen Anteil an
der Gesamtproteinmenge multipliziert. Eine Betrachtung dieses Wertes ergibt hier
einen prozentual höheren Anteil an großen Proteinen in der Negativkontrolle als
bei unprozessiertem Humanplasma oder der Proteinkorona von DPPG2-TSL.

4.6.2 Vergleich von DPPG2-Liposomen mit Lysolipid basierten Liposo-
men

Um festzustellen ob es Unterschiede der Proteinkorona bei verschiedenen Formu-
lierungen gibt, wurden sowohl von den LTSL als auch den DPPG2-TSL massen-
spektrometrische Analysen durchgeführt. Die Grafiken 4.7 und 4.8 zeigen die Zu-
sammensetzungen der jeweiligen Proteinkoronae mit jeweils einer Vergleichsanaly-
se von unbehandeltem nicht-gesäultem Humanplasma:
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ABBILDUNG 4.7: Proteinkorona der DPPG2-TSL (n=3). Absteigend
nach ihrem Vorkommen sind hier die häufigsten Proteine der Pro-
teinkorona an DPPG2-TSL (hellblau) dargestellt. Zum Vergleich ist
deren jeweiliger prozentualer Anteil in unbehandeltem Humanplas-
ma angeführt (dunkelblau). Dargestellt sind alle Proteine mit einem

Mol%-Wert ≥ 1.
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ABBILDUNG 4.8: Proteinkorona der LTSL (n=2). Absteigend nach ih-
rerm Vorkommen sind hier die häufigsten Proteine der Proteinkorona
an LTSL (hellblau) dargestellt. Zum Vergleich ist deren jeweiliger pro-
zentualer Anteil in unbehandeltem Humanplasma angeführt (dun-

kelblau). Dargestellt sind alle Proteine mit einem
Mol%-Wert ≥ 1.
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Dargestellt sind hier alle Proteine ≥ 1 Mol %. Die Proteinkorona der LTSL ist
vielfältiger als die der DPPG2-TSL. In der Proteinkorona der DPPG2-TSL sind
15 verschiedene Proteine prozentual am häufigsten vertreten, wohingegen es bei
den LTSL 19 sind. Ansonsten ist die Proteinverteilung vergleichbar. Es zeigen sich
hauptsächlich Vertreter von Apolipoproteinen, sowie Immunglobulinbestandteile.
Gerade die Fraktion der Apolipoproteine ist erwartungsgemäß sehr hoch, da
vergleichbare Arbeiten an Liposomen und anderen Nanopartikeln sehr ähnliche
Ergebnisse zeigten (55), (32), (36).

4.6.3 Proteinkorona in Mausplasma

Im Verlauf der Arbeit wurden die DPPG2-Liposomen sowohl mit Humanplasma, als
auch mit Mausplasma inkubiert, mit Sepharose CL-6B die Proteinkorona-Fraktion
isoliert und massenspektrometrisch analysiert, später dann nochmal mit CL-4B. Das
Interesse am Mausplasma lag wie in Kapitel 2.4.5 erwähnt, an der schlechteren Stabi-
lität der Liposomen in dieser Spezies. Die massenspektrometrische Analyse der Pro-
teinkorona von DPPG2-TSL in Mausplasma wurde hier mit der Proteinzusammen-
setzung von unbehandeltem Mausplasma verglichen, die ebenfalls massenspektro-
metrisch analysiert wurde.
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ABBILDUNG 4.9: Proteinkorona in Mausplasma an DPPG2-TSL (n=3).
Absteigend nach ihrem Vorkommen sind hier die häufigsten Protei-
ne der Proteinkorona an LTSL (hellblau) dargestellt. Die Abtrennung
der Proteinkorona erfolgte hier mit Sepharose CL-6B. Zum Vergleich
ist deren jeweiliger prozentualer Anteil in unbehandeltem Mausplas-
ma angeführt (dunkelblau). Dargestellt sind alle Proteine mit einem

Mol%-Wert ≥ 1.
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Protein Mol%

Apolipoprotein A-I 8.65
Alpha-1-antitrypsin 1-1 4.98
Apolipoprotein A-II 4.87
Transthyretin 4.52
Serum albumin 4.32
Serotransferrin 3.84
Alpha-2-macroglobulin 3.41
Ig kappa chain C region 3.31
Serine protease inhibitor A3K 2.47
Hemoglobin subunit alpha 2.42
Ig gamma-2B chain C region 2.41
Fibrinogen gamma chain 2.39
Hemoglobin subunit beta 2.18

Carboxylesterase 1C 2.01
Alpha-1-antitrypsin 1-5 2.00
Fibrinogen beta chain 1.88
Haptoglobin 1.73
Fibrinogen alpha chain 1.68
Hemopexin 1.47
Complement C3 1.43
Alpha-2-HS-glycoprotein 1.36
Alpha-1-antitrypsin 1-4 1.32
Ig gamma-1 chain C region 1.29
Murinoglobulin-1 1.18
Alpha-1-acid glycoprotein 1 1.16
Apolipoprotein A-IV 1.16

TABELLE 4.8: Proteinverteilung in unbehandeltem Mausplasma:
Kommerzielles Mausplasma, das für die Inkubation der LTSL ver-
wendet wurde, wurde hier als Vergleichsprobe ebenfalls massenspek-
trometrisch analysiert. Dargestellt sind alle detektierten Proteine, ab-
steigend nach ihrem prozentualen Vorkommen im Mol % ab einem

Vorkommen von ≥ 1 Mol %.

Die Vergleichsprobe zu der Proteinkorona Probe ist hier reines unbehandeltes
Mausplasma. Die generelle Verteilung sieht ähnlich aus wie bei den bisher be-
trachteten Humanplasmaproben. Auffallend ist die alpha Kette des H-2 class I
histocompatibility antigens, einem Bestandteil des MHC Klasse 1 Komplexes, das
in der Vergleichsprobe nur mit 0,48 Mol % vertreten ist (nicht mehr in Tabelle 4.8
dargestellt). Dieses Protein ist funktionell in die Präsentation von Fremdantigenen
gegenüber dem Immunsystem involviert. Bemerkenswert ist, dass es nur in der
Korona von in Mausplasma inkubierten DPPG2-Liposomen vorkommt, nicht jedoch
in den anderen untersuchten Spezies.

4.6.4 FCS und Kälberserum

Da FCS ein gängiges Standardmedium in Laboren ist, wurden die ersten
Inkubations- und Elektrophoreseversuche zur Herstellung Proteinkorona beladener
Liposomen in FCS gestestet. Davon wurden auch zwei Proben massenspektrome-
trisch analysiert, sowie zum Vergleich noch unbehandeltes Serum.
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ABBILDUNG 4.10: Proteinkorona von FCS an LTSL (n=2). Absteigend
nach ihrem Vorkommen sind hier die häufigsten Proteine der Prote-
inkorona an LTSL (hellblau) dargestellt. Die Abtrennung der Prote-
inkorona erfolgte hier mit Sepharose CL-6B. Zum Vergleich ist deren
jeweiliger prozentualer Anteil in FCS angeführt (dunkelblau). Darge-

stellt sind alle Proteine mit einem Mol%-Wert ≥ 1.

Die meist vertretene Fraktion in der Proteinkorona bei FCS inkubierten Liposomen
ist ein Bestandteil des Hämoglobins. Alpha und beta-Kette zusammen betragen
26,11 Mol%, die auf das Hämoglobin in der Proteinverteilung zusammenfallen.
Nach der ersten massenspektrometrischen Analyse des Preomics Labors fiel auf,
dass die Proteinkorona von FCS an DPPG2-TSL sehr viele Kontaminationsproteine
enthielt (Hämoglobinbestandteile, Keratin in großen Mengen). Diese sollten physio-
logischerweise nicht im Serum vorkommen. Dies könnte mit der Herstellung des
kommerziell erworbenen FCS zusammenhängen. Aus diesem Grund wurde noch
Kälberserum analysiert. Die Proteinverteilungen von kommerziellem unbehandel-
tem FCS sowie unbehandeltem Kälberserum sind deswegen in den Tabellen 4.9 und
4.10 dargestellt.
In den Tabellen 4.9 und 4.10 sieht man, dass auch im unbehandelten FCS Hämoglo-
binbestandteile einen wesentlich größeren Teil als im Kälberserum ausmachen. Bei
der restlichen Proteinverteilung zeigen sich beide Proben ähnlich.
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Protein Mol%

Alpha-1-antiproteinase (Alpha-1-antitrypsin) 13.09
Serum albumin 9.73
Apolipoprotein A-I 6.77
Transthyretin (Prealbumin) 5.69
Alpha-2-HS-glycoprotein 5.15
Hemoglobin subunit alpha 4.65
Serotransferrin 4.58
Globin B1;Hemoglobin fetal subunit beta 4.18
Fetuin-B 3.97
Apolipoprotein A-II 3.01
Alpha-2-macroglobulin 2.84
Alpha-1-acid glycoprotein 2.44
Serpin A3-1,2 (Endopin-1A) (Muscle endopin-1A) 2.25
Serpin A3-4 1.89
Serpin A3-7 1.48
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 1.25
Antithrombin-III 1.09
Alpha-2-antiplasmin 1.03

TABELLE 4.9: Proteinverteilung in unbe-
handeltem FCS: Die im FCS enthaltenen
Proteine sind absteigend nach ihrer Häu-
figkeit aufgeführt. Detektiert wurde diese
durch eine massenspektrometrische Analy-
se (n=1). Aufgeführt sind alle Proteine mit

einer Menge ≥ 1 Mol%.

Protein Mol%

Alpha-1-antiproteinase (Alpha-1-antitrypsin) 7.53
Apolipoprotein A-I 6.80
Serum albumin 6.32
Serotransferrin 4.84
Serpin A3-4 4.65
Alpha-2-macroglobulin 4.33
Alpha-1-acid glycoprotein 4.10
Serpin A3-1 (Endopin-1A) 4.05
Alpha-2-HS-glycoprotein 3.70
Hemopexin 2.93
Apolipoprotein A-II 2.88
Transthyretin (Prealbumin) 2.46
Hemoglobin subunit alpha 2.18
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 2.10
Serpin A3-7 2.07
Vitamin D-binding protein 1.61
Acylation stimulating protein (ASP), Complement C3 1.49
Alpha-1B-glycoprotein 1.43
Apolipoprotein A-IV 1.41
Protein HP-25 homolog 2 1.09

TABELLE 4.10: Proteinverteilung in unbe-
handeltem Kälberserum: Die im Kälberse-
rum enthaltenen Proteine sind absteigend
nach ihrer Häufigkeit aufgeführt. Detektiert
wurde diese durch eine massenspektrome-
trische Analyse (n=1). Aufgeführt sind alle

Proteine mit einer Menge ≥ 1 Mol%.

4.6.5 Vergleich der Proteinkoronae verschiedener Spezies

Wie vorherige Arbeiten (43), (44) zeigten, veränderte sich die Stabilität, sowie die
temperaturabhängige Wirkstofffreisetzung, je nachdem welchem Trägermedium die
Liposomen ausgesetzt waren, bzw. in welchem Plasma (z.B. Ratte, Maus) die Phar-
makokinetik der DPPG2-Formulierung getestet wurde. Die Ergebnisse der folgen-
den Kapitel wurden in Versuchen erzielt die mit der CL-4B-Methode (s. Kapitel 3.4.3)
zur Abtrennung von freien Proteinen durchgeführt wurden.

4.6.5.1 Proteinkorona in Humanplasma

Die Negativkontrolle in Abbildung 4.11 bzw. Tabelle 4.11 besteht aus Humanplasma,
das analog zu den inkubierten Liposomen gesäult wurde (s. Kapitel 3.4.3). Auch hier
(vgl. Kapitel 4.6.1) waren in der Negativkontrolle Proteine enthalten.
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ABBILDUNG 4.11: Vergleich der Proteinverteilung der Proteinkorona
an DPPG2-TSL in Humanplasma (n=3) und der Negativkontrolle von
gesäultem Humanplasma: Absteigend nach ihrem Vorkommen sind
hier die häufigsten Proteine der Proteinkorona an DPPG2-TSL darge-
stellt. Zum Vergleich ist deren jeweiliger prozentualer Anteil in ge-
säultem Humanplasma angeführt. Dargestellt sind alle Proteine mit

einem Mol %-Wert ≥ 1.

Die drei Proteine mit der höchsten Konzentration in der Proteinkorona sind in der
Negativ-Kontrolle nicht zu finden, ebenso wie 10 weitere Proteine, die nur in der
Proteinkorona zu finden waren. Was noch beim Vergleich deutlich wird ist eine
andere Verteilung der Proteinmengen. Den größten Anteil der Korona macht die
Alpha-Kette des C4b-bindenden Proteins aus, das zur Gruppe der Komplementfak-
toren gehört, wohingegen bei der Negativkontrolle mit Abstand ein Immunglobu-
linbestandteil an erster Stelle steht, der in der Korona nur in geringer Menge vor-
kommt. Das zweithäufigst-vertretene Protein der Korona ist das Vitamin-K abhän-
gige Protein S, das mit dem an erster Stelle stehenden C4b-bindenden Protein Kom-
plexe bildet.
Betrachtet man die Verteilung der Proteine in reinem, aber gesäultem Plasma sieht
man einen deutlichen Unterschied:
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Protein Mol%

Ig gamma-2 chain C region 17.86
Apolipoprotein E 14.84
Serum albumin 9.23
Apolipoprotein C-IV 7.97
Ig mu chain C region 3.21
Ig kappa chain C region 2.99
Keratin, type II cytoskeletal 1 2.95
Serotransferrin 2.56
von Willebrand factor 2.03
Ig alpha-1 chain C region 1.95
Cathelicidin antimicrobial peptide 1.94

Galectin-3-binding protein 1.77
Apolipoprotein B-100 1.77
Complement C3 1.75
Ig lambda-3 chain C regions 1.65
Metallo-beta-lactamase dom.-cont. prot. 2 1.31
Fibronectin 1.29
Immunoglobulin heavy variable 3-21 1.26
Pre-rRNA-proc. prot. TSR2 homolog 1.21
Cancer/testis antigen 2 1.16
Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 1.16
Alpha-2-macroglobulin 1.14
Complement C1q subcomp. subunit A 1.11

TABELLE 4.11: Detektierte Proteine in Humanplasma (Negativkon-
trolle): Aufgeführt sind alle Proteine mit einer Menge von ≥ 1 Mol%,
die in gesäultem (CL-4B) Humanplasma aufgefangen wurden. Dies
diente als Negativ-Kontrolle der Proteinkorona Proteine (vgl. Abbil-

dung 4.11)

Das häufigste Protein in Tabelle 4.11 Ig gamma-2 chain C region ist in der Prote-
inkorona der DPPG2-TSL nur geringfügig vertreten (1,22 Mol %). Außerdem sind
die Proteine Apolipoprotein E, Apolipoprotein C-IV, Serotransferrin, Cathelicidin
antimicrobial peptide, Galectin-3-binding protein, Complement C3, sowie die
letzten sechs Protein von Tabelle 4.11 nicht in der Proteinkorona der Liposomen
enthalten.

4.6.5.2 Proteinkorona in Mausplasma

Analog zum Humanplasma wurde die Proteinkorona in Mausplasma von DPPG2-
Liposomen massenspektrometrisch analysiert. Abbildung 4.12 und Tabelle 4.12 zei-
gen den Vergleich der Proteinkorona Proteinverteilung mit der Negativkontrolle
Mausplasma:
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ABBILDUNG 4.12: Vergleich der Proteinverteilung der Proteinkorona an DPPG2-TSL in
Mausplasma (n=3) und der Negativkontrolle von gesäultem Mausplasma: Absteigend nach
ihrem Vorkommen sind hier die häufigsten Proteine der Proteinkorona an DPPG2-TSL dar-
gestellt. Zum Vergleich ist deren jeweiliger prozentualer Anteil in gesäultem Mausplasma

angeführt. Dargestellt sind alle Proteine mit einem Mol%-Wert ≥ 1.

Protein Mol%

Serum albumin 19.72
Immunoglobulin heavy constant mu 17.25
Ig heavy chain V region RF 8.74
Ig alpha chain C region 2.91
Complement C4-B 2.60
Ig heavy chain V region 6.96 2.37
Apolipoprotein C-IV 2.24
Ig kappa chain V-II region 26-10 1.82
Immunoglobulin J chain 1.80

Ig heavy chain V region AC38 205.12 1.50
Keratin, type II cytoskeletal 1 1.50
Apolipoprotein C-III 1.45
Protein FAM122A 1.35
Keratin, type I cytoskeletal 10 1.28
Keratin, type II cytoskeletal 73 1.09
Pregnancy zone protein 1.04
Zinc finger CCCH domain-cont. protein 13 1.04
Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 1.03
Fibrinogen alpha chain 1.02

TABELLE 4.12: Detektierte Proteine in Mausplasma (Negativkontrol-
le): Aufgeführt in dieser Tabelle sind alle Proteine mit einer Menge
von ≥1 Mol %, die in gesäultem (CL-4B) Mausplasma aufgefangen
wurden. Dies diente als Negativ-Kontrolle der Proteinkorona Protei-

ne (vgl. Abbildung 4.12)
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Wieder sind deutliche Unterschiede in der Verteilung der Proteine zu erkennen. Hier
scheinen die Apolipoproteine eine noch größere Rolle zu spielen als in den Human-
plasmaproben, da unter den 10 häufigsten Proteinen hier vier Vertreter der Apoli-
proteinfamilie sind, die zusammengenommen ungefähr schon 35 % der Proteine ≥

1 Mol % ausmachen (im Gegensatz zu 3 Proteinen in der Korona aus Humanplas-
ma, die zusammengenommen nur ca. 10 % ausmachen). Außerdem sind unter den
5 häufigsten Proteinen auch Bestandteile der Immunglobuline: der κ-Anteil der Ig-
Leichtkette, Bestandteile der µ und α-Kette. Eines der Proteine, das in der murinen
Proteinkorona, aber nicht in der humanen vorkommt ist das Cathelicidin antimicro-
bial peptide, das auch eine entscheidende Rolle in der angeborenen unspezifischen
Immunantwort spielt.
In der Negativkontrolle sieht man eine Proteinverteilung, die näher an der physio-
logischen Verteilung in Plasma liegt, mit Albumin als am häufigst vorkommendem
Protein, das in der Proteinkorona nur einen geringen Teil ausmacht.

4.6.5.3 Proteinkorona in Rattenplasma

Nachfolgende Grafik und Tabelle zeigen die Proteinkorona von DPPG2−TSL und
die Proteinverteilung in gesäultem Rattenplasma.
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ABBILDUNG 4.13: Vergleich der Proteinverteilung der Proteinkorona
an DPPG2-TSL in Rattenplasma (n=3) und der Negativkontrolle von
gesäultem Rattenplasma: Absteigend nach ihrem Vorkommen sind
hier die häufigsten Proteine der Proteinkorona an DPPG2-TSL darge-
stellt. Zum Vergleich ist deren jeweiliger prozentualer Anteil in ge-
säultem Rattenplasma angeführt. Dargestellt sind alle Proteine mit

einem Mol %-Wert ≥ 1.
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Bei Rattenplasma war im Vergleich zu den Versuchen der anderen Spezies die Ab-
trennung des freien Proteins von liposomal gebundenen Proteinen am schwierigs-
ten. Die Negativ-Kontrolle zeigte hier eine stärkere Verunreinigung bzw. wesentlich
höhere Proteinmengen.

Protein Mol %

Serum albumin 12.09
Apolipoprotein E 11.81
Alpha-1-macroglobulin 8.19
Ig kappa chain C region, A allele 4.93
Serine protease inhibitor A3L 3.87
Serotransferrin 3.69
Keratin, type II cytoskeletal 73 3.27
Ig gamma-2A chain C region 2.66
Fibrinogen gamma chain 2.45
Apolipoprotein A-I 2.22
Apolipoprotein B-100 2.10

Ig gamma-2B chain C region 1.67
Del. in malig. brain tumors 1 prot. 1.66
Fibrinogen alpha chain 1.63
Fibronectin 1.47
C4b-binding protein alpha chain 1.34
Serum paraoxonase/arylesterase 1 1.30
Apolipoprotein A-IV 1.30
Complement C3 1.19
Complement C4 1.09
Apolipoprotein C-IV 1.09
Murinoglobulin-1 1.02

TABELLE 4.13: Detektierte Proteine in Rattenplasma (Negativkontrol-
le): Dargestellt sind alle Proteine mit eienr Menge von ≥ 1 Mol%,
die in gesäultem (CL-4B) Mausplasma aufgefangen wurden. Dies
diente als Negativkontrolle der Proteinkorona Proteine (vgl. Abbil-

dung 4.13).

Eine Proteinkonzentrationsmessung der Negativkontrollen ergab im Rattenplasma
im Vergleich zu den anderen Spezies überdurchschnittlich hohe Proteinwerte. Um
dies näher zu untersuchen, wurde Rattenplasma (0,9 ml Plasma mit 0,1 ml 0,9 %-
NaCl-Lösung) nochmal auf eine standardisierte Säule mit CL-4B gegeben und 1 ml
Fraktionen aufgefangen und anschließend zum Vergleich des zeitlichen Verhaltens
0,1 ml Liposomen mit 0,9 ml 0,9 %-NaCl-Lösung ebenfalls auf eine Säule gegeben
(n=2). Zur objektiven Quantifizierung der Liposomenfraktionen wurde eine CF-
Bestimmung der einzelnen Fraktionen durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass Lipo-
somen eindeutig in Fraktionen 12-17 detektierbar waren. Der Beginn des aufgefan-
genen Rattenplasmas, gemessen durch eine Proteinbestimmung, war jedoch schon
bei Fraktion 11/12 nachweisbar. Dies schließt eine genaue Trennung der freien Pro-
teine von liposomal gebundenen Proteinen aus.
Dennoch werden die massenspektrometrischen Ergebnisse des Rattenmodells hier
gezeigt, da die Proteinverteilung in der Negativkontrolle sich von der Proteinkorona
Verteilung unterscheidet. Abbildung 4.13 und Tabelle 4.13 zeigen, dass Apolipopro-
tein E wesentlich stärker in der Proteinkorona vertreten ist. Weiterhin gibt es Unter-
schiede in der Verteilung von Serum Albumin, Alpha-1-Macroglobulin und der Ig
Kappa C Kette, deren Vorkommen in der Proteinkorona etwa jeweils halb so groß
ist, wie das im gesäulten Plasma.
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4.6.5.4 Proteinkorona in Hamsterplasma

Ähnlich zum Rattenmodell zeigt die Analyse der Proteinkorona von DPPG2-TSL in
Hamsterplasma eine ähnliche Verteilung der Proteinhäufigkeiten in der Korona wie
im gesäulten Plasma.
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ABBILDUNG 4.14: Vergleich der Proteinverteilung der Proteinkoro-
na an DPPG2-TSL in Hamsterplasma (n=3) und der Negativkontrolle
von gesäultem Hamsterplasma: Absteigend nach ihrem Vorkommen
sind hier die häufigsten Proteine der Proteinkorona an DPPG2-TSL
dargestellt. Zum Vergleich ist deren jeweiliger prozentualer Anteil in
gesäultem Hamsterplasma angeführt. Dargestellt sind alle Proteine

mit einem Mol %-Wert ≥ 1.

Auffallend in der Proteinkorona der DPPG2-TSL in Abbildung 4.14 ist jedoch die
Menge des Galectin-1, eines nur ca. 14 kD großen Lectins (58), das hauptsächlich
als intrazelluläres Protein (59) fungiert, und sowohl als Mono- als auch Dimer
vorkommt. In der Korona nimmt dies fast ein Viertel aller Proteine ein, in der
Negativkontrolle nur ca. 1 %.
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Protein Mol%

Ig mu chain C region 45.35
Apolipoprotein A-I 16.35
Serum albumin 8.8
3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitoch. (Frag.) 6.15
Growth arrest and DNA dam.-induc. protein GADD45 α 4.94
Desmin 4.32
Syndecan-1, Cricetulus griseus 3.17
Serum amyloid A-3 protein 2.5
Serum amyloid A-2 protein 1.47
E3 ubiquitin-protein ligase Mdm2 (Fragment) 1.32
GDP-L-fucose synthase 1.23
Keratin, type I cytoskeletal 19 (Fragments) 1.09
Galectin-1 1.02

TABELLE 4.14: Detektierte Proteine in Hamsterplasma (Negativkon-
trolle): Dargestellt sind alle Proteine mit einer Menge von ≥ 1 Mol%,
die in gesäultem (CL-4B) Hamsterplasma aufgefangen wurden. Dies
diente als Negativ-Kontrolle der Proteinkorona Proteine (vgl. Abbil-

dung 4.14).

4.6.5.5 Proteinkorona in Beagleplasma

Nachfolgende Abbildung zeigt die Verteilung der Proteinkorona Proteine im Beagle
Plasma (s. Abbildung 4.15). Die Proteinverteilung der Negativkontrolle ist in Tabelle
4.15 dargestellt.
Die Proteinkorona Verteilung im Beagleplasma überrascht mit dem höchsten Anteil
an Serumalbumin in der Korona, was in den anderen Spezies auch vertreten ist,
aber nie an erster Stelle. Dies korreliert mit dem Anteil an Serumalbumin in der
Negativkontrolle, der hier fast 50 % aller detektierten Proteine ausmacht. Ver-
gleichbar zu den anderen Tiermodellen ist außerdem der hohe Anteil an diversen
Apolipoproteinen, was auch in ähnlichen Studien gezeigt wurde (32), (36), (55),
(60), (61), (62).
Aus den Apolipoproteinvertretern und Immunglobulinbestandteilen sticht außer-
dem noch Haptoglobin heraus, das zur Gruppe der Akute-Phase-Proteine zählt. Des
weiteren zeichnen sich wie auch bei allen anderen Spezies mehrere Keratin-Proteine
ab. Diese stellen mit großer Wahrscheinlichkeit Verunreinigungen dar, die bei der
Gewinnung des Plasmas entstehen.
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ABBILDUNG 4.15: Vergleich der Proteinverteilung der Proteinkorona
an DPPG2-TSL in Beagleplasma (n=3) und der Negativkontrolle von
gesäultem Beagleplasma: Absteigend nach ihrem Vorkommen sind
hier die häufigsten Proteine der Proteinkorona an DPPG2-TSL darge-
stellt. Zum Vergleich ist deren jeweiliger prozentualer Anteil in ge-
säultem Beagleplasma angeführt. Dargestellt sind alle Proteine mit

einem Mol %-Wert ≥ 1.

Protein Mol%

Serum albumin 47.73
Ig heavy chain V region GOM 12.97
Keratin, type II cytoskeletal 1 9.48
Keratin, type I cytoskeletal 10 7.97
Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 7.07
Apolipoprotein C-I 4.33
Ig mu chain C region 4.02
Ig kappa chain V region GOM 2.85
Apolipoprotein C-II 1.88

TABELLE 4.15: Detektierte Proteine in Beagleplasma (Negativkontrol-
le): Dargestellt sind alle Proteine mit einer Menge von ≥ 1 Mol%,
die in gesäultem (CL-4B) Beagleplasma aufgefangen wurden. Dies
diente als Negativ-Kontrolle der Proteinkorona Proteine (vgl. Abbil-

dung 4.15).
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Kapitel 5

Diskussion

5.1 Anpassung der Methoden im Verlauf der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Methode zur Trennung von liposomal gebun-
denem Protein und ungebundenem Protein etabliert werden. Desweiteren wurden
verschiedene Methoden zur Charakterisierung der Proteinkorona von TSL einge-
setzt und an die experimentellen Bedingungen angepasst.

5.1.1 Proteinkonzentrationsbestimmung mit CF-Liposomen

Wie in Kapitel 3.8.1 beschrieben wurde, vereinfachte der Einschluss von CF in die
TSL den Säulprozess wesentlich, da die Liposomen dadurch visuell deutlich einfa-
cher detektierbar waren. Da Proteine posttranslational phosphoryliert werden, des-
wegen zum Teil auch in geringen Mengen Phosphat enthalten können, wäre eine
Phosphatbestimmung absolut fehleranfällig. Dadurch kann keine sichere Aussa-
ge zum Beginn des Liposomen-Eluats im Säulprozess getroffen werden, was zum
Verlust von Liposomen mit Proteinkorona führt. CF-Liposomen sind auch deutlich
einfacher zu charakterisieren, da das temperaturabhängige Freisetzungsprofil leich-
ter untersucht werden kann. Dies führte zur Entscheidung, die verwendeten TSL
mit CF zu beladen. Da allerdings die meisten Proteinassays auf dem Prinzip der
UV/VIS-Absorption bestehen, interferierte das Absorptionsspektrum des CFs mit
den Absorptionsspektren der verwendeten Assays.
Im Vergleich der Proteinkonzentrationsmethoden von Lowry et al. (51) und Brad-
ford (50) stellten Lucarini und Kilikian (63) fest, dass bei beiden Methoden wesent-
liche Störfaktoren existieren. Bei Lowry sind es bspw. verschiedene Puffer, Deter-
genzien, EDTA, Lipide, Zucker wie Glucose und Sucrose, Nukleinsäuren und ver-
schiedene Salze wie Phosphate, Citrate, Kalium, Magnesium und Tris. Der Brad-
ford Assay wird insgesamt durch weniger interferierende Faktoren beeinflusst, ist
aber dennoch auch anfällig bei SDS, Triton X-100, kommerziellen Detergenzien, ver-
schiedenen Puffern, Natriumhydroxid und Tris (>2 M)(50). Dies limitierte die Exakt-
heit von Proteinkonzentrationsmessungen, die nicht nur Proteinlösungen enthiel-
ten, sondern auch zusätzliche Komponenten wie bspw. Liposomen (Lipide).
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Ein weiterer Störfaktor war das in Liposomen eingeschlossene CF. CF ist ein fluores-
zierender Farbstoff mit einer Absorptionswellenlänge von 495 nm und einer Emis-
sionswellenlänge von 517 nm (64). Als bei ersten Versuchen klar wurde, dass die ge-
messenen Absorptionswerte der Proteinbestimmung zu hoch waren, wurden meh-
rere Lösungsansätze getestet. Vor jeder Messung im Absorptionsspektrometer wur-
de ein Leerwert gemessen. Dieser diente zur Kalibrierung des Spektrometers und
enthielt nach Vitha et al. (65) alle Stoffe in der exakt gleichen Konzentration, die in
der Probe auch vorkamen, mit Ausnahme des gesuchten Analyten. Im Idealfall war
die Leerwert-Kuvette also exakt identisch zur Probe, außer dass es die zu bestim-
mende Substanz nicht enthielt. Nach diesem Prinzip konnte die Proteinkonzentra-
tionsbestimmung mit dem Assay nach Bradford (50) durchgeführt werden, solan-
ge vor den jeweiligen Messungen eine Leerwert-Kuvette mit der entsprechenden
Liposomenkonzentration derselben Liposomencharge (wegen schwankender CF-
Konzentrationen zwischen den Chargen) verwendet wurde. Diese Methode erwies
sich anfangs als hinreichend genau, wie man in Kapitel 4.4.1 und Tabelle 4.2 sehen
kann.
Die Proteinbestimmung mit dem Assay nach Bradford war trotz Verwendung eines
CF-TSL-Leerwerts immer noch relativ ungenau. Außerdem waren die gemessenen
Proteinwerte meist über dem optimalen Messbereich der Quantifizierungsmethode,
sodass die Proben immer verdünnt werden mussten. Um die Proteinbestimmung zu
verbessern, wurde für den weiteren Test eine adaptierte Methode nach Lowry et al.
(51) verwendet. Dabei wurde die Absorption bei 750 nm gemessen. Da die Absorp-
tion im Gegensatz zu den zwei Absorptionswerten des Bradford-Assays (a=450 nm,
b=590 nm) eine größere Differenz zum Absorptionsmaximum von CF (495 nm) be-
deutete, wurde auf die Leerwert-Messung verzichtet.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit der Entscheidung für CF in den Li-
posomen die Proteinquantifizierung eine Näherung an die tatsächlichen Werte war,
und vor allem eine Vergleichbarkeit der Proben untereinander gegeben war. Wie zu
Beginn des Kapitels angeführt, ist jedoch eine Verwendung von Liposomen ohne CF
mit ausgesprochenen Nachteilen insbesondere im Säulprozess verbunden. Schließ-
lich ist es am ehesten nicht die absolute Menge der an die Liposomenoberfläche
gebundenen Proteine, die ausschlaggebend ist, sondern die Zusammensetzung der
Proteinkorona. (66).

5.1.2 Methode zur Trennung der Proteinkorona von freiem Protein

Um die Zusammensetzung der Proteinkorona genau analysieren zu können, muss-
ten die in Lösung vorliegenden ungebundenen Proteine vorher abgetrennt werden.
Diese lagen entweder als soft corona vor oder waren gar nicht an das Liposom gebun-
den. Eine große Herausforderung dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einer
Methode, die es ermöglichte, die an die Liposomenoberfläche gebundenen Proteine
von den in Lösung befindlichen Plasmaproteinen zu trennen. Nachdem dies nur mit
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Zentrifugation und Waschung nicht möglich war, da die SDS-PAGE Gele bei die-
ser Methode keinen Unterschied zwischen Liposomen-Proteinkorona-Proben und
Kontroll-Plasma zeigten (Daten nicht gezeigt), wurde eine Methode nach Hosoka-
wa et al. (48) getestet. Hierbei wurde analog zu dessen Versuchen als Säulenmaterial
Sepharose CL-6B verwendet. Diese hat einen Trennbereich (Mr, Globuläre Proteine)
von 1 × 104 – 4 × 106 . In den SDS-PAGE Gelen zeigte sich durch diese Methode
ein deutlicher Unterschied zwischen normalem Plasma und der Proteinzusammen-
setzung der Proteinkorona, weswegen sie bis zum Einsatz der massenspektrometri-
schen Analyse genutzt wurde.
Bei einigen kleineren Proteinen ist beschrieben worden, dass sie auch in vitro Oligo-
mere bilden. Beispiele dafür sind Immunglobulin-Kettenbestandteile (Ig lambda-2
chain, Ig Kappa (67–69)), die auch unter den am häufigsten vertretenen Proteinen
der Negativkontrolle waren. Diese Oligomere (Proteinagglomerate) würden ihrer
Größe entsprechend nun auch viel früher eluieren.
Unterstützt wird diese Hypothese durch Tabelle 4.7: Dort zeigt sich, dass die durch-
schnittliche Proteingröße in gesäultem Humanplasma größer ist als in nicht prozes-
siertem Humanplasma, was bedeutet, dass in gesäultem Plasma im Durchschnitt
größere Proteine enthalten waren.
Zusätzlich unterstreicht auch die Betrachtung des gewichteten Mittelwerts diese An-
nahme. Hierbei wird in die Durchschnittsgröße außerdem der prozentuale Anteil
der Proteinmenge miteinbezogen. Hierbei zeigte sich, dass in gesäultem Plasma an-
teilsmäßig im Vergleich zu unprozessiertem Humanplasma und der Proteinkorona
an DPPG2-TSL aus Humanplasma am meisten große Proteine vertreten waren (s.
Tabelle 4.7).
Dies ist ein weiterer Hinweis, dass bei der Säulenchromatographie von Plasma in-
kubierten Liposomen größere Proteine früher eluieren und es leider auch Proteine
oder Proteinkomplexe und Aggregate gibt, die ein gleiches Säulenchromatographie-
verhalten bzw. eine ähnliche Größe wie Liposomen haben.
Aufgrund dieser Resultate wurde die Methode umgestellt und stattdessen als mög-
licher Problemlösungsansatz Sepharose CL-4B als Säulmaterial verwendet. Dessen
Trennbereich (Mr, Globuläre Proteine) befindet sich bei 7 × 104 – 2 × 107 . Dies
liegt vor allem an den verschiedenen Agarose-Konzentrationen (6 % bei der CL-6B,
bzw. 4% bei CL-4B). Weiterhin ist die Fließgeschwindigkeit der Sepharose CL-4B bei
Druck-Fließ-Technik mit 149 cm/h wesentlich geringer als die der Sepharose CL-6B
(283 cm/h)(70). Die geringere Fließgeschwindigkeit versprach eine bessere Auftren-
nung von Molekülen verschiedener Größe.
Ein weiterer Unterschied zwischen erster und zweiter Abtrennungsmethode be-
stand in der Verwendung von Aufreinigungsschritten der Proben durch Dialyse
nach der Säulenchromtographie, um eine höhere Reinheit der Proben von kleinmo-
lekularen Verunreinigungen zu erreichen.
Die jeweiligen Negativkontrollen des säulenchromatographierten Plasmas unter
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Verwendung der Methode mit Sepharose CL-4B zeigte allerdings auch das Vorlie-
gen von Proteinen. Jedoch war die Proteinverteilung deutlich unterschiedlich zur
Verteilung in der Proteinkorona. Deswegen wurden die Resultate der Massenspek-
trometrie zum Generieren von Hypothesen verwendet. Trotzdem sollte die Abtren-
nungsmethode bei weiteren Experimenten dieser Art auf jeden Fall noch verbessert
werden. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es zum Zeitpunkt des Ver-
fassens dieser Arbeit keine optimale Möglichkeit gab, freie Proteine von Protein-
Liposomen Komplexen abzutrennen. Dies ist eine der größten Herausforderungen
im Bereich der Proteinkorona-Forschung.

5.1.3 Auffälligkeiten bei den verwendeten Plasmen und FCS

Die verwendeten Plasmen zeigten in allen massenspektrometrischen Untersuchun-
gen einige Proteine, die nicht in Plasma vorkommen sollten (v.a. verschiedenste
Keratin-Typen). Keratin ist ein Faserprotein, das zu den häufigsten Kontaminan-
ten in massenspektrometrischen Analysen zahlt. Das typischerweise aus Hautzellen
stammende Keratin kommt in Haushalts-, und Laborstaub vor (71) und kann bei je-
dem Schritt der Probenprozesserierung, beginnend bei der Blutgewinnung, die Pro-
ben meist luftgebunden verunreinigen. Da das Keratin, wie in den Proteinkorona-
Bestimmungen deutlich zu sehen war, andere Proteine überlagerte, wurde dies bei
den prozentualen Proteinverteilungen herausgefiltert.
Was vor allem in den Abtrennungsversuchen mit Rattenplasma (s. Tabelle 4.13) auf-
fiel, ist die Tatsache, dass vermutlich große Proteinaggregate zur selben Zeit wie
die Proteinkorona beladenen Liposomen eluierten (s. Kapitel 5.1.2). Dies würde die
schlechte Abtrennung der liposomalen Proteinkorona von ungebundenen Proteinen
aus Rattenplasma auch gut erklären (s. Kap. 4.6.5.3). Wichtig bei zukünftigen Expe-
rimenten mit Proteinabtrennung durch Säulenchromatographie ist also die Verwen-
dung von kontaminationsfreiem Plasma ohne Proteinaggregate.
Bei der ersten Massenspektrometriemessung fiel die schlechte Qualität des verwen-
deten FCS auf, beziehungsweise der hohe Anteil an Kontaminationen, vor allem
von Hämoglobin. Die im FCS sehr prominenten und im Kalbsserum nur in gerin-
gen Mengen vorkommenden Hämoglobinbestandteile (Subunit alpha, Subunit Beta)
wiesen auf eine intravasale Hämolyse hin, bzw. auf eine Verunreinigung des Serums
durch Hämoglobin bei der Gewinnung. Hämoglobin, das unter physiologischen Be-
dingungen nur in Erythrozyten, und nicht frei im Plasma vorkommt, sollte deswe-
gen in vitro auch nicht in der Lage sein, an Nanopartikel bzw. Liposomen zu bin-
den. Dies wirft die Frage auf, inwieweit kommerziell erworbenes, standardisiertes
FCS ein geeignetes Medium für in-vitro-Versuche (Proteinkorona-Bestimmung) ist,
da zumindest ein Hauptbestandteil des FCS in vivo im Blutplasma nicht vorkommt.
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5.1.4 Einfluss von Antikoagulantien in den Versuchen

Bis auf die anfänglichen Inkubationen und Gelelektrophoreseläufe mit FCS, wurden
alle Experimente mit Plasma verschiedener Spezies durchgeführt. Dies entspricht
dem natürlichen Milieu, in dem sich Nanopartikel befinden würden, wesentlich bes-
ser und erzielt auch eine reichere Proteinkorona, als bei der Verwendung von Serum
(s. Abb. 4.2 und 4.4) (72). Zusätzlich zeigte Mirshafiee et al. (72), dass nicht nur Ko-
agulationsfaktoren, sondern auch Komplementfaktoren eher an Nanopartikel bin-
den, wenn diese in Humanplasma statt in Serum inkubiert wurden.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Plasma bei der Proteinkorona-Generierung
in vitro den physiologischen Bedingungen in vivo genauer entspricht als Serum. Je-
doch enthält Plasma im Gegensatz zu Serum noch alle Gerinnungsfaktoren und
würde ohne Zusatz von Antikoagulantien nicht verwendbar sein. Dementspre-
chend wirft dies die Frage auf, ob gängige Antikoagulantien wie bspw. EDTA oder
Lithium-Heparin, wie bei den hier verwendeten Plasmen, die Proteinkorona in vi-

tro beeinflussen. Lundqvist et al. (73) publizierten in einer Studie, in der die un-
terschiedlichen Proteinkoronae von Blut, EDTA-Blut, EDTA-Plasma und Serum an
Silica-Nanopartikeln sowohl mit SDS-PAGE, als auch Massenspektrometrie unter-
sucht wurden, dass deutliche Unterschiede zwischen allen verwendeten Medien
vorhanden waren. Dies lässt darauf schließen, dass auch unter optimalen Bedingun-
gen die Proteinkorona Bildung in vitro nur einer Annäherung an die in vivo Situation
entspricht.

5.1.5 Vergleich der beiden Abtrennungsmethoden anhand von Human-
plasma inkubierten DPPG2-TSL

Durch die Umstellung der Abtrennungsmethode und den Wechsel des massenspek-
trometrischen Analyse-Labors wurden für diese Arbeit zwei unterschiedliche Me-
thoden zur Generierung der Ergebnisse verwendet. In diesem Kapitel sollen die
Ergebnisse beider Abtrennungsmethoden der humanen Proteinkorona von DPPG2-
Liposomen dargstellt und eventuelle Unterschiede deutlich gemacht werden.
Die Abbildungen 4.7 und 4.11 zeigen jeweils die Proteinkoronae von DPPG2-TSL mit
der CL-6B- bzw. der CL-4B-Abtrennungsmethode. Abbildungen 5.1 und 5.2 zeigen
einen Vergleich der Proteinverteilungen mit den jeweiligen Abtrennungsmethoden.
Dazu sind Proteine in ihre Familien kategorisiert.
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ABBILDUNG 5.1: Proteinkategorien mit
der CL-6B-Abtrennungsmethode: Darge-
stellt sind hier Humanplasma-Proteine der
DPPG2-TSL-Korona, ihrer jeweiligen Kate-
gorie zugeordnet. Miteingeschlossen sind
alle Proteine mit einer Menge von ≥ 1
Mol%. Dies sind hier 15 einzelne Proteine.

0

10

20

30

40

50

60

Protein-Kategorien

Mol%

ABBILDUNG 5.2: Proteinkategorien mit
der CL-4B-Abtrennungsmethode: Darge-
stellt sind hier Humanplasma-Proteine der
DPPG2-TSL-Korona, ihrer jeweiligen Kate-
gorie zugeordnet. Miteingeschlossen sind
alle Proteine mit einer Menge von ≥ 1
Mol%. Dies sind hier 23 einzelne Proteine.

Die beiden Proteinkoronae stimmen, wie in der Abbildung deutlich wird, in ihrer
Proteinzusammensetzung nicht überein. Zum einen ist die Anzahl an relevanten
Proteinen (≥ 1 Mol%) bei der ersten Abtrennungsmethode deutlich geringer als
bei der zweiten (15 im Gegensatz zu 23 Proteinen). Außerdem zeigt sich bei der
ersten Methode das erwartete Bild der Apolipoprotein-Dominanz deutlicher als bei
der zweiten, wo C4b-binding protein alpha chain am dominantesten ist, sowie an
zweiter Stelle das Vitamin K-dependent Protein S. C4b-binding protein alpha chain
ist bei der CL-6B-Abtrennungsmethode nur mit ca. 1 % vertreten.
Protein S ist unter anderem ein Mitglied der Gerinnungsfaktoren, bzw. auch ein Co-
faktor von aktiviertem Protein C, die als Gegenspieler der Gerinnungskaskade das
physiologische Gerinnungs-Gleichgewicht aufrechterhalten. Darüber hinaus bildet
Protein S allerdings auch mit dem hier in seinen 2 Bestandteilen (α - und β -Kette)
vertretenen C4-bindendem Protein einen Komplex (dies mit der β-Kette ). Unter
anderem zeigt der Komplex auch eine Affinität für negativ geladene Phospholipide
(74), was eine interessante Konsequenz für DPPG2-Liposomen darstellt, da diese
das negativ geladene Phospholipid DPPG2 zu 30 mol% in der Lipidmembran
enthalten (23), was den hohen Anteil der α-, β-Ketten des C4-binding Proteins,
sowie des Protein S erklären kann.
Weiterhin auffallend ist die Affinität vieler Apolipoproteine. Bertrand et al. (62)
haben beschrieben, dass ein Mitglied der Apolipoproteinfamilie, ApoE, einen
dysopsoninen Effekt auf Nanopartikel haben kann. Der Grund für die unterschied-
lichen Proteinkoronae könnte nun natürlich in dem unterschiedlichen Prozessieren
liegen, allerdings wurde bei beiden Prozessen nicht die selbe Liposomencharge
verwendet. Obwohl die Formulierungen an sich identisch waren, waren die
Liposomen, die mit der CL-6B-Abtrennungsmethode analysiert wurden mit ca.
163 nm geringfügig größer als die mit der CL-4B-Abtrennungsmethode (ca.156
nm). Zusätzlich haben die beiden verwendeten Formulierungen unterschiedliche
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Zeta-Potentiale-Werte: -24,8 mV (CL-6B-Methode) bzw. -28,2 mV (CL-4B-Methode),
was auf geringfügig verschiedene DPPG2-Konzentrationen in der Membran der
TSL hinweist.
Lundqvist et al. (35) fanden heraus, dass die Größe, sowie die Ladung von Nano-
partikeln durchaus die Zusammensetzung der Proteinkorona beeinflusst. Durch
die relativ geringe Größendifferenz der in dieser Arbeit verwendeten Liposomen
im Vergleich zu der eben genannten Studie, wo die Differenz 50 nm betrug, ist
hier allerdings mit einem wesentlich geringeren Unterschied zu rechnen. Die
stärker negative Ladung der zweiten Liposomencharge könnte aber ein Grund für
die stärkere Affinität des Protein S-C4b-binding Protein Komplexes sein, da dies
vermehrt an negativ geladene Phospholipide bindet.
Insgesamt lässt sich sagen, dass die verschiedenen Ergebnisse vermutlich auf einer
Kombination der Abtrennungsmethoden, der massenspektrometrischen Analyse,
sowie der zwei verwendeten Liposomenchargen beruht.

5.2 Übereinstimmung der SDS-PAGE-Gele mit massenspek-

trometrischen Ergebnissen

Da die Möglichkeit der massenspektrometrischen Analyse sich erst während des
späteren Verlaufs dieser Arbeit bot, wurde versucht mit Hilfe von Gelelektrophore-
se Proteinbanden der Proteinkorona TSL spezifischen Proteinen zuzuordnen. Nach
Erhalt der Massenspektrometrieergebnisse wurde versucht, die Ergebnisse beider
Methoden zu korrelieren. Die Übereinstimmung der beiden Analyseverfahren ist
jedoch trotzdem schwierig. Die Größenbestimmung mit Hilfe der Markerbande ist
relativ ungenau und so lassen sich leider auch deutliche Banden nicht eindeutig be-
stimmen. Ein Beispiel dafür ist Abbildung 5.3.
Einige Banden sind sehr deutlich zu identifizieren, wie beispielsweise Albumin (gel-
ber Pfeil), das in den reinen Plasma-Proben das häufigste Protein darstellt, und in
jeder der in Abbildung 5.3 aufgeführten Proben vorkommt, inklusive in den letzten
beiden Spuren, die aus Maus Plasma, bzw. Maus Plasmakorona bestehen.
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ABBILDUNG 5.3: Banden, deren Größe und Mengenverteilung aus der Massenspektrome-
triemessung bekannt sind, wurden hier mit Pfeilen gekennzeichnet, die Spuren hier beste-
hen aus: Marker (Spur 1), Reines Humanplasma (Spur 2), Human-Proteinkorona an DPPG2-
TSL (Spur 3), Human-Proteinkorona an KL (Spur 4), Human-Proteinkorona an LTSL (Spur
5), Human-Proteinkorona an PEGL (Spur 6), Human Proteinkorona an Caelyx R©(Spur 7),
Reines Mausplasma (Spur 8), Maus-Proteinkorona an DPPG2-TSL. Hellblau = Vitamin K
depend. Protein S, Gelb = Serum Albumin, Dunkelblau = Ig µ chain C region, Rot = Apoli-

poprotein E, Grün = Apolipprotein A-I

Pfeile Protein Größe (in kDa)

hellblau Vitamin K dep. Protein S 75,12
gelb Serum Albumin 69,37 (hu), 68,70 (mu)
dunkelblau Ig µ chain C region 49,94
rot Apolipoprotein E 36,15 (hu), 35,87 (mu)
grün Apolipoprotein A-I 30,78 (hu), 30,61 (mu)

TABELLE 5.1: Proteine, die anhand der Massenspektrometrieanalyse identifiziert wurden.
Die Größe der Proteine ist in der letzten Spalte angeführt. Bei dreien der aufgeführten Pro-
teine, gibt es zwei Größen, je nachdem, ob sie in menschlichem (hu) oder murinen (mu)
Plasma enthalten sind. Anhand der Pfeilfarben kann man sie als Elektrophoresebanden in

Abbildung 5.3 identifizieren

Vor der massenspektrometrischen Untersuchung, war die Vermutung, dass die
Bande in Abbildung 5.3 (grüner Pfeil) die leichte Kette von IgG ist, da diese ca. 25
kDa groß ist. Jedoch ist in den massenspektrometrischen Analysen dieses Protein
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nicht in der Menge vorhanden, dass es eine derart deutliche Bande hinterlassen
würde. Vielmehr ist die mit dem grünen Pfeil gekennzeichnete Bande wahrschein-
lich Apolipoprotein A-I, mit einer Größe von ca. 30 kDa. Die Markerbande gibt
hier in Spur 1 hier eine Größe von 25 kDa an. Dies hätte eine Identifizierung der
Banden ohne die spätere Massenspektrometrie-Messung nicht möglich gemacht.
Apolipoprotein E (roter Pfeil), das in der Humanplasma-Korona von DPPG2-TSL,
von KL, sowie in der Mausplasma-Korona von DPPG2-TSL vorkommt, ist ebenfalls
auf dem Gel zu erkennen. Ein anderes deutlich in allen Spuren vorhandenes Protein
ist das Vitamin K abhängige Protein S (hellblauer Pfeil).

5.3 Proteinprofile der Liposomenformulierungen

Proteinbestimmungen haben gezeigt, dass die DPPG2-Liposomen am wenigsten
Protein binden (s. Tabelle 4.4). Dies könnte sich günstig auf die Plasmahalbwertszeit
auswirken. Unklar ist jedoch, ob nicht vielmehr die Zusammensetzung der Korona
ausschlaggebend für das pharmakokintische Verhalten in vivo ist (60), (75), weswe-
gen letztere hier betrachtet wird.
Eine Herangehensweise zum Design und zur Formulierung neuartiger Liposomen
wäre es, diese anhand ihrer Proteinkorona zu strukturieren. Deswegen war ein Ziel
dieser Arbeit, Unterschiede in der Proteinkorona verschiedener gängiger Formulie-
rungen festzustellen und wenn möglich zu erklären.
Daten hierfür wurden in Form von SDS-PAGE Gelen für die jeweils fünf in Kapi-
tel 3.1.1 beschriebenen Liposomenformulierungen, sowie zusätzlich für die DPPG2-
TSL, sowie LTSL in Form von massenspektrometrischen Ergebnissen erfasst. Letzte-
re beide wurden gewählt, um einen Vergleich zwischen zwei thermosensitiven For-
mulierungen zu erhalten, die derzeit in der klinischen Entwicklung sind (17), (76).
Beim Blick auf die SDS-PAGE-Gele sieht man in Abbildung 4.2 beim Vergleich der
5 verwendeten Liposomenformulierungen einen deutlichen Unterschied zwischen
den DPPG2-Liposomen und den kationischen Liposomen. Die kationischen besit-
zen auch im Vergleich zu den restlichen drei Formulierungen eine zusätzliche Ban-
de bei ca. 45 kDa. Die Silberfärbung der mit Humanplasma inkubierten Liposomen
zeigt dann schließlich noch deutlichere Unterschiede. Die DPPG2-Liposomen schei-
nen mehr Banden im Bereich zwischen 50 und 100 kDa zu haben. Wie in Kapitel
5.2 beschrieben, ist die genaue Identifikation der Proteine definitiv herausfordernd.
Was jedoch deutlich ersichtlich wird ist, dass es durchaus Unterschiede der Protein-
profile der einzelnen Formulierungen gibt. Abbildungen 5.4 und 5.5 zeigen nun die
Proteinverteilung nach Proteingruppen aufgeteilt.
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Apolioproteine

Immunglobuline

Koagulation

Komplement-System

Akute Phase

Gewebsproteine

Andere

ABBILDUNG 5.4: Proteinverteilung
der Proteingruppen an DPPG2-TSL:
Apolipoproteine, Immunglobuline,
Koagulations-Proteine, Komplement-
System-Bestandteile, Akute-Phase-
Proteien, Gewebsproteine und Andere.
Mitein flossen alle Proteinmengen (fmol)
ab einem prozentualen Anteil von ≥ 0,1 %.
Ausgeschlossen wurden damit 3,87 % aller

detektierten Proteine (n=3)

Apolioproteine

Immunglobuline

Koagulation

Akute Phase

Komplement-System

Gewebsproteine

Andere

ABBILDUNG 5.5: Proteinverteilung der
Proteingruppen an LTSL: Apolipoproteine,
Immunglobuline, Koagulations-Proteine,
Komplement-System-Bestandteile, Akute-
Phase-Proteien, Gewebsproteine und
Andere. Mitein flossen alle Proteinmengen
(fmol) ab einem prozentualen Anteil von
≥ 0,1 %. Ausgeschlossen wurden damit 3,5

% aller detektierten Proteine (n=2).

Bei beiden Formulierungen ist erwartungsgemäß die Apolipoproteinfraktion am
häufigsten vertreten, wie auch schon Barrán-Berdón et al. (32) und Schöttler et al.
(55) herausfanden. Allein von einem physiologischen Standpunkt aus, ist dies bei
Liposomen sehr wahrscheinlich. Apolipoproteine sind eine Reihe von Proteinklas-
sen (bisher sind sieben Klassen: A, B, C, D, E, H, L mit mehreren Subklassen be-
stimmt), deren Hauptfunktion es ist, als strukturelle Komponenten von Lipoprote-
inen im Transport von Lipiden zu agieren. Apolipoproteine binden demnach Lipi-
de im Lipoproteinstoffwechsel (77). Da Liposomen in den allermeisten Fällen aus
Phospholipiden bestehen, ist es wahrscheinlich, dass Apolipoproteine an Liposo-
men binden. In anderen Arbeiten (61), (78), (79) wurde gezeigt, dass Nanopartikel,
in deren Proteinkorona Apolipoproteine vermehrt angereichert waren, besondere
Eigenschaften zeigten. Vor allem Apolipoprotein E beladene Nanopartikel werden
zum einen von humanen Endothelzellen vermehrt aufgenommen. Zum anderen
werden sie langsamer aus dem Blutkreislauf eliminiert (62) und sind darüber hinaus
in der Lage, durch die Anreicherung mit ApoE und ApoA-I in ihrer Korona die Blut-
Hirn-Schranke zu überqueren. Allerdings wurde auch beschrieben, dass Nanoparti-
kel, deren Proteinkorona mit verschiedenen Apolipoproteinen (ApoB-100, Apo A-I,
ApoE) beladen war auch leichter von Hepatozyten aufgenommen und dementspre-
chend schneller aus dem System eliminiert wurden. Vor allem ApoA-I und ApoE4
haben eine hohe Affinität zum auf Endothelzellen exprimierten LDL-Rezeptor, was
Rückschlüsse auf die Internalisation von Liposomen zulässt (29).
Im Gegensatz zu anderen Proteinen wie Immunglobulinen oder Komplementfakto-
ren, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit die Proteinkorona als Opsonine ausma-
chen, scheinen Apolipoproteine einen dysopsoninen Effekt auf Nanopartikel zu ha-
ben, wie auch die Arbeit von Bertrand et al. (62) zeigt. Hier sieht man, dass die Apoli-
poproteinfraktion mit zunehmender PEGylierung des Nanopartikels zunimmt. Nun
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beinhaltet die lysolipid-basierte Liposomen-Formulierung, die hier verwendet wur-
de unter anderem auch DSPE-PEG2000, hat damit also auch eine schützende PEG-
Schicht. Dies dient dazu, es vor dem Immunsystem und vor Opsonierung “unsicht-
bar”zu machen. Unter anderem geschieht dies, indem die PEGylierung mit PEG2000

die Oberflächenladung auf den Liposomen abschirmt (gut zu sehen am fast neutra-
len ζ-Potential in Tabelle 4.1) (80).
In den Grafiken 5.4 und 5.5 ist zu erkennen, dass die Apolipoproteinfraktion bei den
DPPG2-Liposomen um ca. 10 % höher ist als bei den Lysolipid-basierten Liposo-
men. Dies geschieht v.a. zugunsten von Koagulationsfaktoren, bzw. anderer Protei-
ne. Zum einen unterscheiden sich die Formulierungen in ihrer Größe sowie Ladung:
bei den LTSL sind es 126,2 nm und -2,37 mV, bei den DPPG2-Liposomen sind es 163,1
nm und -24,8 mV. Letztere sind also deutlich größer und stärker negativ geladen,
was einen wesentlichen Einfluss auf die Zusammensetzung der Proteinkorona von
Nanopartikeln hat (35), (81). In der Arbeit von Schmidt (24), in der unter anderem
die Pharmakokinetik in vivo von LTSL und DPPG2-TSL untersucht wurde, wurde
gezeigt, dass die Plasmahalbwertszeit des in Liposomen enkapsulierten Wirkstoffes
(Doxorubicin) bei DPPG2-TSL im Mausmodell um knapp 30 % größer war.
Möglich wäre, dass ein größerer Anteil an Apolipoproteinen in der Proteinkorona
durch einen größereren Durchmesser der Liposomen verursacht wird. Es gibt meh-
rere Arbeiten, die einen Zusammenhang zwischen der Nanopartikelgröße und der
Proteinkorona-Zusammensetzung zeigen (82), (83). In der Literatur gibt es jedoch
wenig Erklärungsansätze hierfür. Die Liposomengröße beeinflusst auf jeden Fall die
Oberflächenkrümmung. Eine weniger gekrümmte Oberfläche könnte sich günsti-
ger auf die Bindung von z.B. Apolipoproteinen auswirken. Der größere Anteil an
Apolipoproteinen der Proteinkorona könnte auch durch die negativere Ladung be-
dingt sein. Beide Aspekte können damit günstige Effekte auf die Plasmahalbwerts-
zeit des Wirkstoffs bzw. die Bioverfügbarkeit haben. Erwähnenswert ist allerdings
noch, dass vor allem bei nicht optimal sterisch geschützten Partikeln, wie es bei den
DPPG2-Liposomen der Fall ist (keine PEGylierung), Apolipoprotein E eine wichtige
Rolle im Schutz vor Opsonierung zu spielen scheint (62).

5.4 Interspeziesspezifische Unterschiede der Proteinkoronae

und Erklärung für die schlechtere Stabilität in Mausplas-

ma

Beim Vergleich der Proteinkoronae der Spezies Mensch, Maus, Ratte, Hamster und
Beagle (zum besseren Vergleich werden hier nur die Proben, die mit der CL-4B
Methode analysiert wurden miteinbezogen), fällt auf, dass die des Humanplasmas
wesentlich vielfältiger sind. Dies kann an der verwendeten Datenbank (uniprot.org)
liegen, da bei den Proteomen der einzelnen Spezies unterschiedlich viele Proteine
identifiziert sind. Das Proteom des Menschen (Homo sapiens) enthält hier 73112
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unterschiedliche Proteine, die anderen jeweils 55197 (Mus musculus, Maus), 29961
(Rattus norwegicus, Ratte), 28696 (Golden Hamster, Hamster), 25492 (Canis Lupus
familiaris, Beagle) (84). Diese Proteinmengen korrelieren gut mit der Proteinanzahl
der detektierten Proteinkoronae. Die unterschiedliche Vielfalt der Proteinkoronae
in vitro ist also wahrscheinlich nicht auf geringere Affinität von Proteinen, sondern
auf ein schlechter untersuchtes Proteom zurückzuführen.
Die Proteinkorona im Humanplasma zeigt neben starken Keratinverunreinigungen
eine große Anzahl verschiedenster Immunglobulinbestandteile, sowie Apolipopro-
teine, Komplementfaktoren bzw. der C4b-Protein S Komplex (zu dessen genaueren
Analyse s. Kapitel 5.1.5).
Im Rattenplasma, bei dem wie in Kapitel 4.6.5.3 gezeigt, Abtrennungsprobleme in
der Säulenchromtographie bestanden, kommen neben hohen Mengen an Apoli-
poprotein E und Albumin noch weitere seltenere Proteine vor wie beispielsweise
das 2’-5’oligoadenylate synthase-like protein 2 (OAS2), ein Protein, das Interferon-
induziert bei der viralen Immunabwehr eine Rolle spielt (85). Außerdem noch
interessant ist das Protein Serum paraoxonse/arylesterase 1 (PON1), ein Enzym,
dessen primäre Substrate Phosphotriester, Ester, und Lactone sind (86). Durch die
Ester-Bindungen der Phospholipide in den verwendeten Liposomenformulierun-
gen, ist PON1 ein mögliches Enzym, das zur Instabilität von Liposomen durch
Spaltung der Phospholipide beiträgt und deswegen ein Grund für eine schlechtere
Stabilität von Liposomen wäre.
Die Proteinkorona in Hamsterplasma hat am meisten Bestandteile, die von den
bisher häufigen Apolipoproteinen, bzw. Immunglobulinen abweichen. Die Pro-
teinverteilung der Proteinkorona im Hamsterplasma war sehr ähnlich zu dessen
Negativkontrolle, weswegen es allerdings möglich ist, dass die Abtrennung durch
die Säulenchromatographie nicht optimal verlief. An den im Hamsterplasma inku-
bierten DPPG2-TSL lässt sich zum einen Galectin-1 nachweisen, das wie in Kapitel
4.6.5.4 erwähnt vermutlich aufgrund von Verunreinigungen so stark vertreten
ist. Galectin-1 ist ein intrazelluläres Protein und im Gegensatz zu allen anderen
detektierten Proteinkorona Bestandteilen beim Hamster im Vergleich zur Negativ-
kontrolle sehr viel mehr in der Korona enthalten. Dies ist vor allem erstaunlich, da
es zur Familie der Kohlenhydrat-bindenden Proteine gehört, und es deswegen un-
wahrscheinlich ist, dass es eine Bindung zu Phospholipiden eingeht. Des weiteren
wurde beobachtet, dass Galectin-1 auch an Protein-Protein Bindungen involviert ist.
Dies geschieht aber vermehrt intrazellulär (59). Theoretisch könnte Galectin-1 hier
aber einen Teil der soft corona ausmachen, indem es an Kohlenhydrat-Anlagerungen
anderer Proteinkorona-Proteine bindet. Über Galectin-13 ist außerdem beschrieben,
dass es an Glycerin bindet (87), welches als Diglycerin auch Bestandteil von DPPG2

ist. Denkbar wäre, dass auch Galectin-1 als Bestandteil dieser Proteinfamilie eine
ähnliche Bindung eingeht.
Die Proteinkorona im Beagleplasma zeigt das übersichtlichste Spektrum. Die
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Abtrennung war hier verglichen mit den anderen Plasmaproben (ähnlich zu Hams-
terplasma) eher schlecht. Ein Hinweis darauf ist, dass Albumin mit deutlichem
Abstand zu den anderen Proteinen am häufigsten in der Korona vertreten ist. Beim
Betrachten der Proteinkorona Proben in den anderen Spezies ist Albumin, das am
häufigsten vertretene Protein in reinem Plasma, in den Proteinkoronae prozentual
gering vertreten. Dies lässt darauf schließen, dass das in der hier analysierten
Proteinkorona gezeigte Albumin wahrscheinlich eher ein Zeichen der schlechten
Trennung in der Säulenchromatographie ist. Dies ist in allen anderen Modellen
so bisher in keiner Weise vorgekommen, auch wenn Albumin eine schwache
Affinität zu den DPPG2-TSL besitzt (44). Allerdings befinden sich hier auch einige
Apolipoproteine in der Korona: C-III, E, A-I, und C-I. Diese sind in der Negativ-
kontrolle jeweils zu einem geringeren Anteil vertreten. Dies stützt die generelle
Annahme, dass wie bei allen vorherigen Ergebnissen, die Apolipoproteinfraktion
bei Liposomen einen der wichtigsten Bestandteile der Proteinkorona ausmachen.
Im Vergleich zu den eben genannten Spezies war die Proteinkorona in Mausplasma
von besonderem Interesse, da die Stabilität von DPPG2-TSL in Mäusen deutlich
schlechter war (24). Hier gibt es nun mehrere Erklärungsansätze.
Die erste Analyse der Proteinkorona im Mausplasma von DPPG2-Liposomen ergab
neben ähnlichen Proteinprofilen wie bei den anderen untersuchten Spezies (große
Mengen an Apolipoproteinen) noch ein weiteres bisher nicht unter den häufigsten
1% gefundenes Protein: ein Bestandteil des MHC-1 Komplexes. Dieser in Wirbeltie-
ren vorkommende Proteinkomplex, der an T-Zellen bindet, ist verantwortlich für
die Expression von Proteinbestandteilen, die, sollten es sich um dem Organismus
fremde Proteine (bspw. bei einer viralen Infektion) handeln, von zytotoxischen
T-Zellen erkannt und eliminiert werden (88). Interessant ist allerdings, dass im
Gegensatz zum Aufbau bakterieller oder viraler Organismen, bei der Synthese von
Liposomen keine Proteine zum Einsatz kommen, was die Frage aufwirft, warum
der Bestandteil des MHC-1 Komplexes sich so deutlich präsent in der Proteinkorona
von Liposomen befindet. Da dieser auch prozentual wesentlich geringer in der
Vergleichsprobe von normalem Mausplasma vertreten ist, kann angenommen
werden, dass der Komplexbestandteil wesentlicher Teil der harten Korona ist.
Allerdings müsste der MHC-1 Komplex auch körperfremde Proteine exprimieren,
um das Liposom dem zellulären Immunsystem als fremd anzuzeigen. Nur dann
würde es eliminiert werden. Da in der hier verwendeten Liposomenformulierung
keine Proteine enthalten sind, kommen, wenn überhaupt, nur Verunreinigungen in
Frage. Aus diesem Grund ist es unwahrscheinlich, dass dies mit der schlechteren
Stabilität der Liposomen in Mausplasma zusammenhängt, da man von einem
ähnlichen Mechanismus in den anderen Spezies ausgehen müsste.
Die zweite massenspektrometrische Analyse der Proben, die mit Sepharose CL-4B
chromatographiert wurden, ergab nochmal ein weiteres Ergebnis. Von den häu-
figsten fünf vertretenen Proteinen sind drei unterschiedliche Bestandteile von Im-
munglobulinen. Auch bei den Proben, die mit Sepharose CL-6B chromatographiert
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wurden sind es zwei. Bekannterweise ist eine Hauptfunktion der Immunglobuli-
ne, sowie auch der Bestandteile des Komplementsystems, die Opsonierung von
Fremdkörpern im physiologischen Milieu. Die konstante Region eines Antikörpers
wird von anderen Bestandteilen des Immunsystems erkannt und der Fremdkörper
anschließend eliminiert. Die relative Häufigkeit der Immunglobulinbestandteile
(fast ausschließlich von konstanten Regionen) in der murinen Proteinkorona, vor
allem in Betrachtung der anderen untersuchten Spezies, ist durchaus auffällig und
könnte mitunter ein Grund für die schlechtere Stabilität sein, zumal bekannt ist,
dass IgG bei anionischen TSL (also auch DPPG2-TSL) die Membran destabilisiert
(43). Allerdings ist noch unklar, worauf diese größere Affinität im Mausplasma
beruht. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Immunglobulinen bspw. im
Vergleich von humanen und murinen Ig-Bestandteilen sind zwar vorhanden aber
gering (89). Dies herauszufinden, überstieg jedoch den Umfang dieser Arbeit.
Ein weiteres Protein fiel ebenfalls auf: das Cathelicidin antimicrobial peptide. Dieses
mit ca. 2.5 % in den CL-4B Proben, allerdings nur mit ≈ 0,1 % in den CL-6B Proben
vertretene Protein spielt eine zentrale Rolle in der Abwehr gegen Bakterien (90).
Gallo et al. (91) haben in CRAMP (Cathelicidin related antimicrobial peptide) ein
murines Cathelicidin-Protein entdeckt, das in seiner Funktion denen der anderen
Spezies sehr ähnelt. LL37, z. B., das einzige humane Mitglied der Cathelicidin
Familie zeigt starke Affinität zu Phospholipiden wie DPPC, je nach Ladung der
Kopfgruppe und Länge des Kohlenstoffschwanzes (92). Die Cathelicidin-Proteine
im Menschen und in der Maus sind sich zwar sehr ähnlich, doch divergieren sie
auch in entscheidenden Punkten (93), wie beispielsweise einer weniger starken
Chemokin Induktion im murinen Modell im Vergleich zum humanen. Bei beiden
Molekülen scheint die Neutralisation von bakteriellen Antigenen (Lipopolysac-
chariden) die Hauptfunktion zu sein. In Zusammenschau ist es wahrscheinlich,
dass auch beim murinen Cathelicidin eine Affinität zu Phospholipiden, wie sie in
Liposomen vorkommen besteht, weswegen dies ebenfalls zu der Instabilität von
DPPG2- TSL im Mausmodell beitragen könnte.

Der letzte und wahrscheinlichste Grund für die schlechtere Stabilität von DPPG2-
TSL im Mausmodell besteht möglicherweise im Vorhandensein aktiver Phospholi-
pid spaltender Enzyme. Ein Enzym, das in Frage kommt ist eine Phospholipase A1
im Mausplasma (94), (95). Wie die eben genannten Arbeiten zeigen, wurde in Maus-
plasma wesentlich höhere Aktivitäten einer Phospholipase im Vergleich zu Mensch
oder Ratte gefunden. Ein postulierter Grund ist, dass dieses Enzym im Menschen
nur gebunden an Hepatozyten vorkommen, in der Maus jedoch im Plasma zirku-
liert. Tatsächlich findet sich in der Proteinkorona der mit Mausplasma inkubierten
TSL der Nachweis einer Phospholipase A1 (nur mit 0.02 Mol%). Im reinen Maus-
plasma fehlt die Detektion dieses Enzyms, a.e. bei zu geringer Menge.
Gillett et al. (96) zeigten jedoch später, dass ein anderes Enzym ebenfalls eine hohe
Phospholipidlipaseaktivität zeigt: Hepatische Triglycerid-Lipase. Auch hier wurde
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die Hypothese aufgestellt, dass dieses Protein nur in der Maus frei im Plasma zir-
kuliert, bzw. eine viel höhere Aktivität in der Maus, als in Ratte oder Mensch hat,
wo es möglicherweise nur fest an Hepatozyten gebunden vorkommt. In dieser Ar-
beit konnte sowohl in reinem Mausplasmaprobe (mit 0,002 Mol%), und in deutlich
größerer Menge in der Proteinkorona von TSL aus Mausplasma (mit 0,03 Mol%)
Hepatische Triglycerid-Lipase nachgewiesen werden.
Ein möglicher Ansatzpunkt, diese Hypothese zu prüfen, ist die hepatische
Triglycerid-Lipase durch ein spezifisches Antiserum zu inaktivieren (98). Bei rele-
vantem Einfluss eines Phosphlipid-spaltenden Enzyms sollten die Stabilität von TSL
nach Inaktivierung der Hepatischen Triglycerid-Lipase deutlich profitieren.

5.5 Ausblick und Möglichkeiten in der Proteinkoronafor-

schung

5.5.1 In vivo Isolation von Proteinkorona

Eine vermutlich bessere Alternative zur in-vitro-Isolation und Analyse der Prote-
inkorona, wie sie in dieser Arbeit stattfand, ist die in vivo Isolation und Analyse.
Denn die in vivo Isolation von Proteinkorona auf Nanopartikeln ist wesentlich ge-
nauer, verglichen mit der in-vitro-Situation. Sakulkhu et al. (103) fanden heraus, dass
bei negativ geladenen superparamagnetischen Nanopartikeln (SPIONs) nur 8% der
Proteinkorona in vivo und in vitro übereinstimmen. Dies deutet auf ein großes Manko
der gesamten Proteinkorona Forschung hin, weswegen alle in-vitro-Ergebnisse unter
Vorbehalt interpretiert werden sollten. Zum selben Ergebnis kamen auch Hadjide-
metriou et al. (36). In Zukunft sollten deswegen in-vitro-Daten nur für das Grund-
lagenverständnis einzelner Protein-Nanopartikel Interaktionen verwendet werden.
Für eine genaue Voraussage müssen in vivo Daten gewonnen werden. Dies wird
durch die stark erschwerte Rückgewinnung der Liposomen in vivo erschwert.

5.5.2 “Pre-Coating” zur besseren Steuerung von Liposomen in vivo

Ein sehr interessanter Ansatz, das Verhalten von Nanopartikeln und Liposomen in

vivo zu steuern, ist, diese vor Applikation mit Plasma, Serum oder anderen physio-
logischen Gemischen zu inkubieren. Beispielsweise kann dies mit IgG depletiertem
Plasma passieren. Daraus entsteht eine Proteinkorona ohne diesen Bestandteil. Die-
ser ist nachweislich ein verantwortlicher Bestandteil der Opsonierung der mit Hilfe
des Fc-Rezeptors die Aufnahme durch Macrophagen vermittelt (104). Simon et al.
(105) zeigten, dass die Aufnahme von Nanopartikeln durch Macrophagen, die mit
IgG depletiertem Plasma inkubiert wurden, signifikant reduziert ist und demons-
trieren so, dass es möglich ist, Nanopartikel dadurch zu steuern. Ein weiteres Ver-
ständnis jedes einzelnen Bestandteils einer Proteinkorona im Bezug auf deren Ein-
fluss zur Pharmakokinetik, Opsonierung und Gewebeaufnahme könnte die Steue-
rung von Nanopartikeln allein auf diese Weise möglich machen.
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Ein Beispiel dafür bietet sich auch in der Neuroonkologie: Eines der großen Proble-
me bei der Therapie von intrazerebralen onkologischen Erkrankungen ist das Über-
queren der Blut-Hirn-Schranke. Die Anreicherung der Proteinkorona mit Apolipo-
protein E ist vermutlich eine vielversprechende Möglichkeit, die Blut-Hirn-Schranke
zu überqueren. Göppert und Müller (106) erreichten dies durch die Stabilisierung
von SLN (solid lipid nanoparticles) mit Polysorbat 80. Dies könnte auch eine Mög-
lichkeit sein, Liposomen zu modifizieren um diese in der Therapie von intrazerebra-
len Tumoren anzuwenden.
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Kapitel 6

Zusammenfassung und Fazit

Ziel dieser Arbeit war es, zu ergründen, welche Proteine sich an Liposomen anla-
gern, und welche Schlussfolgerungen sich daraus auf das Verhalten vor allem von
TSL in vivo ziehen lassen können. Zusätzlich war es wichtig, für zukünftige Untersu-
chungen zur Protein-TSL-Interaktion, eine reproduzierbare Methodik zur Isolation
der Proteinkorona zu etablieren.
Es konnte schließlich gezeigt werden, dass es nicht nur in der Gelelektrophorese, in
denen fünf verschiedene Liposomenformulierungen miteinander verglichen wur-
den, Unterschiede in der Proteinkorona-Zusammensetzung gibt. Auch massenspek-
trometrisch zeigten sich anschließend verschiedene Zusammensetzungen der Pro-
teinkorona Profile zwischen den zwei dabei untersuchten thermosensitiven Formu-
lierungen. Diese ließen sich durch die biochemischen Eigenschaften der Liposomen-
formulierung auch theoretisch nachvollziehen.
Besonders interessant ist, dass ein prozentual hoher Anteil an Apolipoproteinen,
wie es bei der Proteinkorona an der DPPG2-Formulierung der Fall ist, sich günstig
auf die Plasmahalbwertszeit des enkapsulierten Wirkstoffes auszuwirken scheint.
Grund für die Anlagerung der Apolipoproteine sind womöglich Größe und Ladung
der DPPG2-Liposomenformulierung. Größere Liposomen begünstigen möglicher-
weise durch eine weniger stark ausgeprägte Oberflächenkrümmung das Anlagern
von bestimmten Proteinen, z.B. Apolipoproteine. Dies ist dementsprechend neben
dem Oberflächen-Coating mit bspw. PEG ein weiterer Ansatzpunkt, die Zusammen-
setzung der Proteinkorona zu beeinflussen.
Bezüglich des zweiten Aspekts der Analyse von Proteinkorona in Bezug auf die
unterschiedlichen Zusammensetzungen der Koronae nach Inkubation in Human-,
Maus-, Ratten-, Hamster- und Beagleplasma lassen sich folgende Schlussfolgerun-
gen ziehen: Grundsätzlich besteht eine Dominanz aus Apolipoproteinen in allen
fünf Spezies.
Eine Erklärung für die schlechtere Stabilität der DPPG2-TSL in Mausplasma könn-
ten zum einen mehr Immunglobulinbestandteile unter den am häufigsten vertre-
tenen Proteinen sein, die bekanntermaßen zur wärmeinduzierten Freisetzung aus
TSL beitragen. Weiterhin gibt es einzelne Proteine wie Bestandteile des MHC1 Kom-
plexes oder Cathelicidin, die mitunter zur schlechteren Stabilität beitragen könnten.
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Grund hierfür wäre jeweils eine Opsonierung der TSL und anschließende Elimina-
tion durch das Immunsystem. Ein sehr wichtiger Punkt ist außerdem die Aktivi-
tät einer Phospholipase (Phospholipase A1, Hepatische Triacylglycerol-Lipase) im
Mausplasma, die die Phospholipide in der Liposomenmembran spalten kann und
diese somit destabilisiert. Beide in Frage kommenden Enzyme konnten in der Pro-
teinkorona von in Mausplasma inkubierten DPPG2-TSL nachgewiesen werden.
Die in dieser Arbeit gezeigten Methoden zur Abtrennung von freien Proteinen von
Proteinkorona, deren zentraler Punkt die Säulenchromatographie ist, sind vielver-
sprechende Möglichkeiten, die Proteinkorona an TSL in vitro zu isolieren. Gerade
die Ergebnisse bei den Human- und Mausproben zeigen einen deutlichen Unter-
schied der Proteinverteilung im Vergleich zu den Negativkontrollen. Die Weiterent-
wicklung dieser Methode ist definitiv ein wichtiger Bestandteil der Proteinkorona
Forschung.
Diese Arbeit gibt einen ersten Einblick in die Wichtigkeit der Proteinkorona in der
Liposomenforschung und dient als Basis weiterer Experimente, um die Proteinko-
rona an TSL genauer zu charakterisieren. Dies sollte auch auf jeden Fall in naher
Zukunft durch in-vivo-Experimente geschehen und ist die Voraussetzung für einen
zielgenauen Einsatz von TSL, nicht nur in der Onkologie.
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