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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen der antineoplastischen Chemotherapie

Im Jahre 1906 waren es der deutsche Arzt und Forscher Paul Ehrlich (* 14. Mérz 1854 — § 20.
August 1915) und sein japanischer Kollege Sahachiro Hata (* 23. Mérz 1873 — 1 22. November
1938), die mit der organischen Arsenverbindung Arsphenamin erstmals eine gezielte Therapie

der Syphilis entdeckten und so den Begriff der Chemotherapie definierten (19, 20).

Im Rahmen der Chemotherapie werden Stoffe eingesetzt, die mdglichst gezielt Bakterien
(antimikrobielle Chemotherapie) oder Tumorzellen (antineoplastische Chemotherapie) abtoten
bzw. deren Zellwachstum hemmen. Das Spektrum von in der onkologischen Therapie
eingesetzten Zytostatika reicht von klassischen Alkylantien die durch Ubertragung von
Alkylgruppen auf die DNA eine Hemmung der DNA-Replikation bewirken, bis hin zur
zielgerichteten Therapie mit z.B. monoklonalen Antikorpern. Hierbei konnen zytostatische (das
Wachstum der Zelle hemmende) und zytotoxische (die Zelle schidigende) Wirkungen

unterschieden werden.

Der Schweregrad des Auftretens klassischer Nebenwirkungen einer antineoplastischen
Chemotherapie wie Ubelkeit und Erbrechen, Blutbildverinderungen, Haarausfall und Fatigue
ist abhdngig von der verwendeten Substanz, der individuellen Vertrédglichkeit, wie auch von der
erreichten Plasmakonzentration des Chemotherapeutikums im Blut des Patienten. Die
Reduktion schwerwiegender Nebenwirkungen wie z.B. das Auftreten einer Kardiomyopathie
nach stattgehabter Anthracyclin-Therapie sind Mittelpunkt aktueller Forschung. So wird aktuell
das z.B. EDTA-Analogon Dexrazoxan zur Risikoreduktion der Ausbildung einer irreversiblen
Herzinsuffizienz nach Anthracyclin-Therapie bzw. zur Vermeidung von Nekrosen bei
Anthrazyklin-Paravasation eingesetzt (83). Ahnliche Effekte verspricht man sich durch den
gezielten Transport von Wirkstoffen in Nanocarriern (z.B. TSL) mit gezielter Freisetzung im

Tumorgewebe.

1.2 Einsatz von Hyperthermie in der Therapie onkologischer Erkrankungen

Die heilende Wirkung von Fieber ist bereits seit der griechischen Antike bekannt. Im Jahre
1866 war es der deutsche Chirurg und Hochschullehrer Karl David Wilhelm Busch, der den

Einfluss von Erysipelen auf organisierte Neubildungen beschrieb (12).
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Zu einem gezielten Einsatz in der Onkologie kam die Hyperthermie allerdings erst in den
1890er Jahren. Durch das Wissen iiber Fallberichte von Erysipel-Infektionen bei Sarkom-
Patienten und beobachteter Remission wurde im Verlauf durch William B. Coley die iatrogene

Infektion mit Streptokokken in der Sarkom-Therapie eingesetzt (13, 22).

Aus dieser nebenwirkungsreichen, schlecht steuerbaren, systemischen, durch einen pyogenen
Krankheitserreger induzierten Hyperthermie entwickelte sich Mitte des 20. Jahrhunderts die
therapeutische Hyperthermie der Onkologie. Mittels Infrarotlicht, Mikrowellen, Radiowellen
oder Ultraschall wird eine moderate Erh6hung der Korpertemperatur bzw. des Tumorgewebes
auf 39-44°C induziert. In der Folge kommt es u.a. zu einer Vasodilatation, Steigerung der
GefiaBwandpermeabilitdt / Perfusion und dadurch bedingt hoherer Anreicherung von
systemisch zirkulierenden Zytostatika im Hyperthermie-Gebiet. Es ist bekannt, dass bei
Gewebetemperaturen zwischen 41,5°C und 43,5°C mehr Zellschaden auf Seiten der malignen

Zellen als bei nicht-malignen entsteht (78).

Die verstirkte Gewebeperfusion fiihrt zu einer verbesserte Oxygenierung, was insgesamt
aufgrund der erhohten Strahlensensibilitit von oxygenierten Zellen gegeniiber hypoxischen

eine Radiosensibilisierung bedingt (46).

Die Ganzkdrperhyperthermie wird meist bei stark metastasierten Tumorleiden eingesetzt und
bedarf aufgrund der kardiozirkulatorischen Belastung héufig einer Sedierung bzw. Narkose des
Patienten. Im Gegenteil hierzu kommt es bei der Teilkdrperhyperthermie ausschlieBlich zu
einer Wirmebiindelung im Tumorgebiet, so dass systemische Komplikationen seltener

beobachtet werden (56).

Die therapeutische Hyperthermie wird meist bei irresektabelen, lokal fortgeschrittenen oder
rezidivierenden Tumoren angewandt, wobei es ergdnzend zu etablierten Therapien (Chemo-,

Radio-, Immuntherapie, kombinierte Therapien) eingesetzt wird.

Klinische Studien haben fiir kombinierte Therapien von Strahlentherapie bzw. Chemotherapie
mit regionaler Tiefenhypertherapie ein hoheres Ansprechen, ein verldngertes schmerzfreies
Intervall und ein verldngertes Gesamtiiberleben nachweisen konnen. Fiir die
Ganzkorperhyperthermie fehlt bislang der wissenschaftliche Nachweis der Wirksamkeit, so
dass diese Methode auBlerhalb von klinischen Studien nicht empfohlen werden kann (2, 3, 6,

55, 48, 49, 51, 50, 52-54, 74, 96).



Einleitung

1.3 Biologische Membranen

Biologische Membranen bestehen aus Lipiden und Proteinen, welche iiberwiegend als
Doppellipidschicht angeordnet eine multifunktionelle Barriere zwischen unterschiedlichen
Zellkompartimenten bzw. Zellen bilden. Nach dem Fliissig-Mosaik-Modell kann die
Doppellipidschicht von biologischen Membranen als eine zweidimensionale Suspension
gesehen werden, in welcher sich Lipide und integrale Membranproteine nahezu frei bewegen
konnen. Neben der fiir Lipide und integrale Membranproteine beschriebenen lateralen
Diffusion innerhalb der eigenen Lipidschicht, ist fiir Phospholipide zusdtzlich eine transversale

Diffusion (sog. FlipFlop) von einer Seite der Doppelschicht zur anderen beschrieben (99).

Diese transversale Diffusion wird durch Phospholipidtranslokatoren, also ATP abhéngige
Transportproteine,  ermoglicht. Je  nach  Transferrichtung  werden  Flippasen
(Aminophospholipide von der extrazelluldren zur cytosolischen Schicht), Floppasen (= ATP-
Binding Cassette Transporter; entgegengesetzter Transport von der cytosolischen zur
extrazelluldren Schicht) und Scramblasen (Lipidtransport in beide Richtungen) unterschieden

(14, 32).

In der letzten Zeit wurden in der Doppellipidschicht vorkommende, sich mit der {ibrigen Matrix
nicht mischbare und in der fliissigkristallinen Phase angeordnete Bereiche (sog. lipid rafts)
beschrieben. Diese Mikrodoménen sind reich an Cholesterin, Glycosphingolipid und
Sphingomyelin und scheinen an der Signaltransduktion, Endo-, sowie Exozytose beteiligt zu

sein (1, 15, 61, 94).

Die Phospholipide bestehen aus einem hydrophilen Kopf und zwei hydrophoben
Kohlenwasserstoffschwénzen. Ihre Organisation in der Doppellipidschicht geschieht durch ein
Gleichgewicht zwischen anziehenden und abstoBBenden Kriften. Zwischen der Kopfgruppe wie
auch den Kohlenwasserstoffketten unterschiedlicher Phospholipide bestehen abstoflende Krifte
(lateraler Druck), wobei diese durch hydrophobe Wechselwirkungen am Lipid-Wasser-
Ubergang und bestehende Van-der-Waals-Interaktionen zwischen den

Kohlenwasserstoffschwinzen ausgeglichen werden (112) (siehe Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1 Illustration der Balance lateraler Krifte im Lipid-Monolayer

Fir die Kohlenwasserstoffketten der Phospholipid-Membranen sind unterschiedliche
Phasenzustinde beschrieben, die sich durch jeweils unterschiedliche Eigenschaften
auszeichnen und mittels Phasenilibergidngen ineinander iibergehen. Bei sehr tiefen
Temperaturen zeigt sich eine nahezu kristalline Ordnung (L.). Im Rahmen der Experimente
dieser Arbeit lagen die Liposomen (Nanovesikel, die aus einer Doppellipidschicht bestehen und
in 1.5 eingehender beschrieben werden) bei Raumtemperatur und atmosphédrischem Druck
bekanntermaflen in der sog. gelformigen Phase (Lg<) vor, einer Konformation in welcher die
Kohlenwasserstoffketten verzogen jedoch geordnet in einem quasi-hexagonalem Gitter sind.
Bei Uberschreiten der Phaseniibergangstemperatur Tm geht die geordnete Phase in eine
ungeordnete sog. fliissig-kristalline Phase (L) liber. In dieser kann ein lamellenartiges Bilayer
mit ungeordneten Kohlenwasserstoffketten beobachtet werden. Zwischen der gelférmigen und
fliissig-kristallinen Phase wird eine sog. Ripplephase (Pg<) mit libergeordneter, wellenférmiger

Bilayer-Oberfldchenstruktur beobachtet (104)(siche Tabelle 1 und Abbildung 1.2).
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Tabelle 1 Temperaturabhéngige Phasenzustinde von Doppellipidmembranen

Phasenzustand

Te Vorumwandlung 1

Tp Vorumwandlung 2

Pp: Ripplephase

Tm Hauptumwandlung

L, fliissig-kristalline Phase

Zu einem Phaseniibergang kommt es aufgrund von Anderung der trans-gauche Isomerisierung
der C-Atome der Kohlenwasserstoffketten. Bei niedrigen Temperaturen liegen die C-C-
Bindungen hauptsidchlich in der trans-Konformation vor (Torsionswinkel 180°, minimale
Enthalpie). Bei Trn kommt es zu einer Konformationsédnderung der Acylketten mit Rotation der
C-C-Bindung um 120° hin zur gauche-Konformation (Torsionswinkel 60° [+ gauche] bzw.
300° [-gauche], hohe Enthalpie). Durch die zunehmende Unordnung der Ketten und
Volumensteigerung in der Membran kommt es zu einer Abnahme der Van-der-Waals-Krifte

mit verstirkter Wirkstofffreisetzung in thermosensitiven Liposomen.

oy Tty BSORHE
Wl oty W] oot

Abbildung 1.2 Anordnung der Kohlenstoffketten wihrend unterschiedlicher Phasenzustiinde

Fiir Membranen die nur aus einem Phospholipid bestehen, konnen scharfe Phaseniibergange

beobachten (z.B. fiir DPPC eine Vorumwandlung T, bei 34°C, sowie eine Hauptumwandlung
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Tm bei 41°C). Hierbei hat die Ladnge der Kohlenwasserstoffketten, Struktur und Ladung der

polaren Kopfgruppen einen direkten Einfluss auf die Umwandlungstemperatur (57, 59, 68, 70).

Fiir 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) bspw. ist bei T eine Zunahme des
spezifischen Lipid-Volumens Vi von ~ 3% (A Vi = 0,028+ 0,001 cm?®/g 2 32 A%/Molekiil)
am echesten hervorgerufen durch die Unordnung der Ketten mit zunehmender gauche-
Konformation beschrieben. Nach Uberschreiten von T kommt es bis ca. 50 °C bei DMPC zu

einer weiteren, allerdings sehr geringe Zunahme von V= (66, 79).

Mit zunehmender Kohlenwasserstoffketten-Linge kommt es zu einem nichtlinearen Anstieg
der Umwandlungstemperatur Ty, (35). Exemplarisch ist in Tabelle 2 eine Ubersicht iiber T, fiir

ausgewdhlte Lipide dargestellt.

Tabelle 2 Phasenumwandlungstemperatur einzelner Phospholipide

Lipid Kopfgruppe C-Atom-Kettenlinge | Tm [°C]
DMPC Cholin 14 24
DPPC Cholin 16 41,5
DSPC Cholin 18 55
DPPG Glycerin 16 40,2
DPPG; Diglycerin 16 40,8

Mittlerweile sind fiir einige Membranlipide auch nichtlamellare fliissig-kristalline (invertierte

hexagonale Qu’, Qu®, QuP, sowie kubische Hi) Phasenzustiinde beschrieben (73, 98, 111).

Neben diesen temperaturabhingigen Phasenumwandlungen sind noch druckinduzierte

Phasenumwandlungen bekannt, auf welche in 1.4 eingegangen wird.

1.4 Einfluss von hydrostatischem Druck

Mit zunehmendem hydrostatischem Druck werden die Kohlenwasserstoftketten enger
aneinandergepresst, so dass in der Folge die Anzahl der gauche-Konformation abnimmt und
die Ketten gestreckter angeordnet sind. Ein Ungleichgewicht zwischen anziehenden und

abstofenden Kriften resultiert in einer spontanen Kriimmung einer Lipid-Monoschicht.

Da der mittlere End-zu-End-Abstand der Kohlenwasserstoftketten in dem ungeordneten

Zustand der fliissig-kristallinen Phase (L,) geringer ist als in der trans-Konformation, kommt
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es trotz Zunahme des Lipid-Volumens bei T zu einer Abnahme des Bilayer-Durchmessers

(112).

Sowohl fiir die Vor-, wie auch Hauptumwandlungstemperatur kann mit steigendem Druck ein
Anstieg beobachtet werden. Bei sehr hohem Druck (> 2.100 bar) ist fiir Phospholipid-
Doppelmembranen mit Kohlenwasserstoffketten > 16-C-Atome das Auftreten weiterer

Gelphasen (z.B. der sog. Interdigitated high pressure gel phase Lgi) beschrieben (111).

Fiir multilamellare Vesikel (MLV) aus DMPC bedeutet ein Druckanstieg gegeniiber dem
atmosphérischen Druck um 40 bar (~ 30.002,5 mmHg) ein Anstieg von Tr, um 0,92 °C, wobei
die Profile der spezifischen Wirmekapazitit unabhingig vom anliegenden Druck
deckungsgleich erscheinen. Innerhalb der Messabweichungen ist ATwn/Tm bei einer

hydrostatischen Druckdnderung Ap fiir unterschiedliche Lipide gleich (18, 93, 100).

Trégt man T und den angelegten Druck graphisch auf, ergibt sich fiir DMPC-MLV bis 2000
bar eine lineare Abhédngigkeit (siche Abbildung 1.3). Die bekannte Zunahme des spezifischen
Lipid-Volumens Vi+ von ~ 3% bei Tr, wird durch ansteigenden Druck nur geringfiigig reduziert

(79).
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Abbildung 1.3 T, der Hauptumwandlung von DMPC-MLY in H,O in Abhiingigkeit von hydrostatischem Druck (nach
M. Béttner et al., 1994)
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Fir den Volumen-Ausdehnungskoeffizient der Lipidmembran (dV/dT) und die
Wirmekapazitdt cp, ist wihrend des Schmelziibergangs ein proportionales Verhalten
nachgewiesen. Die Proportionalitidt dieser beiden thermodynamischen Funktionen ist fiir

unterschiedliche Lipide, wie auch komplexe biologische Formulierungen gleich (7).

Der Anstieg von Twm durch vollzogene Anderungen des hydrostatischen Drucks lisst sich durch
Gleichung (1) darstellen. Eine Druckidnderung von 43,2 bar (~ 32.402.7 mmHg) verschiebt
dementsprechend Tr, linear um 1 K (=1 °C) (36).

10 m2

ATm:YVAp T 'YV:7.8X 10~ N (1)

Fiir cholesterinhaltige Formulierungen fiihrt schon eine geringe Cholesterin-Konzentration von
10mol% Cholesterin ab Eintritt in die Ripplephase zur Ausprigung zweier koexistenter
Membranphasen, die sich bei steigendem Druck unabhéngig voneinander verhalten (113, 113,

112).
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1.5 Thermosensitive Liposomen

Liposomen sind Vesikel, die aus einer Doppellipidschicht bestehend, eine wéssrige Phase
einschlieBen und erstmalig 1963 vom britischen Hdmatologen Alec Douglas Bangham
beschrieben wurden. Die Doppelschicht besteht aus Molekiilen deren hydrophobe Teile
zueinander gerichtet sind und deren hydrophile Teile zur eingeschlossenen und umgebenden,

wissrigen Phase gerichtet sind (8).

Je nach VesikelgroBe werden small unilamellar vesicles (SUV; 25 nm - 100 nm), large
unilamellar vesicles (LUV; 100 nm — 1000 nm) und giant unilamellar vesicles (GUV; 1 pum —
100 pm) unterschieden. Neben diesen existieren auch multilamellare Vesikel (MLV), welche

spontan durch Losen von Lipiden in wéssrigen Losungen entstehen (101, 103).

Unter thermosensitiven Liposomen (TSL) versteht man eine durch die Lipidkomposition der
Membran bestimmte, temperaturabhingige Permeabilitdtssteigerung der Liposomen-
Doppellipidmembran. Durch eine kurzzeitige Membraninstabilitdt beim Durchlaufen der
Phasenumwandlungstemperatur der Phospholipide kommt es zu einer Freisetzung der in der

inneren, wassrigen Phase, eingeschlossenen Wirkstoffe (63).

Entgegen der unter 1.3 beschriebenen scharfen Phaseniiberginge bei Systemen die nur aus
einem Lipid bestehen, konnen durch Formulierungen aus mehreren Lipiden Systeme mit
nahezu beliebigen Phaseniibergdngen hergestellt werden. Die Tm dieser Formulierung liegt
dann zwischen den Ty, der einzelnen Lipide, wobei hiufig beide Phasen gleichzeitig in sog.

Dominen organisiert vorliegen.

An den Grenzflichen dieser Doménen (sog. grain boundaries) besteht maximale Unordnung in
der Membranstruktur und hiermit verbunden die hochste Permeabilitit. Durch Verlagerung von
Membranlipiden an die grain boundaries kann die Permeabilitit bei Tm wesentlich beeinflusst
werden. So ist eine wesentlich beschleunigte Freisetzung bei T, fiir Lyso- und PEG- haltige
TSL bekannt. Dies ist durch die im Vergleich zu DPPC und DSPC niedrigere T der Lipide
bedingt. Durch einen frither beginnenden Phaseniibergang hin zur fliissig kristallinen Phase,

kommt es an den grain boundaries zur Porenbildung mit schnellerer Wirkstofffreisetzung (85).

Thermolabile Liposomen mit geregelter Freigabetemperatur fiir den Liposomeninhalt durch
Modulation der Membranlipidkompositionen sind Gegenstand aktueller Forschung. Neben dem

Einsatz als Arzneimittels-Transporter bestehen weitere Einsatzmoglichkeiten der TSL wie z.B.
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im Rahmen des nichtinvasiven Temperatur-Monitorings wéhrend der Chemotherapie in

Kombination mit Hyperthermie (33, 63, 108).

1.5.1 Cholesterin

Als ubiquitdr in unserem Korper vorkommendes Sterol ist Cholesterin an vielfiltigen
Stoffwechselvorgdngen beteiligt und ein wichtiger u.a. stabilisierender Bestandteil von
Zellmembranen. Die Steroidhormone (Glucocortocoide, Mineralcorticoide, Androgene,
Ostrogene und Gestagene) sind Beispiele fiir wichtige aus Cholesterin hervorgehende

Hormone.

Cholesterin als Membranbestandteil fiihrt zu einer Stabilisierung der Kohlenwasserstoffketten
in der fliissig-kristallinen Phase. Bei niedrigen Cholesterinkonzentrationen ist der Einfluss auf
die Phasenumwandlungstemperatur gering, wobei ab 10-15 mol% ein deutlicher Anstieg fiir Trm

beschrieben wird (35).

In Anwesenheit von Cholesterin kommt es zu einer VergroBerung der lamellaren
Gitterkonstante. Dieser Effekt kann durch eine Abnahme der Van-der-Waals-Kréfte bzw. einer
Zunahme der DoppelschichtabstoBung bedingt sein (vgl. Abb. 20 in 112).

Fiir mittlere Cholesterinkonzentrationen wurde unterhalb T das Vorliegen zweier simultaner
fliissiger Phasen in der Membran nachgewiesen. Diese Phasen unterscheiden sich durch ihre
Ordnung und werden aus einer Cholesterol-armen sog. fliissig-ungeordnete Phase (I1d: liquid
disordered) und Cholesterol-reichen sog. fliissig-geordnete Phase (lo: liquid ordered) gebildet.

Ld- und lo-Phasen liegen in einer fliissig-fliissigen Koexistenz vor (38).

Ab Cholesterinkonzentrationen von etwa 30- bis 40 mol% liegt ausschlieBlich die fliissig-
geordnete Phase vor, wihrend dieser eine schnelle Wirkstofffreisetzung aufgrund von

unterdriickter Phasenumwandlung nicht mehr méglich ist (35, 106).

1.5.2 DPPG: als Membranlipid

Das synthetische Phospholipid DPPG: (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphodiglycerin;
Abbildung 1.4) verldngerte als Membranlipid bekanntermallen die vaskuldre Zirkulationszeit
von TSL und besitzt wie DPPGs (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphotriglycerin) die
Freisetzungsgeschwindigkeit um Tn, signifikant beschleunigende Eigenschaften (44, 77).

10
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Abbildung 1.4 Strukturformel DPPG; (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoglyceroglycerol

Aufgrund der durch die Hydroxygruppe bedingten polaren Eigenschaften lassen sich beide

Lipide mittels Diinnschichtchromatographie auftrennen.

Werden die Formulierungen DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 (m/m) und DPPC/P-lyso-
PC/DSPE-PEG2000 90:10:4 (m/m) hinsichtlich ihrer Freisetzungsgeschwindigkeit mit > 70%
Carboxyfluorescein-Freisetzung innerhalb von 10 Sekunden nach Erreichen von Ty, verglichen,
ergibt sich kein signifikanter Unterschied. Jedoch zeigen DPPG2-haltige TSL im Vergleich zu
PEGylierten-TSL eine verbesserte in-vitro-Stabilitit im Serum (44, 41).

1.5.3 DPPC als Membranlipid

Wie DPPG; wird auch das Lipid DPPC zur Modifikation der Offnungstemperatur eingesetzt.
DPPC-Doppelschichten liegen bei Temperaturen kleiner als 35°C in der sog. Gel-Phase und bei
Temperaturen hoher als 42°C in der sog. fliissig-kristallinen Phase vor. Dadurch bilden sie den
Hauptbestandteil von TSL, da fiir TSL eine Freisetzung bei Hypertermie-Bedingungen
gewiinscht ist (34). Die Struktur von DPPC und DSPC ist in Abbildung 1.5 skizziert.

OH o | S
D v
0 DPPC
o]
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\O/X\o/;!\o\/\ »
O H - |
W -

Abbildung 1.5 Struktur von DPPC und DSPC

Da die Phaseniibergangstemperatur T, von Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) bei 41,5°C

liegt (16) und eine erh6hten Membranpermeabilitit von Liposomen um Ty, bekannt ist (114),

11
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ist DPPC ein ideales Membranlipid bei der temperaturabhéingigen Medikamenten-Freisetzung

mittels TSL in Verbindung mit Hyperthermie.

AusschliefSlich aus DPPC hergestellte Liposomen besitzen eine relativ geringe
Freisetzungsgeschwindigkeit und —menge der eingeschlossenen Marker (z.B. CF). Durch eine
Ergdnzung der Lipiddoppelschicht mit anderen Lipiden kann die Freisetzung beschleunigt
werden. Wird 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DSPC) in TSL-Formulierungen
eingesetzt, kann T, noch weiter auf bis zu 43-45°C erhoht werden (10, 25, 82, 89).

12
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2 Zielsetzung

Thermosensitive Liposomen (TSL) sind vielversprechende Nanopartikel aus Phospholipiden
fiir die zielgerichtete Therapie solider Tumore in Kombination mit lokaler Hyperthermie. Sie
werden intravends appliziert und kommen so in Kontakt mit den unterschiedlichen
plasmatischen und zelluldren Blutbestandteilen. Im Rahmen eines in-vivo-Einsatz als

Arzneimitteltransporter sind sie weiteren Faktoren des vaskuldren Systems ausgesetzt.

Der Einfluss des hydrostatischen Drucks auf DPPG»-haltige TSL Formulierungen ist bis heute
nicht experimentell untersucht, deswegen soll ein Messaufbau entwickelt werden, der es erlaubt
die Auswirkungen von hydrostatischem Druck und Temperatur auf TSL mittels DLS zu

evaluieren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen unterschiedliche TSL-Formulierungen basierend u.a. auf dem
neuartigen Phospholipid Dipalmitoylphosphatidyldiglycerin (DPPG2) hergestellt und u.a.
mittels  dynamischer  Lichtstreuung (DLS) und dem  temperaturabhidngigen

Freisetzungsverhalten durch Fluoreszenzspektroskopie charakterisiert werden.

13
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3 Material und Methoden

3.1 Lipide, Chemikalien, Losungsmittel, Puffer und hergestellte Losungen

Substanz

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat

Chloroform

Chol

DPPC

DSPC

FCS

Methanol

Hersteller

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Corden Pharma, Liestal, Schweiz

Genzyme Pharmaceuticals, Liestal, Schweiz

Corden Pharma, Liestal, Schweiz

Biochrom AG, Berlin

Roth, Karlsruhe

P-Lyso-PC

Phosphat-Standard, 1000 mg/l Phosphat

Sephadex® G-50

0,9% NaCl/Tris-Losung

Corden Pharma, Liestal, Schweiz

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

10 mM, pH 8,0
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0,9% NaCl 0,9% Natriumchlorid

Zur Herstellung der wissrigen Losungen wurde ausschlieBlich Wasser aus einer

Reinstwasseranlage (Milli Q Advantage der Fa. Millipore, Darmstadt) verwendet.

3.2 Herstellung thermosensitiver Liposomen

Gerite

Extruder Lipex (Fa. Northern Lipids Inc., Burnaby, Canada)

Feinwaage Precisa 205A SCS (Fa. Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH)
Rotationsverdampfer Laborota 400 1 (Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach)

Stickstoffflasche (Fa. Linde AG, Pullach)

Thermomixer comfort (Fa. Eppendorf, Hamburg)

VAC control automatic DC1/1H (Fa. Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach)

Vakuumpumpe 3 EKF 65 VDE 0530 (Fa. Greiffenberger Antriebstechnik GmbH,
Marktredwitz)

Vakuum Exsikkator (Fa. Nalgene, New York, USA)

Vortex Genie2 (Fa. Scientific Industries, Bohemia, NY)

Wiérmebad LKB MultiTemp® II (Fa. Pharmacia, Uppsala, SE)

Material

Reaktionsgefdle Eppendorf 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Pipetten 20 puL / 100 pL / 1000 pL (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Multipette Stream (Fa. Eppendorf, Hamburg)

PD-10-Sdulen (Fa. GE Healthcare Life Sciences)
Polycarbonat Filter 200 nm (Fa. Whatman, Dassel)

Glaswolle

Glassdulen

Chemikalien

Lipide je nach Formulierung
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e Chloroform

e 0,9% NaCl, 100mM, pH 7,2

e Carboxyfluorescein, 100mM pH 7,2
e Sephadex® G 50

Die verwendeten TSL wurden nach der Methode der Lipidfilm-Hydratisierung und Extrusion

hergestellt (67).

3.2.1 Herstellen des Lipidfilms

Die fiir die jeweilige Formulierung benétigten Lipide (DPPC, DSPC, DPPG,, CHOL, DSPE-
PEG2000, P-Lyso-PC) wurden nach der Entnahme aus dem Gefrierschrank mindestens eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, eingewogen und anschlieBend in 20 ml Chloroform
gelost. Von den so hergestellten Lipidlosungen wurde jeweils so viel Volumen in den

Rundkolben tiberfiihrt, dass das Stoffmengenverhéltnis der Zielformulierung zustande kommt.

Das Losungsmittel wurde im Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur und
375 mbar entfernt. AnschlieBend wurde der Lipidfilm um etwaige LOsungsmittelreste zu
entfernen bei 60°C und 150 mbar fiir mindestens 20 Minuten getrocknet, das Destillat aus der
Apparatur entfernt und der Lipidfilm erneut fiir mindestens 90 Minuten bei 60°C und 40 mbar
getrocknet. Sofern eine Lagerung des Lipidfilms notwendig war, wurde dies im abgedunkelten

Exsikkator unter Vakuum durchgefiihrt.

3.2.2 Hydratisierung

Der hergestellte Lipidfilm wurde in 5,0 ml 0,9% physiologischer Kochsalzlosung im
Rotationsverdampfer bei 60°C und atmosphdrischem Druck geldst. Zu Beginn der
Hydratisierung war sicherzustellen, dass der Extruder bereits zusammengebaut und im Vorfeld
auf 60°C vorgeheizt worden war. Spatestens 30 Minuten nach Beginn der Hydratisierung wurde

die Dispersion in den vorgeheizten Extruder iiberfiihrt.

3.2.3 Extrusion

Die im Extruder verwendeten Filter hatten eine PorengréfBe von 200 nm, da fiir die
Experimente diese Liposomengrofle angestrebt wurde. Insgesamt wurde die Dispersion zehn
Mal mit moglichst geringem Druck (5 bar bis max. 22 bar) extrudiert. Die Liposomen wurden

nach jedem Extrusionsvorgang in einem im Wasserbad bei 60°C gelagertem Reagenzglas
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aufgefangen, um ein Abkiihlen unter die Phasenumwandlungstemperatur zu vermeiden. Die

Liposomen-Dispersion wurde anschlieend 10 Minuten bei 4°C abgekiihlt.

3.2.4 Carboxyfluorescein-Einschluss

Carboxyfluorescein (CF) wird als Fluoreszenzmarker zur Kontrolle der Membranintegritit von

Liposomen eingesetzt (9, 95, 109).

Der Lipidfilm wurden mit 100mM CF im Rotationsverdampfer {iber 20 Minuten bei 60°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Wasserbad unter Zugabe von Eis auf 25°C abgekiihlt und

die Liposomen in einen neuen Eppendorf Gefdl iiberfiihrt.

Fiir den unter 4.4 beschriebenen Versuch des passiven CF-Einschlusses bei Unterdruck erfolgte
der o.g. Einschluss unter atmosphérischen Bedingungen, sowie jeweils unter Anlage eines
Unterdrucks von 900 mbar bis 400 mbar. Der Unterdruck wurde erst aufgehoben, sobald die
TSL nach erfolgter CF-Inkubation auf 25°C abgekiihlt waren und so ein Vorliegen der
Doppellipid-Membran in der gelféormigen Phase gewéhrleistet war. Durch die messtechnischen
Gerédte (Vacuum Controller VAC control automatic, Thermometer) lieB sich das eingesetzte

Verfahren hinsichtlich etwaiger Druck- und Temperaturdnderungen nahtlos tiberwachen.

3.2.5 Saulenchromatographie und Pufferaustausch

Zur Elemination von nicht-eingeschlossenem CF wurde das Trennverfahren der Gelfiltrations-
Chromatographie (GFC) eingesetzt. Hierbei wurde eine mit Glaswolle abgedichtete und mit
Sephadex® G-50 befiillte Kapillare fiir ca. 20 min mit 0,9% NaCl equilibriert und im Anschluss

die CF-TSL-Dispersion vorsichtig auf das Sédulenmaterial pipettiert.

Nicht-eingeschlossenes CF kann aufgrund der geringen Molekulargrole in die stationéren
Phase (Dextran) eindringen. Hierdurch steht dem CF ein groBeres Diffusionsvolumen zu
Verfiigung, so dass sich im Gegensatz zu den Liposomen die Retentionszeit verldngert (siche
Abbildung 3.1). Als alternatives Verfahren wurden PD-10-Sdulen zur Trennung des freien CF
und Umpufferung eingesetzt, wobei sich keine qualitativen Unterschiede zur Gelfiltrations-

Chromatographie ergaben (92).
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Wiéhrend der GFC wurde ein Pufferaustausch gegen 0,9% NaCl durchgefiihrt. Die TSL wurden

in einem Falcon-Gefia3 gesammelt, gevortext, in Eppendorf Gefdlle aliquotiert und bei 4°C

gelagert.

Abbildung 3.1 Séulenchromatographie 1. TSL-NaCl-Uberstand; 2. In Sephadex eingelagertes, Fraktion mit freiem
CF; 3. Fraktion mit TSL in Sephadex-Séule

3.3 Charakterisierung und Analyse

3.3.1 GrofBien- und Zetapotentialmessung (&-Potential)
Gerit

e Zetasizer Nano ZS (Fa. Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK)
Material

e Pipette 1000 pL (Fa. Eppendorf, Hamburg)
e Einweg-Kapillarzelle DTS1070 (Fa. Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK)

Chemikalien

e TSL-Formulierung

(] HzO
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e 0,9% NaCl-Losung

Die Groflen- und Zeta-Potenzialmessung der hergestellten TSL erfolgte durch den Zetasizer
Nano ZS. Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung wird das Streulicht von durch einen Laser
angeregten, sich in einer Suspension durch Brownsche Molekularbewegungen frei

diffundierender Liposomen, analysiert und die Grofle sowie GroBenverteilung errechnet (81).

Zur Vermessung im Zetasizer wurden die Liposomen 1:50 mit H>O (Zetapotential-Messung)
oder 1:50 mit 0,9% NaCl-Loésung (GroBenmessung) verdiinnt und sofern nicht anders
angegeben 500 pul dieser Dispersion bei 25°C in Malvern-Kiivetten vermessen. Alle im Rahmen
dieser Arbeit gemessenen TSL-GroBenwerte entstammen dem im Zetasizer als z-Average
(d.nm) ermittelten Wert. z-Average (d.nm) ist der mittlere Durchmesser aller in der Probe
vorkommenden Partikel und reagiert sehr empfindlich auf das Vorhandensein von Aggregaten.
Auf den dimensionslosen Polydispersionsindex (PdI), der Auskunft iiber die Groenverteilung

der Molekiile Auskunft gibt, wird in 4.2 weiter eingegangen.

Fiir die durchgefiihrten Druckexperimente zur Evaluation des Einflusses von hydrostatischem
Druck wurden die unterschiedlichen Liposomen-Formulierungen im Verhéltnis 1:50 (vol:vol)
mit 0,9% NaCl-Losung verdiinnt (VL) und jeweils 5 Minuten im Thermomixer bei der zu
untersuchenden Temperatur (z.B. 25 °C, 37 °C oder 41 °C) inkubiert. 500 pl VL wurden in die
vorgewidrmte Malvern-Messkiivette {iberfiihrt. Der Testaufbau und Messablauf erfolgte jeweils
wie in 4.1.3 beschrieben. Jeder Messwert wurde im Zetasizer mit Hilfe von mindestens drei

unabhéngiger Messabldufe ermittelt.
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Abbildung 3.2 Druckexperiment-Durchfiihrung im
Zetasizer (120 mmHg an Kiivette anliegend)

3.3.2 Ermittlung des Lipidgehalts (Phosphatbestimmung)
Gerite

e Heizblock Typ 53 LS 6301 (Fa. Liebisch)
o UV/VIS-Spektrophotometer DU 640 (Fa.Beckman)
e Vortex Genie 2 (Fa. Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

Material

e Einmal-Messkiivetten PLASTIBRAND Makro PMMA (Fa. Spectrum Laboratories
Inc., Rancho Dominguez, USA)

e Multipette (Fa.Eppendorf, Hamburg)

e Pipetten 20 uL / 100 pL / 1000 pL (Fa.Eppendorf, Hamburg)

e Reaktionsgefdfle Eppendorf 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg)

e Reagenzgldser, hoch
Chemikalien

e Phosphat-Standard (1000 mg/l Phosphat)

21



Material und Methoden

e Losung II (= 3 g Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat + 120 g Triton X-100, Auf 100
ml mit H>O aufgefiillt)
e Perchlorsdure HC1O4 70%ig

Die Gesamt-Phospholipidkonzentration der thermosensitiven Liposomen wurde nach der von
H. Eibl und W.E. Lands (1969) beschriebenen Phosphatsanalyse bestimmt. Hierbei ist die
gemessene Phosphatkonzentration proportional zur Phospholipidkonzentration ist, da in jedem

Phospholipidmolekiil nur ein Phosphoratom vorkommt (30).

Es wurde eine Regressionsgerade mit Referenzstandards (Stoffmenge gegen Absorption bei
660nm) hergestellt, indem in fiinf unterschiedliche Reaktionsgefile (1,5 ml) die jeweils
angegebene Menge Phosphatsstandard gegeben wurde (1 x 20 uLL = 206 uM Phosphat, 1 x 40
pL =405 uM Phosphat, 1 x 60 uL = 596 uM Phosphat, 1 x 80 uL = 780 uM Phosphat, 1 x 100
pL = 957 uM Phosphat). AnschlieBend wurde in jedes Eppendorfgefdl 1 mL aqua bidest
pipettiert.

Um die Lipidkonzentration der TSL-Proben in den Messbereich der hergestellten
Regressionsgerade (0 bis 1000 uM Phosphat) zu bringen, wurden diese jeweils auf eine
Konzentration von 1:50 (20 pLL TSL + 980 pL aqua bidest) und 1:40 (20 uL TSL + 780 pL

aqua bidest) verdiinnt.

Anschliefend wurden die verdiinnten TSL-Proben und o.g. Referenzstandards unter Zugabe
von 500 pl Losung I und 100 pl Perchlorsdure (70%ig) 2,5 h im Heizblock bei 300°C inkubiert.
Wihrend dieses Vorgangs findet die Umwandlung von organischem Phosphat in anorganisches

Phosphat statt.
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Abbildung 3.3 TSL- und Referenzstandards-Inkubation im Heizblock zur Ermittlung des Lipidgehalts

Nach Abkiihlen der Reagenzgldser wurde jeweils 5,5 ml aqua bidest und 500 pL Losung 11
hinzugefiigt. Zur photometrischen Detektion von Phosphat erfolgte anschliefend die
Vermessung im UV/VIS-Spektrophotometer bei einer Wellenldinge von 660 nm. Die
Darstellung der Regressionsgerade und Errechnung der jeweiligen Phosphatkonzentration,
welche bekanntlich proportional zum jeweiligen Lipidgehalt der TSL ist, erfolgte anschlieBend

via Excel.
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o
-
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Abbildung 3.4 Regressionsgerade aus Phosphatstandard (X-Achse: Stoffmenge; Y-Achse: Lichtabsorption)
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Durchfiihrung nach der standardisierten Verfahrensanweisung ,Bestimmung der

osphorkonzentration aus anorganischen und organischen Proben in der Version vom 22.
Phosphork trat h d hen Proben® in der V 22

Februar 2012 der AG Liposomen.

3.33

Gerite

Phospholipidanalyse mittels Diinnschichtchromatographie

Flachbettscanner BearPaw 2400TA (Fa Mustek, Oosterhout, NL)

Heizblock, Heating Module Reacti-Therm No.18790 (Fa Pierce, Rockford, IL, USA)
Vortex Genie 2 (Fa. Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)

Zentrifuge Hermle ZK 380 (Fa Eppendorf, Hamburg)

Material

DC-Platten, Kieselgel 60 (Merck, Darmstadt)

Glasschneider

Gefdll zum DC-Lauf mit Filterpapier

Pasteurpipetten, lang

Pipettierhilfen, Gummi

Pipetten 0,5-10 pL /100 pL / 1000 nL /2000 pL (Fa.Eppendorf, Hamburg)

Reagenzglisern, hoch, Glas

Software

Software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)

Chemikalien

DC-Laufmittel (= 100 ml Chloroform + 30 ml Methanol + 20 ml Eisessig + 5 ml
Wasser)

Molybdénblauspray

Lipidstandard = jeweils 20 mM P-Lyso-PC [495,64 g/mol], DPPC [734,06 g/mol],
DPPG; [819,04 g/mol], DSPE-PEG2000 [2805,54 g/mol] ad 40 ml
Chloroform/Methanol 9:1

Um die Phospholipidzusammensetzung der synthetisierten Liposomen zu bestimmen, wurde

die beschriebene Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt (44). Hierzu wurden die Lipide

aus wassriger TSL-Losung extrahiert und auf DC-Platten aufgetragen.
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Neben den Banden mit den zu untersuchenden TSL-Formulierungen wurde jeweils einmal pro
Platte der Lipidstandard zur Qualitdtskontrolle aufgetragen. Aufgrund der bekannten
Stoffmengenkonzentration im Lipidstandard und den bekannten Laufeigenschaften der
geldsten Lipide, kann mittels einer graphischen Auswertung (Abbildung 3.5 & Abbildung 3.6)

die genaue Phospholipidzusammensetzung bestimmt werden.

| > DSPE-PEG2000

® 0 § | | >DPPC&DSPC

> P-Lyso-PC

Abbildung 3.5 DC-Platte nach Lauf und Firbung unterschiedlicher TSL-Formulierungen , mit S: Lipidstandard, 1-3:
DPPC/DSPC/DPPG;-Formulierung 50/20/30 (mol/mol), 4: DPPC/DSPC/DPPG,/Chol 47,5/19/28,5/5 (mol/mol).
Cholesterin wird aufgrund einer fehlenden Phosphorsiureestergruppe nicht eingefirbt.

Nach einer ca. 5-miniitigen Trockenphase und Beschriftung der Platte, wurde diese in das
Laufmittel des Chromatographiegefdfles gestellt. Nach einem Lauf iiber ca. 4/5 der Platte
wurden die Laufpunktenden markiert und die Platte iiber 10 Minuten getrocknet.

Anschliefend wurden die Platten mit Molybdénblauspray angefarbt, erneut iiber 10 Minuten

getrocknet, eingescannt und mithilfe der Software ImageJ densitometrisch vermessen.
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Abbildung 3.6 Densitometrische Auswertung der DC-Platte (Bande 3)

Eine genaue Differenzierung von DPPC und DSPC ist aufgrund des dhnlichen Laufverhaltens
und Abbild in einer Bande mit dieser Methode nicht moglich (17, 44).

3.3.4 Temperaturprofil

Gerdte

e Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, NY)
e Spectrofluorophotometer RF-450 (Shimadzu, Columbia, USA)

e Thermomixer comfort (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Material

e Pipetten 0,5-10 pL /100 pL / 1000 pL / 2000 puL (Fa.Eppendorf, Hamburg)
e Reaktionsgefille Eppendorf 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Chemikalien

e 10% Triton X-100
e 0,9% NaCl
e NaCl/Tris-Losung
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Zur Bestimmung der temperaturabhéngigen CF-Freisetzung wurden die hergestellten TSL im
Verhiltnis 1:50 (vol:vol) in 0,9% NaCl verdiinnt (VL). 100 pl dieser hergestellten Dispersion
(VL) wurden mit 100 pl 10% Triton X-100 in ein Eppendorf-Gefial3 gegeben, gevortext und fiir
15 Minuten in einen bereits auf 45 °C temperierten Thermomixer gegeben (750 rpm). Die
Zugabe der Detergenz Triton X-100 fiihrt ab einem Molekularverhdltnis um 0,65
(Phospholipid/Detergenz) zur Durchléssigkeit der Membran und Freisetzung von CF (29).

AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 900 pl, 2-8 °C kaltem 0,9% NaCl beendet.
Es wurden jeweils 20 pl dieser Losung in vier unterschiedliche Eppendorf-Gefafle iiberfiihrt
und nach Hinzugabe von 1000 pl NaCl/Tris-Losung bei 493 nm / 513 nm (Ex/Em) im
Spectrofluorophotometer vermessen. Der gemittelte Wert wurde als 100% CF-Freisetzung

ubernommen.

Zur Erstellung des eigentlichen Temperaturprofils wurden zwei unterschiedliche Messlosungen
aus jeweils 100 pl VL und 1000 pl eines Puffers (NaCl oder FCS) hergestellt. 20 ul der
jeweiligen Messlosung wurden fiir 5 Minuten in einem vortemperierten Thermoshaker
inkubiert (RT = Raumtemperatur, 37 °C, 38 °C, 39 °C, 40 °C, 41 °C, 42 °C, 43 °C, 44 °C, 45
°C). AnschlieBend wurden 1000 pul NaCl/Tris-Losung hinzu pipettiert und der Anteil an freiem
CF durch Vermessung im Flourimeter mit oben genannten Einstellungen ermittelt. Die
Berechnung der CF-Freisetzung erfolgte mit Gleichung 2 nach Hossann et. al (44).
CF release (%) = (I(t)-1o)*100/(1.-1o) (2)

mit I(t) der Fluoreszenz-Intensitit nach Inkubation {liber den Zeitraum t, Ip der Fluoreszenz-
Intensitdt nach Inkubation bei Raumtemperatur, I.. der Fluoreszenz-Intensitdt nach 15 min
Inkubation mit 10% Triton X-100 und 45 °C zur kompletten Freisetzung des eingeschlossenen
CF.
3.3.5 Offnungskinetik
Gerdte

e Cary Eclipse Fluoreszenz-Spektrophotometer (Varian, Palo Alto, CA, USA)

Material

e Pipetten 0,5-10uL /100 uL / 1000 pL /2000 pL (Fa.Eppendorf, Hamburg)
e ReaktionsgefaBBe Eppendorf 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg)
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Chemikalien

e 10% Triton X-100
e 0,9% NaCl
e NaCl/Tris-Losung

Zur Evaluation der zeitabhéngigen Freisetzungsraten der angefertigten TSL-Formulierungen
wurde die Offnungskinetik bestimmt. Das Fluoreszenzsignal von in Liposomen
eingeschlossenem Carboxyfluorescein ist ,,gequencht. Hier drunter versteht man eine
Abnahme der Intensitit der Fluoreszenz (= Fluoreszenzldschung) bei hohen
Fluoreszenzfarbstoffkonzentrationen. Kommt es zu einer CF-Freisetzung und somit
Verdiinnung in Puffer bzw. Serum, vollzieht sich das sog. ,,Dequenching, detektierbar durch

einen messbaren Anstieg der Fluoreszenzintensitit (90).

Die TSL-Formulierungen wurden im Verhiltnis 1:50 (vol:vol) mit NaCl 0,9% verdiinnt (=
Verdiinnungslosung VL). Zur Ermittlung des 100%-Referenzwertes wurde die VL im
Verhéltnis 1:1 (vol:vol) mit Triton X-100 (10%) gemischt, fiir 15 Minuten bei 45 °C im
Thermomixer vorinkubiert und anschlieBend im Verhéltnis 1:10 (vol:vol) mit NaCl 0,9%
verdiinnt. 20 pl dieser Tritonldsung (TL) wurden dann nach Zugabe von 1000puL NaCl/Tris-

Puffer im Fluoreszenz-Spektrophotometer vermessen.

Es wurden zwei unterschiedliche Messlosungen (ML) im Verhiltnis 1:10 (vol:vol) und
(VL:NaCl und VL:FCS) hergestellt, jeweils 20 pl dieser bei entsprechender Temperatur 20
Minuten vorinkubiert und dann nach Zugabe von 1000uL NaCl/Tris im Spektrofluorometer

vermessen.

Pro Messvorgang wurde eine Messprobe in zwei unterschiedlichen Kiivetten zusammen mit
dem 100% Referenzwert doppelt bestimmt. Durch Zugabe von Magnetriihrstibchen wurde eine
gleichmifBige Temperaturverteilung / Vermischung der Probe in den Kiivetten gewéhrleistet.
Die Messung der Fluoreszenzintensitét erfolgte iiber einen Zeitraum von 20 Minuten alle 20

Sekunden bei Temperaturen von 37 — 45 °C (Extinktion 493 nm, Emission 513 nm).

Da dieser Temperaturbereich die Phaseniibergangstemperatur (Tm) mit einschlie8t, war ein
Vermessen der CF-Freisetzung sowohl in der sog. Gel-Phase (beschreiben), wie auch bei

Uberschreiten von T in der fliissig-kristallinen Phase méglich (57).
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3.3.6 Stabilititsmessung
Gerdte

e Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia, NY)
e Spectrofluorophotometer RF-450 (Shimadzu, Columbia , USA)

e Thermomixer comfort (Fa. Eppendorf, Hamburg)
Material

e Pipetten 0,5-10uL /100 uL / 1000 pL /2000 pL (Fa.Eppendorf, Hamburg)
e ReaktionsgefaBBe Eppendorf 1,5 ml (Fa. Eppendorf, Hamburg)

Chemikalien

e 10% Triton X-100
e 0,9% NaCl
e NaCl/Tris-Losung

Zur Bestimmung der Membranstabilitit bei 37 °C wurden die hergestellten TSL im Verhéltnis
1:50 (vol:vol) in 0,9% NaCl verdiinnt (VL). 100 ul dieser hergestellten Dispersion (VL) wurden
mit 100 pl 10% Triton X-100 in ein Eppendorf-Gefal} pipettiert, gevortext und fiir 15 Minuten
in einen bereits auf 45 °C temperierten Thermoshacker (750 rpm) gegeben. Anschlielend

wurde die Reaktion durch Zugabe von 900 pl, 7 °C kaltem 0,9% NaCl beendet.

Es wurden jeweils 20 pl dieser Losung in vier unterschiedliche Eppendorf-Gefafie {iberfiihrt,
1000 pl NaCl/Tris-Losung hinzu pipettiert, gevortext und bei 493 nm/ 513 nm (Ex/Em) im
Fluoreszenz-Spektrophotometer vermessen. Der gemittelte Wert dieser vier Proben wurde als

100% CF-Freisetzung ibernommen.

Die eigentliche zeitabhingige Membranstabilitit der hergestellten TSL wurde wie folgt
ermittelt. 100 pl der VL wurden jeweils mit 1 ml FCS in einen bereits auf 37 °C vortemperierten
Thermoshacker (750 rpm) gegeben. Zur Evaluation der CF-Freisetzung in Anwesenheit von
Humanalbum bzw. des Lipidakzeptorvesikels (LAV) DPPC/Cholesterin 60:40 (mol/mol)
erfolgte in diesem Schritt ergénzend eine Stabilititsmessung mit 40g/L Humanalbumin (100
puL VL + 700 ul 0,9% NaCl + 200 pl Albunorm 20%) bzw. (100 pL. VL + 964 ul 0,9% NaCl +
36 ul LAV).
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Nach vordefinierten Zeitabstanden (t = 0 min., Smin., 1 h.,, 2 h.,3h.,4h., 6 h.,, 8 h.,, 10 h., 12
h., 14 h., 18 h., 24 h.) wurden jeweils 20 pl entnommen, mit 1000 pul NaCl/Tris-Losung in einen
Eppendorf-Gefil} iiberfiihrt, gevortext und mit o.g. bekannten Einstellungen im Flourimeter
vermessen. Die Berechnung der Freisetzung erfolgte analog zu dem in 3.3.4 beschrieben

Vorgehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Methodenentwicklung DLS-Messung unter Druck

Zur Evaluation des Einflusses von hydrostatischem Druck auf TSL wurde ein Messverfahren
entwickelt, die Messgenauigkeit bestimmt und unterschiedliche TSL-Formulierungen

untersucht.

4.1.1 Anforderung an Messverfahren

Das gesuchte Messverfahren sollte im Aufbau einfach und mit im Fachhandel fiir Laborbedarf
gefiihrten Materialien realisieren zu sein. Da ein zukiinftiger Transfer des Versuchsaufbaus auf
andere Analysemethoden angedacht war und z.B. zur Ermittlung der TSL-Temperaturprofile
bzw.  Offnungskinetiken  ebenfalls im  Spectrofluorophotometer ein 1 cm
Standardkiivettenhalter genutzt wurde, fiel die Wahl auf die 1 cm Standardkiivette mit Luer-
Lock-System. Eine weitere Anforderung war, dass die Fehleranfilligkeit des Systems leicht zu
iiberpriifen sein sollte. Durch das verwendete Verschlusssystem (Luer-Lock) war eine sichere
Konnektierung gewéhrleistet, die Leckagefreiheit wurde wie in 4.1.3 beschrieben vor jedem

Messversuch getestet.

4.1.2  Zielfindung

Fiir den Aufbau wurde ein System gesucht, welches ein Ablesen des in der ruhenden

Fliissigkeitssdule aufgebauten hydrostatischen Druck ermdglicht.

Der hydrostatische Druck von Fliissigkeiten ldsst sich nach dem Pascal’schen Gesetz (nach
Blaise Pascal) berechnen und ist ausschlieBlich von der Hohe der Fliissigkeitssdule und dessen

Dichte abhéngig (hydrostatisches Paradox).
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p0

p(h) = pgh + p0

p = Dichte
g = Erdbeschleunigung

h = Hohe des Fliissigkeitsspiegels tiber dem
betrachteten Punkt

p0 = Luftdruck auf Fliissigkeitsoberflache

p(h) = hydrostatischer Druck in Abhéngigkeit von
der Hohe des Fliissigkeitsspiegel

Abbildung 4.1 Pascal’sches Gesetz (65)

Zur vollstdndigen Beschreibung des in einer Fliissigkeitssidule vorherrschenden Drucks ist dem

hydrostatischen Druck noch der Umgebungsdruck zu addieren.

Statt den fiir Druck gebréduchlichen SI-Einheiten Pascal (Pa) und Bar (bar) wurde sich im
Rahmen dieser Arbeit auf die in der Human- und Veterindrmedizin verbreitete Einheit zum
Messen des Blutdruck Millimeter-Quecksilbersdaule (mmHg) geeinigt (1 mmHg = 133,322 Pa
=1,33322 mbar).

4.1.3 Aufbau und Messablauf

Bei den durchgefiihrten Druckexperimenten wurde an die Messkiivette ein handelsiibliches der
EN 1060 entsprechendes Blutdruckmessgerit angeschlossen. Die Luftausldsse wurden iiber
einen Dreiwegehahn auf eine Heidelberger-Verldngerung geleitet und an die einseitig

verschlossene Kiivette angeschlossen (siche Abbildung 4.2).

Da im Messaufbau mehrere Bauteile mechanisch miteinander verbunden wurden, erfolgte vor
jedem Experiment ein Test auf Druckbestéindigkeit und somit Leckagefreiheit des Systems
iiber eine Dauer von 15 Minuten. Bei beobachtetem Druckabfall erfolgte ein erneutes
Konnektieren der Bauteile mit erneuter Testung. Als Fehlertrachtig stellten sich die
Verbindungen zwischen Dreiwegehahn (4) und Heidelberger-Verlingerung (3), sowie
Heidelberger-Verliangerung (3) und Malvern-Messkiivette (1) dar. Leckagen waren jedoch
insgesamt selten zu beobachten (siche Abbildung 4.2). Bei fehlendem Druckabfall innerhalb
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des o.g. Tests auf Druckbestdndigkeit war das System iiber mind. 12 h nachweislich leckagefrei,

der Aufbau wurde flir Messungen bis 180 mmHg eingesetzt.

Sollte ein Versuch nicht bei Raumtemperatur stattfinden, wurde die Messkiivette bei
entsprechender Temperatur im Zetasizer ohne Probenmaterial fiir 5 Minuten vorgewirmt,
sowie die TSL-Probe entsprechend im Thermomixer erwdrmt. Die unterschiedlichen
Liposomen-Formulierungen wurden im Verhéltnis 1:50 (vol:vol) mit 0,9% NaCl-Losung
verdiinnt, sowie 500 pl dieser Verdiinnungslosung in die einseitig offene Messkiivette pipettiert
(Heidelberger-Verlingerung angeschlossen, Verschlussstopfen (2) nicht aufgesteckt). Die
Probeneingabe in die Messkiivette, sowie der anschlieBende Verschluss durch Aufstecken des
Verschlussstopfens (2) erfolgten jeweils unter Betitigung des Druckablassventils (6), sodass

die TSL zu jedem Zeitpunkt atmosphérischem Druck ausgesetzt waren.

Im Verlauf wurde durch mehrmaliges, langsames Betétigen des Blutdruckmessgerites der
gewollte hydrostatische Druck der Probe angelegt und im Zetasizer iiber einen Zeitraum von ~

60 s vermessen.
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Abbildung 4.2 Aufbau / Messkiivetten-Anschluss fiir Druckexperimente. 1. Malvern-Messkiivette; 2.
Verschlussstopfen; 3. Heidelberger-Verlingerung; 4. Dreiwegehahn; 5. Blutdruckmessgerit; 6. Druckablassventil

4.2 Proof-of-Principle

Zur Evaluation der Messgenauigkeit der in 4.1.3 beschriebenen Apparatur wurde nach
beschriebenem Vorgehen die Messgenauigkeit fiir die liposomale Standard-Formulierung der
Arbeitsgruppe DPPC/DSPC/DPPG: 50:20:30 (mol/mol) bei atmospharischem Druck und unter
140 mmHg bei 25°C ermittelt.

34



Ergebnisse

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

Size (d.nm)

Abbildung 4.3 Intraday-Priizision der DLS-Messung bei 25°C ohne Druck (Standard): Reprisentative
Intensititsprofile fiir DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 (mol/mol) TSL

Tabelle 3 Intraday-Prizision DLS bei 25°C ohne Druck (Standard): Messergebnisse (z-Average & PdI) von drei
reprisentativen, unabhingigen Messungen von DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 (mol/mol) TSL

Messung z-Average (nm) PdI

I 151,1 0,079

II 148,4 0,111

111 147,5 0,101

MW + SA 149,0 + 1,9 0,097 + 0,020

Die untersuchten TSL hatten bei 25°C und atmosphérischen Bedingungen einen z-Average von

149,0+£1,9 nm (CV = 1,28 %), sowie einen PdI von 0,097+0,020 (CV = 16,88 %).
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Size Distribution by Intensity
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Abbildung 4.4 Intraday-Prizision der DLS-Messung bei 25°C und 140 mmHg: Repriisentative Intensitétsprofile fiir
DPPC/DSPC/DPPG2 50:20:30 (mol/mol) TSL

Tabelle 4 Intraday-Prizision DLS bei 25°C und 140 mmHg: Messergebnisse (z-Average & PdI) von drei
reprisentativen, unabhingigen Messungen von DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 (mol/mol) TSL

Messung z-Average Pdl
(nm)
I 148,5 0,108
11 148,5 0,090
11} 150,2 0,100
MW + SA 149,1 + 1,0 | 0,100 + 0,01

Die untersuchten TSL hatten bei 25°C und 140 mmHg einen z-Average von 149,1+1,0 nm (CV
= 0,66 %), sowie einen Pdl von 0,1+0,01 (CV = 9,08 %).

Der Polydispersionsindex (PdI) ist dimensionslos und gibt Auskunft iiber die
GroBenverteilung der Molekiile einer Probe. Je kleiner der PdI, desto einheitlicher ist die
GroBenverteilung der Partikel in der zu untersuchenden Probe (Monodispersitit). Laut des
Herstellers des verwendeten Zetasizer (Fa. Malvern) sind Proben mit einem PdI von 0,0 - 0,1
als monodispers und mit einem PdI > 0,1 als polydispers anzusehen. Proben mit einem PdI >

0,7 (= sehr breite GroBenverteilung) sind wahrscheinlich nicht fiir die Technik der
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dynamische Lichtstreuung (DLS) geeignet (47, 102). Insgesamt sind somit die TSL als

monodispers zu bewerten und als fiir das verwendete Verfahren der DLS geeignet anzusehen.

Mit einem CV von 1,28 % fiir DLS unter atmosphérischen Bedingungen und 0,66 % bei einem
angelegten Druck von 140 mmHg konnte insgesamt fiir das Messverfahren eine geringe
Streuung bezogen auf den Mittelwert nachgewiesen werden. Der Messaufbau ist somit fiir
DLS-Messungen geeignet, da der angelegte hydrostatische Druck keine Auswirkung auf

Intraday-Prézision hat.

4.3 Effekte

4.3.1 Formulierungen und Charakterisierung

Es wurden insgesamt fiinf Formulierungen unterschiedlicher Lipidzusammensetzungen
hergestellt. Alle TSL-Chargen wurden hinsichtlich ihrer Vesikelgrof3e, ihres {-Potential, CF-
zu-Lipid Verhiltnis, Polydispersionsindex (PDI) und der Einschlusseffizienz charakterisiert.

Die Zusammensetzungen und Charakterisierungsergebnisse sind in  Tabelle 5

zusammengefasst.
Tabelle 5 Hergestellte TSL-Formulierungen und ihre Eigenschaften

Formulierung Abkiirzung z-Average | (-Potential | PDI | Lipid' | EE* | CF:lipid Tw?
(mol/mol) (nm) (mV) (mM) (%) (mol/mol) (°C)
DPPC/DSPC/DPPG,/Chol C,PG,-TSL 154 -253 0,09 39,0 4.4 0,11
(45:18:27:10)
DPPC/DSPC/DPPG2/Chol C,PG,-TSL 157 -28,6 0,07 32,7 3,5 0,11
(40:16:24:20)
DPPC/DSPC/DPPG2/Chol C;PG,-TSL 160 -28,6 0,05 22,8 3,1 0,13
(35:14:21:30)
DPPC/DSPC/DPPG2 PG,-TSL 159 -243 0,10 47,6 4.4 0,09 42,4+0,1
(50:20:30)
DPPC/DSPC/DPPG2 PG,-TSL mit 126 -24,0 0,09 32,3 0,15 42,4+0,1
(50:20:30) eingeschlosse

nem

Doxorubicin =

PG,-

TSL+DOX
DPPC/P-Lyso-PC/DSPE- PEG2000- 126 -1,9 0,08 45,8 7,6 0,18 40,9 +0,1
PEG2000 (90:10:4) TSL

! Gehalt an Phospholipiden, ? Einschlusseffizienz, 3 (44)

Mit einem Durchmesser von mindestens 125,8+5,1 nm (PEG2000-TSL) und maximal
160,2+1,7 nm (C3PG2-TSL) lagen alle Liposomenchargen im durch die Extrusion (Filter-
Porengréfe 200 nm) bestimmten und erwarteten GroBenbereich (43). Der eingesetzte Zetasizer
besitzt einen Messbereich von 0,3 nm bis 10 um, so dass alle Liposomenchargen fiir das

verwendete Messverfahren geeignet waren (siche Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5 Grofienverteilung der untersuchten TSL-Formulierungen bei 25°C

Das (-Potential der untersuchten TSL-Chargen lag sich zwischen - 28,6 mV (C2PG»-TSL und
C3PG2-TSL) und -1,9 mV (PEG2000-TSL). Fiir die unterschiedlichen TSL-Formulierungen
wurden anionische Lipide verwendet (DPPG, & DSPE-PEG2000), welche ein negatives (-
Potential aufweisen. PEG2000 ist weiterhin dafiir bekannt, Oberflichenladungen von
Nanopartikeln abzuschirmen (31). Somit hatten die pegylierten TSL (PEG2000-TSL) ein
anndhrend neutrales (-Potential, wahrend PGy-haltige TSL ein negatives Potential aufwiesen
(s. Abbildung 4.6). Alle erhobenen Oberflichenpotentiale befanden sich in dem vom Zetasizer

Hersteller (Malvern Panalytical) angegebenen Messbereich von +/-500 mV.
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Abbildung 4.6 {-Potential der untersuchten TSL-Formulierungen bei 25°C
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Die PG>-TSL besallen ein niedriges, molares CF-Lipid Verhiltnis von 0,09, wihrend die
cholesterinhaltigen Formulierungen im Mittel ein CF-Lipid Verhéltnis von 0,12+0,01 mol/mol
aufwiesen (s. Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7 CF-Lipid Verhiltnis der untersuchten TSL-Formulierungen

CiPG:-TSL
C:PG.-TSL
CsPG.-TSL

PG:-TSL

PG2-TSL + DOX
PEG2000-TSL

Die untersuchten TSL-Formulierungen besa3en einen Pdl zwischen 0,053+0,014 (C3PG»-TSL)
und 0,097+0,016 (PG2-TSL) und sind somit als monodispers zu bewerten (s. Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8 PdI der untersuchten TSL-Formulierungen bei 25°C
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Die Einschlusseffizienz der untersuchten TSL-Formulierungen lag zwischen 3,05% (C3PGa-
TSL) und 7,6% (PEG2000-TSL) (Abbildung 4.9). Diese Werte sind fiir die

Herstellungsmethode zu erwarten und entsprechen publizierten PG,-TSL-Priparationen (44,

41, 43).
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Abbildung 4.9 Einschlusseffizienz der untersuchten TSL-Formulierungen
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CsPG.-TSL
PEG2000-TSL

Zur Evaluation der Stabilitdt der TSL hinsichtlich CF-Einschluss bei Korpertemperatur (37°C)
wurde fiir PG,-TSL und cholesterinhaltigen PG>-TSL die in 3.3.6 beschriebene TSL-
Stabilititsmessung durchgefiihrt. Hierbei konnte gegeniiber der cholesterinfreien PG>-TSL,
welche eine zeitabhingige CF-Freisetzung mit 48,5£1,9% CF-Freisetzung nach 24 h
Inkubation aufwiesen, filir die cholesterinhaltigen PG>-TSL eine mit steigendem
Cholesteringehalt abnehmende CF-Freisetzung nachgewiesen werden. Die
Doppellipidmembran der C3PG2-TSL zeigte sich mit einer CF-Freisetzung von nur 3,4+0,7%
nach 24 h Inkubation am stabilsten.
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Abbildung 4.10 CF-Freisetzung cholesterinhaltiger PG,-TSL bei Inkubation in FCS bei 37°C

PG2-TSL zeigten die hochste - und eine im Zeitverlauf kontinuierlich ansteigende CF-Freisetzung mit einem Maximum
von 48,5£1,9% nach 24 h. CiPGz-TSL und CoPGx-TSL zeigen bis 14 Stunden Inkubation ein &dhnliches
Freisetzungsverhalten mit im weiteren Verlauf gesteigerter CF-Freisetzung fiir die cholesterindrmere Charge. C3PGz-
TSL zeigen durchgehend eine sehr geringe CF-Freisetzung von maximal 3,44+0,7% nach 24 h Inkubation.
(1h: PG2-TSL 2,24+0%, CiPG2-TSL 2,4+0,4%, C2PG2-TSL 1,6+0,4%, CsPG2-TSL 0,8+0,4%; 6h: PG2-TSL 11,8+0,2%,
CiPG>-TSL 6,0+0,1%, CoPG2-TSL 4,740,4%, CisPG-TSL 2,5+0,2%; 12h: PGe-TSL 17,6+1,1%, CiPGa-TSL
9,9+0,1%, C2PG2-TSL 10,5+0,3%, CsPG2-TSL 3,0+0,4%; 24h: PG2-TSL 48,6+1,9%, CiPG2-TSL 19,7+1,4%, C2PGo-
TSL 11,3+0,3%, C3PG2-TSL 3,4+0,7%)

Wie in 1.5.1 beschrieben stabilisiert Cholesterin als Bestandteil die liposomale Membran, so
dass in die wiéssrige Phase eingeschlossene Wirkstoffe bzw. Fluoreszenzfarbstoffe erschwert

die Membran iiberwinden konnen.

Im Folgenden wurde der Einfluss einer gemeinsamen Inkubation von PG:-TSL mit
Humanalbumin (40g/L), sowie dem Lipidakzeptorvesikel (LAV) DPPC/Cholesterin 60:40

(mol/mol) in FCS evaluiert.

In Anwesenheit von HA kann eine deutliche Reduktion der CF-Freisetzung mit einer
maximalen Freisetzung von 7,3+0,9% nach 24 h beobachtet werden. Fiihrt man eine
gemeinsame Inkubation mit LAV durch, kann eine deutlich gesteigerte CF-Freisetzung mit
Abflachung der Freisetzungskurve nach 6 h (46,1+0,2%) und einer maximalen Freisetzung von

74,9+1,4% nach 24 h beobachtet werden.
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Abbildung 4.11 CF-Freisetzung von PG,-TSL bei Inkubation in Anwesenheit von LAV (DPPC/Cholesterin 60:40
(mol/mol)) bzw. Humanalbumin (40g/L) in FCS bei 37°C

In Anwesenheit von Humanalbumin (40g/L) kommt es zu einer deutlichen Reduktion der CF-Freisetzung von

48,6+1,9% (PG2-TSL) auf 7,3+0,9% (PG2-TSL + Humanalbumin). Die Inkubation von PG2-TSL mit LAYV fiihrt zu
einer gesteigerten CF-Freisetzung mit Abflachung der Freisetzungskurve nach 6 h (46,1+0,2%) und einer maximalen
Freisetzung von 74,9+1,4% nach 24 h.

(1h: PG2-TSL 2,2+0%, PG2-TSL + Humanalbumin 0,6+0,2%, PG2-TSL + LAV 10,2+0,3%; 6h: PG2-TSL
11,8+0,2%, PG2-TSL + Humanalbumin 2,0+0,2%, PG2-TSL + LAV 46,141,6%; 12h: PG2-TSL 4,0+0,3%, PG2-TSL
+ Humanalbumin 4,04+0,3%, PG2-TSL + LAV 58,4+1,9%; 24h: PG2-TSL 48,6£1,9%, PG2-TSL + Humanalbumin
7,3+£0,9%, PG2-TSL + LAV 74,9+1,4%,

Die hergestellten TSL-Formulierungen sind in ihren Eigenschaften mit bereits publizierten TSL
vergleichbar (44, 43) und somit sind die erhobenen Daten relevant fiir die derzeit laufende

(prd-) klinische Entwicklung der PG>-TSL durch die Thermosome GmbH.

4.3.2 Einfluss von hydrostatischem Druck und Temperatur auf die TSL-Grofle

Zur Evaluation des Einflusses von hydrostatischem Druck und Temperatur auf das
GroBenverhalten der unterschiedlichen TSL-Formulierungen erfolgten wie in 4.1.3 beschrieben
mindestens jeweils drei unabhingige Messldufe der TSL bei entsprechenden physikalischen

Bedingungen.

Fiir jede Charge wurden mindestens drei Temperaturbereiche (25 °C, 37 °C, 41 °C), sowie ein
Druckbereich von 0 mmHg (= atmosphédrischer Druck) bis 140 mmHg untersucht.

Die Formulierungen PG>-TSL und PG2-TSL+DOX wurden ergéinzend bei 45 °C vermessen.
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Da unter diesen Bedingungen T der jeweiligen Formulierung deutlich tiberschritten wird (Tm

PG,-TSL 42,4+0,1°C 44), ist davon auszugehen, dass die Doppellipidmembran in der fliissig-

kristallinen Phase vorliegt. Diese Messreihen sollten erginzend den Einfluss von

hydrostatischem Druck in der Lo-Phase abbilden und somit untersucht werden, ob die

Lipidphase die Ergebnisse beeinflusst.

Zur besseren Vergleichbarkeit des Temperatur- und Druckeinflusses auf die unterschiedlichen

TSL-Formulierungen wurden folgende Messerwerte ausgewdhlt (siche Tabelle 6):

Durchmesser unter atmosphirischen Bedingungen = z-Average ommrg [nm]
Durchmesser im Mittel iiber einen Messbereich von 10 mmHg bis 140 mmHg
= MW 10-140mmug [AM]

Absolute Grofendanderung des z-Average zwischen 0 mmHg und StSt.
= A OmmHg/StSt. [nm]

Relative GroBendnderung des z-Average zwischen 0 mmHg wund StSt.
=A 0mmHg/StSt. rel. [%0]

Absolute  GroBendnderung des z-Average zwischen 25°C und 41°C
= A z-Average [nm]

Relative GroBendnderung des z-Average zwischen 25°C und 41°C

= A z-Average rel. [%]
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Tabelle 6 Temperatur- und Druckeinfluss auf den TSL-Durchmesser

Formulierung | Temperatur z-Average MW 10-140 | A OmmHg/ A OmmHg/ A z-Average | A z-Average rel.
e)) OmmHg (nm) | mmHg (nm) | StSt (mm) | StSt rel. (%) (nm) (%)
= StSt

C,PG,-TSL 25 153,8+0,6 153,6+0,5 0,18 0,1
37 165,8+4,5 157,6+2,7 8,27 5,0 11,38 7.4
41 165,243,9 159,3+1,9 -5.91 3.6
25 156,620,7 155,420,6 1,22 0,8

C2PG2-TSL 37 164,620,9 159,8+0,7 4,78 2,9 8,73 5,58
41 165,343,4 158,8+0,9 6,53 4,0
25 160,2+1,7 159,7+0,6 0,43 03

C3PG2-TSL 37 171,7+6,14 165,3+0,9 6,47 3.8 12,89 8,05
41 173,140 4 167,242 -5,89 34
25 149+1,9 149,7+0,6 0,66 0,4
37 156,3+3,2 153,420,6 2,93 -1,9

POTSL 41 163,742,6 15542,9 -8,66 53 14,70 9,87
45 161,3%1,7 158,1+1,4 3,16 2,0
25 125,940,5 124+0,4 -1,89 -1,5

PG,-TSL+ 37 129,6+3,8 123,6+0,5 -6,03 4,7

DOX 41 131,545 126,1%0,7 5,42 -4,1 5,57 4,42
45 13343,5 129+0,5 4,01 3,0
25 125,8+5,1 128,7+0,4 2,88 2.3

PEG2000-TSL | 37 134,7+1,9 131,620,6 -3,09 23 8,20 6,52
41 134422 130,640,5 3,47 2,6

Bei 25°C konnte fiir alle Chargen mit steigendem hydrostatischem Druck keine relevante
GroBenédnderung beobachtet werden. Fiir hohere Temperaturen (37°C, 41°C bzw. 45°C) konnte
insbesondere im niedrigen Druckbereich (< 30 mmHg) der grofBte Einfluss auf den TSL-

Durchmesser beobachtet werden.

Bei weiter steigendem hydrostatischem Druck kommt es zur Ausprigung eines sog. Steady
State (StSt) in dem trotz steigendem Druck keine eindeutige GroBenidnderung der TSL mehr
dokumentiert werden kann. MW 10-140mmHg [nm] spiegelt somit das StSt wieder und soll

eine Vergleichbarkeit der unterschiedlichen TSL in diesem Zustand ermoglichen.

z-Average ommug.[nm] und A z-Average rel. [%] wurden gewdhlt um den Temperatureinfluss

auf die mittlere Vesikelgrofe der TSL im StSt zu verdeutlichen.
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e CiPGy-TSL (Abbildung 4.12 A): Bei 37°C konnte eine Abnahme des z-Average von
165,8+4,5 nm auf 157,6+£2,7 nm nachgewiesen werden, wenn der Druck von 0 mmHg
auf 140 mmHg erh6ht wurde. Bei 41°C konnte im selbigen Druckbereich eine Abnahme
des Vesikeldurchmessers von 165,243,9 nm auf 159,3+1,9 nm nachgewiesen werden.

e C(CoPGy-TSL (Abbildung 4.12 B): Bei 37°C konnte eine Abnahme des z-Average von
164,6+0,9 nm auf 159,8+0,7 nm nachgewiesen werden, wenn der Druck von 0 mmHg
auf 140 mmHg erhoht wurde. Bei 41°C konnte im selben Druckbereich eine Abnahme
des Vesikeldurchmessers von 165,343,4 nm auf 158,8+0,9 nm nachgewiesen werden.

e C3PGy-TSL (Abbildung 4.12 C): Bei 37°C konnte eine Abnahme des z-Average von
171,746,1 nm auf 164,4+1,0 nm nachgewiesen werden, wenn der Druck von 0 mmHg
auf 140 mmHg erh6ht wurde. Bei 41°C konnte im selbigen Druckbereich eine Abnahme
des Vesikeldurchmessers von 173,1+0,4 nm auf 166,0+0,8 nm nachgewiesen werden.

e PG>-TSL (Abbildung 4.12 D): Bei 37°C konnte eine Abnahme des z-Average von
156,3£3,2 nm auf 154,4+0,9 nm nachgewiesen werden, wenn der Druck von 0 mmHg
auf 140 mmHg erh6ht wurde. Bei 41°C konnte im selbigen Druckbereich eine Abnahme
des Vesikeldurchmessers von 163,7+2,6 nm auf 153,6+0,8 nm nachgewiesen werden.

e PGy-TSL + DOX (Abbildung 4.12 E): Bei 37°C konnte eine Abnahme des z-Average
von 129,64+3,8 nm auf 123,4+0,2 nm nachgewiesen werden, wenn der Druck von 0
mmHg auf 140 mmHg erhoht wurde. Bei 41°C konnte im selbigen Druckbereich eine
Abnahme des Vesikeldurchmessers von 131,5+4,5 nm auf 125,6+0,9 nm nachgewiesen
werden. Wurden die TSL auf 45°C erwédrmt, kam es zu einer entsprechend zu einer

Abnahme des Durchmessers von 133,0+3,5 nm auf 128,9+0,5 nm.
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e PEG2000-TSL (Abbildung 4.12 F): Bei 37°C konnte eine Abnahme des z-Average von
134,7+1,9 nm auf 131,1+£0,3 nm nachgewiesen werden, wenn der Druck von 0 mmHg
auf 140 mmHg erh6ht wurde. Bei 41°C konnte im selbigen Druckbereich eine Abnahme

des Vesikeldurchmessers von 134,042,2 nm auf 130,4+0,4 nm nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.12 Einfluss von hydrostatischem Druck und Temperatur auf die VesikelgroBle (z-Average) von A)
DPPC/DSPC/DPPG2/Chol 45:18:27:10 (mol/mol) (CiPG2-TSL), B) DPPC/DSPC/DPPG./Chol 40:16:24:20 (mol/mol)
(C2PG2-TSL), C) DPPC/DSPC/DPPG./Chol 35:14:21:30 (mol/mol) (CsPGz-TSL), D) DPPC/DSPC/DPPG: 50:20:30
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(mol/mol) (PG2-TSL). E) DPPC/DSPC/DPPG: 50:20:30 (mol/mol) mit eingeschlossenem DOX (PG2-TSL + DOX), F)
DPPC/P-Lyso-PC (DSPE-PEG2000 90:10:4 (mol/mol) (PEG2000-TSL). MW=SA von drei unabhéngigen Messungen.)

Hydrostatischer Druck und Temperaturen von 37°C und 41°C beeinflussen den Durchmesser

von Liposomen unabhéngig von der verwendeten TSL-Formulierung.

Mit Zunahme des hydrostatischen Drucks ist eine Erhdhung von Tn sowie die unter 1.4
beschriebenen Verdnderungen der Lipidmembran mit Abnahme des Bilayer-Durchmessers
durch Reduktion des End-zu-End-Abstandes der Kohlenwasserstoffketten in  dem
ungeordnetem Zustand der fliissig-kristallinen Phase (L,) trotz Zunahme des Lipid-Volumens
um T bekannt (112). Es stellte sich die Frage, ob durch Unterdruck die Packungsdichte der
Lipidmembran abnimmt und damit der Transfer von geladenen hydrophilen Molekiilen {iber
den lipophilen Bereich der Membran leichter erfolgen kann, was durch einen schnelleren und

effizienteren CF-Einschluss in PG>-TSL nachgewiesen werden konnte.

4.4 Passiver Carboxyfluorescein-Einschluss bei Unterdruck

Hiufig werden Liposomen durch gemeinsame Hydratisierung von Lipiden und
einzuschlieBender, hydrophiler Substanz (z.B. CF), sowie anschliefende Extrusion hergestellt.
Entgegen diesem Vorgehen wurden die TSL unserer Arbeitsgruppe zunéchst hergestellt (3.2.1
- 3.2.3), anschlieBBend passiv durch Inkubation der intakten TSL mit der einzuschlieBenden
Substanz beladen (3.2.4). AbschlieBend wurde zur Entfernung des nicht-eingeschlossenem CF
das Trennverfahren der GFC eingesetzt (3.2.5). Vorangegangene Publikationen unserer
Arbeitsgruppe haben mittels dieses passiven Einschlussverfahrens an vorgefertigten PG,-TSL
bereits erfolgreich den Wirkstoff Gemcitabin in TSL eingeschlossen, welche in Kombination
mit lokaler Hyperthermie vielversprechende Ergebnisse in ersten veterindrmedizinischen

Studien zur Therapie von Weichteilsarkomen zeigten (40, 72).

Zur Klédrung der Frage, ob subatmosphirische Bedingungen die Effektivitét einer CF-Beladung
beeinflussen, fand der passive Einschluss von CF wie in 3.2.4 beschrieben nach Erhitzen der
TSL-Formulierungen iiber T bei gleichzeitigem Anlegen von Unterdruck statt. Als Kontrolle
erfolge auch der Einschluss unter atmosphérischen Bedingungen. So wurde die Mdglichkeit

und Effektivitét einer passiven Beladung bei Unterdruck evaluiert.

Hierzu wurden zwei Liposomenchargen (PG>-TSL) hergestellt (sieche Tabelle 7) und
anschlieBend 1:1 (vol/vol) mit 100 mM CF pH 7,2 verdiinnt. Experimente zum CF-
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Einschluss erfolgten dann unter atmosphirischen Bedingungen, sowie bei 900 mbar, 800 mbar,
700 mbar, 600 mbar, 500 mbar, 400 mbar. Fiir die Charge PG-TSL-V1 erfolgte der CF-
Einschluss {iber einen Zeitraum von 10 Minuten, fiir PG-TSL-V2 erfolgte der CF-Einschluss
iiber insgesamt 60 Minuten. Somit wurde neben dem Einfluss des Drucks auch der Einfluss der

Inkubationszeit auf die Einschlusseffizienz untersucht (siche Tabelle 7).

4.4.1 Formulierungen und Charakterisierung

Die Charakterisierung der hergestellten TSL ist im Folgenden in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7 Charakterisierung der TSL-Formulierungen des CF-Einschlusses bei Unterdruck

Formulierung Abkiirzung | CF- z-Average ¢-Potential | PDI Lipid' | EE? CF:lipid
(mol/mol) Einschlussdruck | (nm) (mV) (mM) (%) (mol/mol)
DPPC/DSPC/DPPG2 | PG-TSL-V1 | Atmosphire 144,00 -27,5 0,12 35,4 0,28 0,008
(50:20:30) (10 Min.) 900 mbar 145,00 -26,2 0,13 36,4 0,31 0,009

800 mbar 145,00 -26,1 0,09 33 0,22 0,007

700 mbar 143,00 -28.5 0,11 28,5 0,1 0,003

600 mbar 142,00 =272 0,08 24,5 0,06 0,003

400 mbar 142,00 -27,5 0,11 34,5 0,15 0,004
DPPC/DSPC/DPPG2 | PG-TSL-V2 | Atmosphire 148,00 -26 0,09 31,6 0,65 0,02
(50:20:30) (60 Min.) 900 mbar 154,00 -28,1 0,09 29,9 0,61 0,02

800 mbar 148,00 -26,8 0,07 31,8 0,62 0,02

700 mbar 148,00 -26,9 0,11 28,9 0,54 0,02

! Gehalt an Phospholipiden, ? Einschlusseffizienz

Fiir PG-TSL-V1 lag der z-Average zwischen mindestens 141,9 nm (CF-Einschluss < 600 mbar)
und maximal 145,4 nm (CF-Einschluss 900 mbar). Nach 60-miniitigem Einschluss hatten die
PG-TSL-V2 einen z-Average zwischen mindestens 147,6 nm (800 mbar) und maximal 153,9
nm (900 mbar). Der eingesetzte Zetasizer besall einen Messbereich von 0,3 nm bis 10 um, so

dass alle Liposomenchargen fiir das verwendete Messverfahren geeignet waren.

Im Mittel ergab sich fiir PG-TSL-V1 {iber alle Chargen ein z-Average von 143,5+1,7 nm (CV
= 0,01 %) und fiir PG-TSL-V2 149,5+£3,0 nm (CV = 0,02 %). Aufgrund des kleinen CV kann
davon ausgegangen werden, dass die Beladungsmethode keinen Einfluss auf die Vesikelgrofle

und somit die Dispersionsstabilitdt der TSL hat.
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Abbildung 4.13 z-Average bei 25°C nach passivem CF-Einschluss im Unterdruck (10 Min. vs. 60 Min.)

Die untersuchten TSL-Formulierungen besalen einen PdI zwischen 0,065 (PG-TSL-V2 600
mbar) und 0,125 (PG-TSL-V1 900 mbar). Im Mittel ergab sich PG-TSL-V1 iiber alle Chargen
ein PDI von 0,10+0,02 (CV = 0,18 %) und fiir PG-TSL-V2 0,09+0,02 (CV = 0,2 %). Aufgrund
des kleinen CV kann davon ausgegangen werden, dass die Beladungsmethode keinen Einfluss

auf den PDI hat.
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Abbildung 4.14 PDI nach passivem CF-Einschluss im Unterdruck (10 Min. vs. 60 Min.)

Das {-Potential befand sich zwischen - 28,5 mV (700 mbar) und -26,1 mV (800 mbar) fiir PG-
TSL-V1 (10 Min.) und zwischen - 28,1 mV (900 mbar) und -26 mV (Atmosphére) fiir PG-TSL-
V2 (60 Min.) und befand sich somit im Zetasizer Hersteller (Malvern Panalytical) angegebenen
Messbereich von +/-500 mV.
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Im Mittel ergab sich fiir PG-TSL-V1 iiber alle Chargen ein {-Potential von -27,2+0,9 (CV =
0,03 %) und fiir PG-TSL-V2 -26,954+0,9 (CV = 0,03 %). Aufgrund des kleinen CV kann davon

ausgegangen werden, dass die Beladungsmethode keinen Einfluss auf das (-Potential hat.
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Abbildung 4.15 {-Potential nach passivem CF-Einschluss im Unterdruck (10 Min. vs. 60 Min.)

Nach 10 Min. Einschluss besallen die PG2-TSL bei 900 mbar mit 0,009 das hochste, sowie bei
700 mbar bzw. 600 mbar mit 0,003 das niedrigste molare CF-Lipid Verhiltnis. Nach 60 Min.
Einschluss besallen die PG>-TSL unabhingig vom inkubierten Druckbereich (Atmosphére bis
700 mbar) ein molares CF-Lipid Verhéltnis von 0,02.

0,025
®mPG-TSL-V1 (10 Min.) ®PG-TSL-V2 (60 Min.)

0,02
0,015
0,01
0,005 -
/A B

Atmosphére 800 mbar 600 mbar

CF:lipid (Jmol/mol

Abbildung 4.16 CF-Lipid Verhiltnis nach passivem CF-Einschluss im Unterdruck (10 Min. vs. 60 Min.)
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Die Einschlusseffizienz lag fiir PG-TSL-V1 (10 Min.) zwischen 0,06% (600 mbar) und 0,31%
(900 mbar), sowie fiir PG-TSL-V2 (60 Min.) zwischen 0,54% (700 mbar) und 0,65%
(Atmosphire).

0,8

®PG-TSL-VI (10 Min.)  ®PG-TSL-V2 (60 Min.)

Atmosphdre 900 mbar 800 mbar 700 mbar 600 mbar 400 mbar

Abbildung 4.17 Einschlusseffizienz nach passivem CF-Einschluss im Unterdruck (PG-TSL-V1)

4.4.2 Temperaturprofile von bei Unterdruck mit CF beladenen PG,-TSL

Wie in 3.3.4 beschrieben wurden die TSL-Chargen hinsichtlich ihrer temperaturabhidngigen
CF-Freisetzung in NaCl (Abbildung 4.18) und FCS (Abbildung 4.19) untersucht. Ergéinzend
erfolgte eine Inkubation iiber insgesamt 60 Minuten bei 37°C (Membran in gelformiger Phase)

und 42°C (fliissig-kristallinen Phase).
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Abbildung 4.18 Temperaturprofil von PG-TSL-V1 in NaCl nach passivem CF-Einschluss
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Abbildung 4.19 Temperaturprofil von PG-TSL-V1 in FCS nach passivem CF-Einschluss
Die beiden Messwerte der 700 mmHg-TSL bei 42°C und 43°C wurden nicht beriicksichtigt, da
der Fluoreszenzwert durch einen moglichen Pipettierfehler im Vergleich zu den 41°C und
44°C Werten zu niedrig war.

Die CF-Freisetzung nach 60 Minuten Inkubation bei 37°C war in NaCl nicht nachweisbar, unter

Inkubation in FCS konnte eine maximale Freisetzung von 6,0+0,1% (TSL mit atmosphérischem

CF-Einschluss)

gemessen werden. Bei 42°C konnte fiir die Inkubation
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NaCl eine maximale CF-Freisetzung von 100% (700 mmHg TSL), sowie in FCS eine maximale

von 81,2+4,1% (700 mmHg TSL) nachgewiesen werden (siche Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20 CF-Freisetzung nach passivem Einschluss fiir PG-TSL-V1 nach 60-miniitiger Inkubation

Fiir PG-TSL-V2 konnte in Anwesenheit von FCS eine deutlich gesteigerte CF-Freisetzung von

maximal 89,6+1,1% (700 mmHg TSL bei 43°C) nachgewiesen werden. Insgesamt kam es

zwischen 41°C und 42°C zum grofiten Anstieg der CF-Freisetzung {iiber alle TSL-

Formulierungen hinweg. Dies

lasst sich durch die gesteigerte Permeabilitit der

Doppellipidmembran um T, begriinden (T fiir PG2-TSL = 42,440,1°C 44). Gegeniiber der

Formulierung welche den CF-Einschluss unter atmosphérischen Bedingungen vollzogen hatte,

zeigten die 700 mmHg TSL iiber den gesamten Temperaturbereich in NaCl (Abbildung 4.21)
und FCS (Abbildung 4.22) die hochste CF-Freisetzung.
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Abbildung 4.21 Temperaturprofil von PG-TSL-V2 in NaCl nach passivem CF-Einschluss
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Abbildung 4.22 Temperaturprofil von PG-TSL-V2 in FCS nach passivem CF-Einschluss

Der Messwerte der 800 mmHg-TSL bei 43°C wurden nicht beriicksichtigt, da der
Fluoreszenzwert durch einen moglichen Pipettierfehler im Vergleich zu den 42°C und 44°C
Werten zu niedrig war.

Fiir keine TSL- Formulierungen konnte nach 60 Minuten Inkubation in NaCl bei 37°C eine
relevante CF-Freisetzung nachgewiesen werden. Bei 37°C und Inkubation in FCS konnte eine

maximale Freisetzung von 16,8+0,4% (700 mmHg TSL) gemessen werden. Fiir die TSL-
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Inkubation bei 42°C zeigten die 700 mmHg TSL in NaCl und FCS eine maximale CF-
Freisetzung von nahezu 100% (siehe Abbildung 4.23).
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Abbildung 4.23 CF-Freisetzung nach passivem Einschluss fiir PG-TSL-V2 nach 60-miniitiger Inkubation
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5 Diskussion

TSL stellen als Nanotransporter in der onkologischen Systemtherapie einen vielversprechenden
Therapieansatz dar (63). Neben dem gezielten Einschluss von potentiell organtoxischen
Zytostatika in diese Transportvesikel, ldsst sich durch die Lipidkomposition der TSL-
Doppellipidmembran unter Verwendung des synthetischen Phospholipids DPPG: eine nahezu
beliebige, temperaturselektive Wirkstofffreisetzung erreichen (33). In Kombination mit lokaler
Hyperthermie konnten erste veterindirmedizinische Studien zum Einsatz von mit Gemcitabin
(72) bzw. Doxorubicin (40, 110, 115) beladener DPPG-TSL vielversprechende Ergebnisse in

der Therapie von Weichteilsarkomen verzeichnen.

Sowohl im Prozess der Herstellung, wie auch im in-vivo-Einsatz in der Medizin werden TSL
unterschiedlichen = Temperatur- und Druckbereichen ausgesetzt. Als intravasaler
Arzneistofftransporter im humanen Organismus sind TSL je nach Gefdltypus einem Druck
zwischen 2 - 4 mmHg (zentralvendser Druck) und 100 - 140 mmHg (systolischer Blutdruck)
ausgesetzt (91). Mit zunehmender weltweiter Prévalenz fiir arterielle Hypertonie sind haufig
deutlich hohere Blutdruckwerte zu erwarten (23, 24). Neben diesen physiologischen
Bedingungen variieren je nach Tumorlokalisation, Vaskularisierungsstruktur, eingesetzter
Medikation bzw. genutzten interventionellen Verfahren, wie bspw. der transarteriellen
Chemoembolisation (TACE) beim hepatozelluliren Karzinom (HCC), die intravasalen (140
mmHg in arterieller Strombahn bis 12-15 mmHg am vendsen Ende des Kapillarsystems) — und
interstitiellen Druckverhéltnisse (10 mmHg in Lungentumoren bis 50 mmHg in Melanomen)

von Tumoren (11, 60, 69, 107).

Ergidnzend hierzu unterliegen TSL jedoch auch vielfdltigen thermischen Einfliissen. Bei der
Herstellung, im Rahmen der Lagerung, nach intravendser Applikation oder bei Eintritt in das

Hyperthermie-Gebiet wirken auf TSL unterschiedliche Temperaturen ein.

Seit der erstmaligen Beschreibung von Liposomen durch Alec Douglas Bangham im Jahre 1964
(8, 86) gab es nur vereinzelte Studien, welche den Einfluss von hydrostatischem Druck auf
Liposomen erforscht haben. Friith war bekannt, dass in Anwesenheit von gasformigen Narkotika
eine hydrostatische Druckerhohung zu einem Anstieg der Phaseniibergangstemperatur fiihrt

(58, 88).

Umfangreiche Kenntnisse iiber den Einfluss z.B. von Temperatur und Druck auf die

biophysikalischen Eigenschaften sind jedoch fiir einen erfolgreichen Einsatz als effektiver
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Nanotransporter in der Medizin wichtig. Wahrend die Membranpermeabilitit, das Wirkstoff-
Freisetzungsverhalten, Stabilitit oder GroBenverhalten von DPPG,-TSL unter dem Einfluss der
Temperatur und der Gegenwart von Serumkomponenten bereits untersucht wurden (41, 43),
erfolgte dies fiir den hydrostatischem Druck auf DPPG»-TSL bisher nicht, wie es im Rahmen
eines in-vivo-Einsatzes der Fall wire. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten in-vitro-
Versuche sollen dem weiteren Verstidndnis der Membraneigenschaften DPPGo-haltiger TSL

dienen.

Da bisher kein Messaufbau zur Erfassung von TSL-Membranverdnderungen unter
hydrostatischem Druck etabliert war, wurde ein entsprechendes Verfahren entwickelt. Ziel war

es u.a. einen fiir den Einsatz im Rahmen der DLS geeigneten Aufbau zu entwerfen.

5.1 Methodenentwicklung DLS-Messung unter Druck

Das entwickelte Messverfahren sollte mit handelsiiblichen fiir den Laborbedarf bestimmten
Materialien zu realisieren sein. Dazu wurde ein der EN 1060 entsprechendes
Blutdruckmessgeridt mittels Heidelberger-Verldngerung an eine einseitig verschlossene
Messkiivette angeschlossen (Abbildung 4.2, Seite 34). Da eine stabile Aufrechterhaltung des
hydrostatischen Druckes wéihrend der Messreihen fiir die Validitdt der Ergebnisse existenziell
ist, wurde vor jedem Experiment iiber die Dauer von 15 Minuten ein Test auf
Druckbestindigkeit und somit Leckage-Freiheit durchgefiihrt. Nach dieser Uberpriifung kam

es im Rahmen der Messungen zu keinen Druckverlusten.

Als mogliche Fehlerquellen des Messverfahrens konnten primér vier Situationen identifiziert

werden:

1. Konnektierung: Durch zu viel Kraftaufwand bei der Konnektierung der Heidelberger-
Verldngerung mit dem Dreiwegehahn oder der Malvern-Messkiivette kommt es zu einer
Beschéddigung des im Material weicheren Luer-Lock-Verschlusses an der Heidelberger-
Verldngerung. In der Folge ist das System nicht mehr druckbestindig, wobei im
Rahmen des 15-miniitigen Tests auf Leckage-Freiheit ein Druckabfall auf dem
Manometer zu beobachten ist. Das Schlauchsystem der Verldngerungen ist seitens des
Herstellers bis zu 1500 mmHg (= 2 bar) druckbesténdig.

2. Verschlussstopfen: Durch Verunreinigungen oder zu geringen Anpressdruck ist der

Verschlussstopfen der Malvern-Messkiivette, nachdem die Proben hinein pipettiert
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wurde, zu locker und 16st sich unter Druck. In der Folge féllt der Druck im System ab
und das Probenmaterial tritt aus.

3. Temperierung: Fiir Messungen die nicht bei Raumtemperatur stattfanden, mussten die
TSL-Proben im Thermomixer, sowie die leere Malvern-Messkiivette im Zetasizer liber
finf Minuten auf die entsprechende Temperatur vorgewdrmt werden. Bei
unvollstindiger Erwdrmung bzw. falschen Einstellung sind die Messergebnisse
beeinflusst.

4. Ungeeignetes Probenmaterial: Proben mit einem Pdl > 0,7 (sehr breite
GroBenverteilung, multidisperse Partikel) sind fiir die dynamische Lichtstreuung
ungeeignet (Kapitel 4.2, Seite 34). Die im Rahmen der Druckversuche untersuchten
TSL-Formulierungen besaBlen einen PdI zwischen 0,053+0,014 (C3PG»-TSL) und
0,097+0,016 (PG2-TSL). Sie sind somit als monodispers und fiir die Zeta- und

GroBenmessungen mittels DLS geeignet anzusehen.

Ein Einsatz des entwickelten Systems in anderen messtechnischen Geréten wie z.B. MRT oder

Fluoreszenzspektrometer wurde im Rahmen der Arbeit nicht untersucht, scheint aber durchaus
erdenklich.

5.2 Herstellung und Charakterisierung von TSL

Zur Evaluation des Einflusses von auf TSL ausgelibten hydrostatischen Druck bei
Temperaturen ober- und unterhalb von T, musste zundchst eine geeignete liposomale
Formulierung gefunden werden. Da das synthetische Phospholipid DPPG: je nach molarem
Verhédltnis in der Doppellipidmembran von TSL eine ideale temperaturselektive
Wirkstofffreisetzung hat, sowie sich durch weitere niitzliche Eigenschaften wie eine
Verldngerung der vaskuldre Zirkulationszeit von TSL und signifikant beschleunigte
Freisetzungsgeschwindigkeit um T auszeichnet, wurden primér auf diesem Lipid basierende
Formulierungen hergestellt, auch da es ermdglichte die bereits publizierten Ergebnisse wie z.B.
Einfluss der Temperatur (44, 77) oder die Liposomengrofle (43) auf die Freisetzung

eingeschlossener Wirkstoffe um den Faktor Druck zu erginzen.

Als weitere Membranbestandteile waren Cholesterin und DSPE-PEG2000 von Interesse, um
z.B. der Einfluss des Drucks auf TSL-Doppellipidmembranen unterschiedlicher
Zusammensetzung und Fluiditdt zu untersuchen. Cholesterin kann als ubiquitdr im Korper

vorkommendes Lipid von einer Zellmembran zur Anderen {ibertreten werden (28) und fiihrt zu

59



Diskussion

einer Stabilisierung der Kohlenwasserstoffketten in der fliissig-kristallinen Phase mit Anstieg
von Ty, ab Cholesterinkonzentrationen von 10-15 mol% (35)(Kapitel 1.5.1). Ab 30 mol% geht
die Lipidmembranen mit DPPC als Hauptkomponente von einer kristallinen Phase in eine
fliissig-ungeordnete Phase iiber (45). Durch die Verwendung von DSPE-PEG2000 als
Bestandteil in TSL kann die Halbwertszeit von cholesterinhaltigen (5, 62) und cholesterin-
freien Liposomen (4) nach intravendser Applikation deutlich verldngert werden, so dass es

ebenfalls als Membrankomponente niitzlich scheint.

Es wurden nach der Methode der Lipidfilm-Hydratisierung und Extrusion (67) insgesamt fiinf
unterschiedliche Formulierungen hergestellt. Drei cholesterinhaltige Formulierungen (10-, 20-
, 30 mol% Cholesterin, zur Untersuchung des Einflusses der Membranfluiditit), PG>-TSL mit
und ohne eingeschlossenem Doxorubicin (um den Einfluss des festen und starren
Wirkstoftkristalls (71) zu untersuchen), sowie PEG2000-haltige TSL um den Einfluss der

groflen Oberflichenmodifizierung durch PEG zu untersuchen.

Alle Liposomenchargen besaflen unabhingig von der Lipidzusammensetzung die notwendige
Qualitit fiir DLS-Messungen (Tabelle 5, Seite 37), die biophysikalischen Daten der TSL sind
analog zu bereits publizierten DPPG»-TSL (44, 43), so dass ein Vergleich moglich ist.

Die endgiiltige TSL-GroBe wurde durch die Porengréfe des eingesetzten Filters (200 nm)
bestimmt. Fiir eine homogene GroBlenverteilung und erfolgreiche Liposomen-Bildung erfolgte
zehnmalig die Extrusion der Dispersion bei moglichst geringem Druck (5 bar - max. 22 bar).
In Kombination mit der Charakterisierung via DLS lieB sich zeitnah und valide die Qualitét der
hergestellten Nanovesikel beurteilen. Die ermittelten PdI-Werte (zwischen minimal
0,053+0,014 bei C3PG2-TSL und maximal 0,097+0,016 bei PG2-TSL) bestétigen, dass die
gewiinschte monodisperse Grofenverteilung vorlag. Ebenfalls ergaben sich keine Hinweise auf
druckinduzierten Grofendnderungen, somit handelt es sich um das optimale Verfahren zur

Synthese von TSL als Nanotransporter.

Fiir Phosphatidylcholin-haltige Liposomen ist bekannt, dass selbst bei Temperaturen deutlich
unter Ty und einem Vorliegen der Lipid-Doppelmembran in der sog. gelférmigen Phase, diese
in geringem Umfang durchldssig fiir Wassermolekiile ist. Fiir andere Molekiile scheint diese
Permeabilitét nicht ebenfalls zwangsldufig vorzuliegen, da z.B. Glukose die Membran in
diesem Zustand nicht tiberwinden kann. Um T, liegt eine Koexistenz fliissiger und gelformiger

Dominen vor und die Permeabilitét steigt dramatisch an (105). Zur Vermeidung von relevanten
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Diffusionsvorgédngen wurden die hergestellten Liposomen bei 2 bis 8 °C gelagert. Die TSL-
Stabilitdt unter diesen Bedingungen wurde bereits bewiesen (44). Somit waren die TSL
unabhingig vom Zeitpunkt der Extrusion beim jeweiligen Versuch von gleichbleibender

Qualitét.

Die synthetisierten TSL wurden wie in Kapitel 3.3 beschrieben vollstindig charakterisiert und
analysiert. Fiir die cholesterinhaltigen Chargen mit mittleren Cholesterin-Konzentrationen
zeigte sich gegeniiber den cholesterin-freien PG>-TSL eine abnehmende Einschlusseftizienz fiir
CF (PG2-TSL 4,4 mM, C\PG2-TSL 4,4 mM, CoPG2-TSL 3,5 mM, C3PG2-TSL 3,05 mM; vgl.
Abbildung 4.9). Dies kann u.a. durch die erschwerte Permeabilitét aufgrund der Stabilisierung
der Kohlenwasserstoffketten (35) bedingt sein. Geringe Cholesterin-Konzentrationen (10%)
scheinen den CF-Einschluss bei der untersuchten Formulierung (C1PG2-TSL) gegeniiber der

cholesterinfreien Charge nicht relevant zu beeinflussen.

Da TSL nach intravasaler Applikation im menschlichen Organismus frei zirkulieren, war auch
das zeitabhdngige CF-Freisetzungsverhalten der hergestellten TSL-Formulierungen von
Interesse. Im Rahmen der durchgefiihrten 24h-Stabilititsmessungen bei Inkubation der TSL in
FCS (37°C) konnte gezeigt werden, dass mit steigendem Membrananteil von Chol in DPPGo-
TSL die Stabilitdt der Liposomen drastisch zunimmt (CF-Freisetzung maximal 48,5+1,9% bei
PG,-TSL, - minimal 3,4+0,7% bei C3PG,-TSL; Abbildung 4.10, Seite 41).

Damit sind die TSL geeignet, um den Einfluss von hydrostatischem Druck (wie er in vivo
ausgelibt wird) auf Liposomen unterschiedlicher Membranfluiditit und -zusammensetzung zu

untersuchen.

5.3 Einfluss von hydrostatischem Druck und Temperatur auf TSL

Die TSL wurden im entwickelten Versuchsaufbau (Kapitel 4.1, Seite 31) bei drei
unterschiedlichen Temperaturen (25 °C, 37 °C und 41 °C), sowie iiber einen Druckbereich von
0 mmHg (= atmosphérischer Druck) bis 140 mmHg mittels DLS vermessen. Fiir den
untersuchten Druckbereich kann Tr in allen Messungen und Formulierungen als stabil, also

unabhingig vom ausgelibten Druck, angenommen werden (Gleichung 1, Seite 7)(36).

Die unterschiedlichen Temperaturen wurden gewéhlt, um den Einfluss des Drucks bei
steigender Fluiditdt der Doppellipidmembranen zu erfassen. Es stellte sich die Frage, ob

hydrostatischer Druck bereits in der kristallinen Phase Auswirkungen auf die

61



Diskussion

Doppellipidmembran hat oder ob erst bei steigender Fluiditdt unter zunehmender Unordnung
der Kohlenwasserstoftketten mit Volumensteigerung in der Lipiddoppelmembran und
Abnahme der Van-der-Waals-Kréfte mit maximaler Wirkstofffreisetzung bei Temperaturen um

Tm (Kapitel 1.3) druckassoziierte GroBendnderungen mittels DLS nachzuweisen sind.

Zur besseren Ubersicht der VesikelgrdBe unter hydrostatischem Druck erfolgt in Abbildung 5.1
eine Darstellung von z-Average der unterschiedlichen TSL-Formulierungen in den

Temperaturbereichen 25 °C (A), 37 °C (B) und 41 °C (C).
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Abbildung 5.1 Einfluss von hydrostatischem Druck und Temperatur auf die Vesikelgrofie (z-Average) unterschiedlicher
TSL-Formulierungen; A) 25°C, B) 37°C und C) 41°C. MW=SA von drei unabhfingigen Messungen.

5.3.1 Hydrostatischer Druck

Unter atmosphérischen Bedingungen zeigt sich bei den PG2-TSL, CoPGz-TSL und C3PG2-TSL
ein direkt zur Temperatur proportionaler atmosphérische Liposomen-Durchmesser (z-

Averageommug 25 °C < 37 °C < 41 °C). Fiir die CiPG2-TSL scheint dieser Zusammenhang

62



Diskussion

anhand der erhobenen Daten mit erhohter Standardabweichung aktuell messtechnisch nicht
nachzuweisen sein (vgl. Tabelle 6, Abbildung 4.12 und Abbildung 5.4). Wird ein
hydrostatischer Druck > 30 mmHg auf die TSL ausgeiibt, bildet sich unabhingig von der
Temperatur ein sog. Steady State (StSt) aus, wobei es bis zu 140 mmHg zu keiner weiteren

Anderung vom z-Average kommt (Abbildung 5.1).

Da ein Vergleich der absoluten Verdnderungen vom z-Average bei bereits unter
atmosphirischen Bedingungen unterschiedlich groen TSL nicht aussagekriftig ist, erfolgt in
Abbildung 5.2 die Darstellung der TSL hinsichtlich ihrer relativen VesikelgroBle bei
atmosphirischen Bedingungen und im StSt bei 100 mmHg.
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Abbildung 5.2 Relative Grofieninderung unterschiedlicher TSL-Formulierungen — atmosphiirische Bedingungen
(schwarze Séulen) vs. StSt bei 100 mmHg (weifle Sidulen); A) C,PG,-TSL, B) C;PG,-TSL, C) C3PG,-TSL, D) PG,-TSL,
E) PG,-TSL + DOX, F) PEG-2000-TSL.

Die untersuchten TSL zeigten bei 25°C keine druckinduzierte relative GroBenénderung in der

soliden Phase (Atmosphire vs. StSt bei 100 mmHg = 4 OmmHg/StSt. rel.). Die SA der

Formulierungen war bei 25°C unter atmosphérischen Bedingungen zwischen 0,4% (C1PG2-

TSL und PG2-TSL + DOX) und 4,1% (PEG-2000-TSL) (Abbildung 5.2).
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5.3.2 Temperatur

Zeigt sich fiir die untersuchten TSL-Formulierungen bei 25°C unabhéngig vom einwirkenden
hydrostatischen Druck eine stabile TSL-GroBe (4 OmmHg/StSt. rel. zwischen -0,1 % (CiPGa-
TSL) und 2,3 % (PEG2000-TSL)), so kann bei 37°C mit einem 4 OmmHg/StSt. rel. zwischen -
1,9 % (PG2-TSL) und -4,7 % (PG2-TSL+DOX), sowie bei 41°C einem A4 OmmHg/StSt. rel.
zwischen -2,6 % (PEG2000-TSL) und -5,3 % (PG2-TSL) ein zunehmender Druckeinfluss auf
die VesikelgrofBe bereits bei einem geringen hydrostatischen Druck (10-20 mmHg) beobachtet
werden (Tabelle 6; Abbildung 5.1). Da die Lipid-Doppelmembran bei T < Tw noch rigide
(kristalline bzw. gelférmige Phase) ist und es erst bei steigenden Temperaturen mit Ubergang
in die fliissig-kristalline Phase zu einer zunehmenden Fluiditdt der Doppelmembran kommt
(104), kann die Membranfluiditit den temperaturabhingigen Einfluss des hydrostatischen
Druckes auf z-Average erkldren. Interessanterweise liegen im vendsen Kapillargebiet mit 12-
15 mmHg sehr é&hnliche hydrostatische Druckbedingungen vor (69), so dass die
druckassoziierten TSL-GroBenénderungen hier gerade in Kombination mit Hyperthermie zur

Auspriagung kommen sollten.

5.3.3 Cholesterin und PEG-2000 als Membranbestandteil

Da TSL bei einem in-vivo-Einsatz im Rahmen der onkologischen Therapie mit einer Vielzahl
von anderen Doppellipidmembranen interagieren und es fiir Membranbestandteile wie z.B.
Cholesterin bekanntermaBen einen intermembrandsen Ubertritt gibt (28), stellte sich die Frage,
ob eine gesteigerte Fluiditdt der Doppellipidmembran (Chol-Anteil in der Membran) den
Einfluss des hydrostatischen Druckes auf die TSL-Grof3e beeinflusst.

Wird das GroBenverhalten der cholesterinhaltigen Formulierungen im direkten Vergleich
betrachtet, so konnte bei 37°C und einem hydrostatischen Druck von 100 mmHg fiir C;PG2-
TSL eine GroBlenreduktion um 5,0+0,4% beobachtet werden. Fiir die CoPG»-TSL fiel unter dem
gleichen Druckeinfluss bei 37°C die GroBenreduktion mit 2,84+0,7% und bei C3PG2-TSL mit
3,8+0,1% geringer aus. Bei 41°C zeigten alle Cholesterin-TSL eine Reduktion des TSL-
Durchmessers um durchschnittlich ~ 4% (vgl. Abbildung 5.3).

Die mit steigendem Cholesteringehalt abnehmende GroBenreduktion kann durch die
Stabilisierung der Kohlenwasserstoffketten in der fliissig-kristallinen Phase bedingt sein,
welche sich auch in einem deutlichen Anstieg von T bei Cholesterinkonzentrationen ab 10-15

mol% bemerkbar macht (35).
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Abbildung 5.3 relative Gréfleninderung von cholesterinhaltiger TSL im Vergleich — Atmosphiire vs. 100 mmHg

Die geringste druckinduzierte Gro3enénderung unter alle untersuchten Formulierungen ergibt
sich bei den PEG2000-haltigen TSL mit einem relativen GroBenverlust von 2,24+0,8% bei 37°C
und mit 2,7+0,1% bei 41°C bei Anstieg des hydrostatischen Drucks auf 100 mmHg (Abbildung
5.4, Seite 68). Dies kann durch die Fahigkeit von PEG2000 eine sterische Barriere auszubilden
bedingt sein (26). Eine weitere Erklarung konnte die Struktur von PEG2000 an der Oberfldche
der Membran sein. Je nach Stoffmengenanteil sind zwei Strukturvarianten bekannt
(Pilzkonfiguration bis 4 mol% und Biirstenkonfiguration ab 4 mol%) die die Liposomengrofle
beeinflussen. Mit steigender Temperatur und Zunahme der PEG-Konzentration kommt es zu

einer Abnahme der Liposomengrof3e (27).

In der Literatur ist fir HSPC/DSPE-PEG2000/Cholesterin-Liposomen eine im Vergleich zu
reinen Phospholipid- bzw. Phospholipid/Cholesterin-Liposomen deutlich reduzierte
Wasserpermeabilitdt beschrieben (105), so dass der geringe Druckeinfluss auf PEG2000-
haltige TSL auch durch den geringen Messzeitraum im Zetasizer von ~ 60 s bedingt sein kann.
Gegen diese Hypothese spricht, dass Varga et al. einen osmotisch induzierten Wasserausstrom
und lineare Abnahme des Liposomen-Durchmessers innerhalb von vier Sekunden nach
Induktion (Liposomen-Inkubation in gepufferter Salzlosung [0.3M NaCl]) von im Mittel 117
nm auf 110,8 nm (relativer GroBBenverlust 5,3%) beschrieb. Eine Versuchswiederholung der

DLS-Messungen nach lingerem Druckeinfluss konnte hier die Frage beantworten, ob PEG2000

66



Diskussion

die Auswirkungen des hydrostatischen Druckes auf die Doppellipidmembran hinsichtlich einer
GroBenabnahme der TSL reduziert oder ob die o.g. Ergebnisse eine reduzierte

Wasserpermeabilitit auch fiir DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000-TSL bestdtigen.

5.3.4 Einfluss von in TSL eingeschlossenem Kristall

Durch Verwendung von DPPG-TSL mit unterschiedlicher Beladung wurde untersucht, ob ein
eingeschlossener starrer Kristall (DOX in fester Phase) im Vergleich zur homogen in der

wissrigen Phase gelosten CF eine Auswirkung auf die druckassoziierte TSL-Grof3e hat.

Die Zusammensetzung der inneren TSL-Phase scheint z-Average unter atmosphérischen
Bedingungen bzw. die Verformbarkeit unter Druck zu beeinflussen. Trotz gleicher Extrusion
(Filter-Porengréfle 200 nm) zeigt sich zwischen mit DOX und CF beladenen PG2-TSL bereits
unter atmosphdrischen Bedingungen bei 25°C ein absoluter Grof3enunterschied von 23,1 nm zu
Gunsten der mit CF beladenen Liposomen (PG2-TSL 149,0+1,9 nm, PG,-TLS+DOX 125,9+0,5
nm. Diese Eigenschaft kann u.a. mit der kristallinen Ringstruktur von Doxorubicin

zusammenhidngen (84).

Unter einem hydrostatischen Druck von 100 mmHg ergibt sich fiir die mit CF beladenen PG2-
TSL bei 37°C eine relative Gréflenabnahme um 2,3+0,8%, sowie bei 41°C eine Abnahme um
6,3+0,4% gegeniiber dem atmosphédrischen Diameter. Fiir mit DOX beladenen PG»-TSL kann
unter gleicher Druckeinwirkung eine stabile Gréfenabnahme von 4,7+0,6% (37°C) bzw.
4,24+0,6% (41°C) dokumentiert werden (Abbildung 5.4). Wihrend hydrostatischer Druck bei
Uberschreiten von T und zunehmendem Eintritt in die fliissig-kristallinen Phase bei PG,-TSL
zu einer weiteren Abnahme des z-Average fiihrt, so kommt es bei TSL mit starrem Kristall
(Beladung mit DOX) bereits bei einem geringen Temperaturanstieg auf 37°C zu einer relativen
GroBenreduktion um 4,7+0,6%, wobei bei weiterer Uberschreitung von Ty, (bis 41°C) keine
weitere GroBenreduktion beobachtet werden kann (vgl. Abbildung 5.4). Der starre Kristall

verhindert so sterisch eine weitere Verkleinerung (z.B. als Stiitzgeriist) der TSL (97).
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Abbildung 5.4 relative Grofieniinderung von PG;-TSL mit (+) und ohne (-) Doxorubicin, sowie PEG2000-TSL im

Vergleich— Atmosphiire vs. 100 mmHg
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5.4 Passiver Carboxyfluorescein-Einschluss bei Unterdruck

Der passive Einschluss von CF bei Unterdruck wurde unter der Hypothese durchgefiihrt, dass
aufgrund von durch geringeren hydrostatischen Druck induzierte Anderungen der
Membraneigenschaften (Erhohung der Permeabilitét durch geringe Packung der Lipide) und
eine Erniedrigung von Tm CF schneller und effizienter in PG2-TSL eingeschlossen werden

kann.

Fiir sehr hohen hydrostatischen Druck (> 500 bar) ist die unter 1.4 beschriebene Zunahme des
interlamellaren Abstandes bekannt, welche bei Eintritt in die druckinduzierte Ls; Phase rapide
abnimmt. Erginzend erhoht anliegender Druck jedoch auch Tm (43,2 bar filhren zu einem
Anstieg von T, um 1 °C) (36). Uber das Membranverhalten unter subatmosphirischen
Bedingungen (ausgeiibter hydrostatischer Druck < atmosphérischer Druck) ist hingegen bisher
noch nicht viel bekannt. Bisher konnten nur mittels der Theorie des Fluktuations-Dissipations-
Theorems theoretische Erkenntnisse, sowie mittels von durch die Mikropipetten-
Manipulationstechnik ausgeiibten partiellen Unterdruck an der Lipid-Doppelmembran

messtechnisch Informationen (Verdnderung der Biegesteifigkeit) gewonnen werden (37).

Der durchgefiihrte passive CF-Einschluss nach Erhitzen der TSL-Formulierungen {iber Tr, und
gleichzeitigem Anlegen von Unterdruck fiihrt hingegen zu einer Unterdruckapplikation bei
vorliegender fliissig-kristalliner Phase an der gesamten Lipid-Doppelmembran und nicht wie
bei der Mikropipetten-Manipulationstechnik ausschlieBlich auf einzelne Membranabschnitte.
Es wurden zwei Liposomenchargen (PG-TSL) hergestellt und sowohl ein CF-Einschluss iiber
einen Zeitraum von 10 Minuten (PG-TSL-V1), wie auch iiber 60 Minuten (PG-TSL-V2)
evaluiert. Neben einer Kontrolle unter atmosphirischen Bedingungen erfolgte der CF-
Einschluss bei 900 mbar, 800 mbar, 700 mbar, 600 mbar, 500 mbar, 400 mbar. Somit wurde
neben dem Einfluss der Inkubationszeit auch der Einfluss des Drucks auf die

Einschlusseffizienz untersucht (Kapitel 4.4, Seite 47).

Der im Rahmen des CF-Einschlusses angelegte Unterdruck wurde aufrechterhalten, bis die
hergestellten TSL wieder eine Temperatur von 25°C erreicht hatten und die Lipid-
Doppelschichten erneut in der sog. gelformigen Phase (Lg<) vorlagen. Das phasentiibergreifende
Aufrechterhalten des  Unterdrucks war notwendig, da bekanntermallen die
Membraneigenschaften der Gel-Phase durch ausgeprigte Van-der-Waals-Krifte der

Kohlenwasserstoffatome, sowie eine geringe Permeabilitét geprédgt sind und es der Hypothese
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entsprach, dass eingeschlossenes CF nach Erreichen von atmosphirischen Bedingungen bei
Temperaturen unterhalb Tr, in der inneren wissrigen Phase eingeschlossen blieb. Fiir PG2-TSL
ist die nahezu vollstindige Impermeabelitit der Lipid-Doppelmembran fiir CF bei

Temperaturen die deutlich unter Tr, liegen in wéssrigen Losungen beschrieben (44, 87).

Alle Liposomenchargen wurden vollstindig charakterisiert und besaflen die notwendige
Qualitit fiir DLS-Messungen (Tabelle 7, Seite 48). Die biophysikalischen Daten der TSL sind
analog zu bereits publizierten DPPG»-TSL (44, 43), so dass ein Vergleich moglich ist.

Zunichst war von Interesse, ob sich die Vesikelgrofle der in Unterdruck beladenen TSL von
denen unter atmosphérischen Bedingungen beladenen unterscheidet. Da Fliissigkeiten praktisch
inkompressibel sind und ausschliellich der Einschluss von CF bei Unterdruck stattfand, sind
die gemessenen GroBeniinderung der TSL maBgeblich auf eine Anderung der Dicke der Lipid-

Doppelschicht bzw. einem vollzogenen Fliissigkeitstransfer {iber die Membran zuriickzufiihren.

5.4.1 CF-Einschluss bei 900 mbar

Fiir PG-TSL-V1 zeigte sich nach 10-miniitiger Inkubation bei einem Unterdruck von 900 mbar
eine Zunahme des TSL-Durchmessers von 144,3 nm (Atmosphére) auf 145,4 nm (900 mbar)
[1,1 nm abs. = + 0,8%]. Fiir die TSL-Formulierung PG-TSL-V2 zeigt sich nach 60-miniitiger
Inkubation eine Zunahme des TSL-Durchmessers von 148,1 nm (Atmosphire) auf 153,9 nm

(900 mbar) [6 nm abs. =+ 3,9%].

Varga et al. beschrieb 2014 einen osmotisch induzierter Wasserausstrom aus HSPC/DSPE-
PEG2000/Cholesterol ~ 3:1:1  (m/m) Liposomen mit linearer = Abnahme des
Liposomendurchmessers binnen 4 Sekunden nach Induktion (105). Im Rahmen des CF-
Einschlusses bei Unterdruck wurde hingegen ein hydrostatischer Druckunterschied als Kraft
aufgebaut. Vor CF-Einschluss entsprachen die TSL der gleichen Charge, so dass der erniedrigte
extravesikuldren Druck und hiermit assoziierte hydrostatische Druckunterschied zu einer
Permeabilitétssteigerung der Lipid-Doppelmembran mit Wassereinstrom fiir den Anstieg des

TSL-Durchmessers verantwortlich gewesen sein kann (vgl. Abbildung 4.13, Seite 49).

Betrachtet man die Einschlusseffizienz der beiden TSL-Formulierungen, so kann trotz
GroBenzunahme der Liposomen bei 900 mbar keine deutliche Verbesserung des CF-

Einschlusses bei Unterdruck beobachtet werden (Abbildung 4.17, Seite 51). Allenfalls bei
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PG-TSL-V1 mit CF-Einschluss bei 900mbar zeigt sich geringfiigiger Anstieg von 0,28%
(Atmosphére) auf 0,31%.

Somit bilden sich bei geringem Unterdruck zwar groflere TSL, der absolute CF-Einschluss
scheint hiervon jedoch nicht zu profitieren. Dies fiihrt unweigerlich zu der Frage, ob die
vollzogene GroBeninderung bei erfolgtem CF-Ubertritt auf eine Anderung der
Membrankonfiguration zuriickzufiihren ist. Bisher sind fiir sehr hohen hydrostatische Druck (>
500 bar = 375.031 mmHg) eine Zunahme der Dichte der Kohlenwasserstoffketten (lamellare
Gitterkonstante d) beschrieben (36, 112), Verdanderungen der Membrankonfiguration nach
Beladung in mildem Unterdruck sind hingegen noch nicht bekannt und konnten durch
weiterfilhrende Experimente bspw. mittels Small-angle X-ray scattering (SAXS) evaluiert

werden.

Wird die GroBenzunahme beider Chargen bei mildem Unterdruck (900 mbar), wie auch der
geringe Anstieg der Einschlusseffizienz nach 10-miniitiger Inkubation (PG-TSL-V1)
betrachtet, so muss die Hypothese aufgestellt werden, dass es bei 900 mbar Unterdruck zu
einem gesteigerten Wassereinstrom in die TSL kommt. Wird dieser Vorgang nach 10-miniitiger
Inkubation durch Abkiihlen der TSL unterhalb von T, und das Vorliegen der gelformigen Phase
beendet, kann das gesteigert eingeschlossene CF nachgewiesen werden (Anstieg der
Einschlusseffizienz). Bei 60-miniitiger Inkubation (PG-TSL-V2) kann dieser Effekt jedoch
nicht mehr nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4.17).

Zumindest bei kurzer Inkubation und einem moderaten Unterdruck von 900 mbar konnte fiir
PG-TSL-V1 ein gesteigerter CF-Einschluss von 0,28% auf 0,31% nachgewiesen werden. Da
sich im Chargenvergleich hinsichtlich der Inkubationsdauer jedoch fiir PG-TSL-V2 eine
deutlich hoéhere FEinschlusseffizienz bestitigt (maximal 0,65% unter atmosphérischen
Bedingungen), ist dieser Effekt hinsichtlich des Ziels eines erhohten Fluoreszenzmarker-
Einschlusses bei der untersuchten TSL-Formulierung vernachldssigbar (mittlere
Einschlusseffizienz (Atmosphire - 700 mbar): PG-TSL-V1 0,228+0,093 mM, PG-TSL-V2
0,605+0,047 mM; siche Abbildung 5.5). Da es noch keine Studien hinsichtlich einer
Unterdruckexposition an DPPGa-haltigen Lipidmembranen gibt, konnen die erhobenen Daten
als Indiz gewertet werden, dass ein geringer Unterdruck von 900 mbar zumindest bei
notwendiger kurzer Inkubation die Permeabilitit der Membran steigert und so einen

verbesserten Stofftransport ermdglicht.
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ODb diese subatmosphirischen Bedingungen die Fluiditit der Membran verdndern bzw. Einfluss
auf die Hauptumwandlungstemperatur T, nehmen, kann anhand der erhobenen Daten nicht
beantwortet werden. Mittels eines Experimentes zum TSL-Temperaturprofil bei Unterdruck
(Ermittlung der temperaturabhidngigen CF-Freisetzung bei Unterdruck bspw. mittels

Fluoreszenz-Spektrophotometer) konnten hier weitere Erkenntnisse gewonnen werden.

®m PG-TSL-V1 (10 Min.)

m PG-TSL-V2 (60 Min.)

Atmosphére - 700 mbar

Abbildung 5.5 Mittlere Einschlusseffizienz (Atmosphiire - 700 mbar) nach passivem CF-Einschluss im Unterdruck (PG-
TSL-V1 vs. PG-TSL-V2)

Zur Forcierung der Unterdruckexposition erfolgte der CF-Einschluss ebenfalls bei einem

hydrostatischen Druck < 800 mbar.

5.4.2 CF-Einschluss bei < 800 mbar

Bei 10-miniitiger Inkubation (PG-TSL-V1) und einem hydrostatischen Druck unterhalb von
800 mbar zeigt sich eine weitere Reduktion der Einschlusseffizienz (Tabelle 7, Seite 48 und
Abbildung 5.7, Seite 73). Dies kann durch einen (zumindest partiellen) Kollaps der
Doppellipidmembran bedingt sein, welcher sich in dem nachgewiesenen GroBenverlust der

TSL bemerkbar macht.

Fiir PG-TSL-V2 lisst sich dieser Effekt nach 60-miniitiger Inkubation nicht mehr nachweisen.
Das sich beide TSL-Chargen ausschlielich in der Dauer des CF-Einschlusses unterschieden,
kommt als Zeitpunkt einer moglichen Ruptur der Membran der Wechsel von fliissig-kristalliner

- zu gelférmiger Phase durch das aktive Herunterkihlen und Uberwinden
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von Tm bei noch bestehendem unterdruckbedingtem Stress in der Lipidmembran nach

unvollstindiger Inkubation (intraliposomaler Volumenstrom) in Frage.

Deutlich wird der Unterschied, wenn man PG-TSL-V1 in zwei Messbereiche unterteilt. Einen
Bereich fiir TSL mit CF-Einschluss bei Atmosphire bzw. geringem Unterdruck (Ml:
Atmosphire bis 800 mbar), sowie einen weiteren fiir TSL mit CF-Einschluss bei Unterdruck <
700 mbar (M2: 700 mbar bis 400 mbar). Fiir M2 kann eine Abnahme der TSL-GroBBe (MWum
M1 = 144,9+0,6 nm, MW,n, M2 = 142,14£0,4 nm; Abbildung 5.6), sowie Abnahme des CF-
Lipid-Verhiltnis um ca. 60% (MW¢1 M1 = 0,008+0,001, MW..; M2 = 0,003£0,001; Abbildung
5.7) beobachtet werden.

146 0,01
145 0,008
144
g 143 0,006
< 142 0,004
141
140 0,002
139 0
Atmosphdre - 800 700 - 400 mbar Atmosphdre - 800 700 - 400 mbar
mbar mbar

Abbildung 5.6 z-Average im Mittel fiir PG-TSL-V1 (10 Abbildung 5.7 CF-Lipid Verhiltnis fiir PG-TSL-V1
Min.) (Atmosphiire - 800 mbar) vs. (700 - 400 mbar) (10 Min.) (Atmosphire - 800 mbar) vs. (700 - 400
mbar)

Als weitere Erklarung der reduzierten Einschlusseffizienz bei Unterdruck < 700 mbar muss ein
Membranschaden durch zu schnell induzierte Druckdifferenz zwischen intra- und
extravesikuldirem Milieu diskutiert werden. Durch den im Vergleich zum extravesikuldren
Raum bestehenden deutlich erhohten intravesikuldren Druck kann es zu einem Ausstrom der

wiassrigen CF-reichen Phase mit Stérung der Membranstruktur kommen.

In Vitro-Versuche an Phospholipid-Doppelmembranen (64) haben gezeigt, dass mechanischer
Stress (Dehnung der Membran) zu einer Abnahme der Doppelmembrandicke fiihrt und Wasser-
Molekiile in die hydrophobe Region der lipidhaltigen Kopfgruppen eindringen. In der Folge
kommt es zur Ausbildung wassergefiillter und die komplette Doppellipidmembran
durchspannender Poren, deren GroBe mit stetigem Wassereinstrom zunimmt, wobei es bei
anhaltender Dehnung im Verlauf zur Ruptur der Membran kommt. Wéhrend der Ruptur der

Membran ist zundchst eine Einzel-Pore, gefolgt von einer multiporen Formation beschrieben,
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wobei das Auftreten der multiporen Formation umso hiufiger auftrat, je schneller die Membran
gedehnt wurde (0,1 m/s < 0,3 m/s < 1,0 m/s). Die prozentuale Abnahme des Bilayer-
Durchmessers verringerte sich mit steigender Dehnung, wobei die Doppelmembran am Punkt
des Wassereinstroms durch die stressbedingten Poren ihren geringsten Durchmesser erreicht.
Ab einer Dehnungsgeschwindigkeit der Membran von > 0,3 m/s, ist die Geschwindigkeit der
Oberflachenzunahme und Abnahme des Bilayer-Durchmessers grofler als die Diffusion der
Wassermolekiile in die Membran, so dass aufgrund der insuffizienten Verteilung der
Wassermolekiile in der gedehnten Region eine verspitete Poren-Ausbildung resultiert und die
fiir eine Ruptur der Membran notwendigen Krifte steigen. In der Folge kommt es zur Ruptur

der Membran.

Fiir langsamere Dehnungsraten (bis ca. 2 mN/m) ist aus Unterdruckexperimenten mit
Mikropipetten an unterschiedlichen Phosphatidylcholin-Vesikeln (21) beschrieben, dass die
Membranspannung linear ansteigt, bei hoheren Raten kommt es jedoch zu einem scheinbar
exponentiellen Wachstum, welches auf das Versagen der Lipiddoppelmembran hindeutet. Dies

konnte durch die o.g. Studie von Koshiyama et al. (64) bestdtigt werden.

Zur Klirung der Frage, ob die Geschwindigkeit des aufgebauten Unterdrucks die
Einschlusseffizienz beeinflusst, wire eine Wiederholung des passiven CF-Einschlusses mit
langsam aufgebautem Unterdruck (z.B. Reduktion des Unterdruckes um 50 mbar je 2 Min. bis
zum entsprechenden Unterdruck) ein sinnvolles Folgeexperiment. Sollte es hier nicht zu den
0.g. GroBendnderungen mit Absinken der Einschlusseffizienz bei einem hydrostatischen Druck
unterhalb von 800 mbar kommen, wire dies ein Hinweis auf einen durch zu hohe
Dehnungsgeschwindigkeit induzierten Anstieg der Membranspannung mit Ruptur der

Doppellipidmembran.

Es stellte sich die Frage, ob sich die temperaturabhiingige CF-Freisetzung dieser erstmalig bei
Unterdruck beladenen DPPG>-TSL von herkdmmlich beladenen Liposomen unterscheidet.
5.4.3 Temperaturabhingige CF-Freisetzung der TSL

Zur Evaluation der temperaturabhéingigen CF-Freisetzung wurde das Temperaturprofil der
TSL-Chargen in NaCl, wie auch zur Simulation von in vivo-Bedingungen in FCS, bestimmt.
Insgesamt ergab sich {iber den gesamten Temperaturbereich fiir alle untersuchten Chargen in

FCS gegeniiber NaCl eine erhohte CF-Freisetzungsrate (Abbildung 4.18, Seite 52). Dies kann
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durch den gesteigerten onkotischen Druck des proteinreichen FCS bzw. die auftretenden

Protein-Liposomen-Bindungen bedingt sein.

Erstaunlicherweise zeigten die PG-TSL-V1 in NaCl auch bei Temperaturen unterhalb von T,
bei welchen die Doppelmembran in der gelférmigen Phase vorliegt und eigentlich keine
relevante Permeabilitdt aufweist, eine geringe CF-Freisetzung von im Mittel 4,3+2,2%. Dies
kann als Indiz fir den nach wunzureichender CF-Inkubationsdauer fortbestehenden
Membranschaden gesehen werden. Wobei der fehlende Nachweis von freiem CF fiir die
Formulierungen PG-TSL-V1 600 mmHg und - 400 mmHg a.e. aufgrund der geringen
Einschlusseffizienz unterhalb der messtechnischen Nachweisgrenze liegt. PG-TSL-V2 zeigte

in NaCl unterhalb von Tn, keine relevante CF-Freisetzung (Abbildung 4.21, Seite 54).

Aus kiirzlich veroffentlichten Studien (42, 87) ist fiir DPPG2-TSL bekannt, dass FCS keinen
signifikanten Effekt auf die Vesikelgroe hat. Ebenso wird Tm (~ 43 °C) durch die
Anwesenheit von Plasma oder Proteinen wie Apolipoprotein A1 (ApoAl), Fibrinogen (Fib),
Transferrin (Tf) oder Serum-Albumin (SA) nicht beeinflusst. Unterhalb von 40 °C zeigten
DPPG»-TSL eine kaum nachweisbare CF-Freisetzung, was auf eine praktisch undurchlissige
Lipid-Doppelmembran in diesem Temperaturbereich hinweist. In Anwesenheit von Méuse-
Plasma zeigten die TSL auch bei niedrigeren Temperaturen (ab 37 °C) eine signifikante
Fluorescein-Freisetzung, wobei dieser Effekt in FCS, Menschen- oder Ratten-Serum nicht
beobachtet werden konnte. Als mdoglichen Grund wird der gesteigerte Lysolipid-Gehalt in
Maiuse-Plasma diskutiert, wobei fiir Lyso-PC-haltige TSL eine geringe Verschiebung der
temperaturabhiingigen Offnungskinetik hin zu niedrigeren Temperaturen nachgewiesen
werden konnte. Die Anwesenheit von SA und Fib fiihrte bei niedrigeren Temperaturen zu
einer gesteigerten Fluorescein-Freisetzung, wohingegen ApoAl die Freisetzung zu behindern
schien. Da fiir ApoAl eine hohe Protein-Bindungskonstante nachgewiesen werden konnte
und es Hinweise darauf gibt, dass SA mit einer schwachen Bindungskontante die
Permeabilitdt der Lipid-Doppelmembran erhdht, scheint die Proteinbindung einzelner
Plasmaproteine die Wirkstofffreisetzung direkt zu beeinflussen. Die Wirkung der einzelnen
Proteine scheint sich im Plasma groftenteils gegenseitig zu kompensieren. Interessanterweise
waren die singuldren Protein-Liposomen-Bindungen fiir SA, Fib und Tf nach Hinzugabe von
FCS sofort reversibel, wihrend die ApoA1-Bindung iiber eine Zeitspanne von 60 Min. abnahm.

Als Griinde hierfiir wurde eine hohere Affinitét fiir Liposomen anderer in FCS enthaltener
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Proteine gesehen, die 0.g. markierte Proteine von der TSL-Oberfldche verdringten, bzw. eine

anziehendere Bindungspartner in FCS fiir SA, Fib, Tf bzw. ApoAl.

Zur Evaluation des Freisetzungsverhaltens von applizierten und intravasal verbleibenden,
zirkulierenden TSL wurden die die Liposomenchargen iiber 60 Minuten in NaCl und FCS

inkubiert.

In NaCl konnte bei keiner der untersuchten Formulierung (PG-TSL-V1 & PG-TSL-V2-
Chargen) bei 37°C {iber den Zeitraum eine CF-Freisetzung beobachtet werden. Dies bestétigt
die o.g. Ergebnisse, dass DPPG»-TSL bei T < T, keine relevante CF-Freisetzung besitzen. Fiir
TSL mit erfolgtem CF-Einschluss bei Unterdruck konnte diese Eigenschaft erstmalig bestétigt

werden.

Erstaunlicherweise zeigten die PG-TSL-V1 und PG-TSL-V2 mit CF-Einschluss bei 900 mmHg
ebenfalls nach 60 Min. Inkubation bei 37 °C in FCS keine relevante CF-Freisetzung. Die unter
atmosphérischen Druck hergestellten TSL hatten unter gleichen Bedingungen eine CF-
Freisetzung von 6,0+0,1% (PG-TSL-V1) und 10,5+0,2% (PG-TSL-V2)(Abbildung 4.20 und
Abbildung 4.23, Seite 53). Dies kann darauf hinweisen, dass die Doppellipidmembran von bei
mildem Unterdruck beladenen TSL in der gelférmigen Phase eine gesteigerte Stabilitét
aufweist, was sich hinsichtlich des Wirkstofftransports positiv auf die Einschlussstabilitit der

TSL auswirkt.

Nach einstiindiger Inkubation bei 42 °C in FCS kann fiir mit sinkendem Einschlussdruck
hergestellte PG-TSL-V1 wie auch PG-TSL-V2 eine stetig ansteigende CF-Freisetzung
nachgewiesen werden (CF-Freisetzung 900 mmHg TSL < 800 mmHg TSL < 700 mmHg TSL)
(siche Abbildung 5.8).
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Abbildung 5.8 CF-Freisetzung nach 60 Min. Inkubation in FCS bei 42 °C

Zusammenfassend kann anhand der erhobenen Daten der Temperaturprofile fiir PG-TSL-V1
und PG-TSL-V2 gezeigt werden, dass Tm fiir alle Formulierungen und evaluierten

Druckbereiche bei ~ 42 °C liegt und sich nach erfolgter Unterdruckexposition nicht verdndert.

Tm wird ebenfalls nicht durch die Anwesenheit von Plasma oder einzelnen Proteinen
beeinflusst (87). Wird das Freisetzungsverhalten fiir Temperaturen iiber Ty, betrachtet, so kann
sowohl in NaCl wie auch in Anwesenheit von FCS eine mit steigendem Unterdruck
korrelierende, gesteigerte CF-Freisetzung nachgewiesen werden. Unter FCS-Exposition ergibt
sich ebenfalls eine gegeniiber NaCl gesteigerte CF-Freisetzung. Diese Ergebnisse decken sich

mit vorangegangenen Verdffentlichungen herkommlich beladener DPPG»-TSL (44, 43).

Da TSL bei einem in-vivo-Einsatz im Rahmen der onkologischen Therapie mit einer Vielzahl
von anderen Doppellipidmembranen interagieren und es fiir Membranbestandteile wie z.B.
Cholesterin bekanntermaBen einen intermembrandsen Ubertritt gibt (28), wire eine
Wiederholung des passiven CF-Einschlusses im Unterdruck mit cholesterinhaltigen TSL
durchaus von Interesse. Hierbei kdnnten Erkenntnisse gewonnen werden, ob Cholesterin als
Membranbestandteil auch bei Unterdruck zu einer Stabilisierung der Kohlenwasserstoffketten
fihrt und die passive CF-Beladung im Unterdruck beeinflusst. Da niedrige
Cholesterinkonzentrationen nur einen geringen Einfluss auf die
Phasenumwandlungstemperatur haben (35), sind cholesterinhaltige TSL als Nanotransporter

im Rahmen der onkologischen Therapie geeignet.
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Aufgrund einer Publikation zur Protein-Interaktion (42) wurde sich ergéinzend dazu entschieden

zu evaluieren, wie sich die hergestellten TSL in Kombination mit Akzeptorvesikeln verhielten.

5.5 CF-Freisetzung von PG:-TSL in Anwesenheit von LAV und Humanalbumin

Im vaskuldren System zirkulierende TSL kommen mit unterschiedlichen Molekiilen in Kontakt,
so dass zur Evaluation der zeitabhéngigen CF-Freisetzung TSL in 37°C warmem FCS inkubiert
wurden. Hierbei konnte fiir die DPPGo-haltigen TSL mit steigendem Cholesteringehalt eine
Stabilisierung der Doppellipidmembran mit erschwertem Ubertritt von Fluoreszenzfarbstoffen
aus der wissrigen inneren Phase nachgewiesen werden (siche Abbildung 4.10, Seite 41). Diese
Ergebnisse decken sich mit vorangegangenen Verdffentlichungen, in welchen eine

Membranstabilisierung durch Cholesterin beschrieben wurde (35, 106).

In Anwesenheit der Serumkomponente Humanalbumin (40g/L) konnte nach 24 h Inkubation
bei 37°C eine Reduktion der CF-Freisetzung von 48,5+1,9% (PG>-TSL + FCS) auf 7,34+0,9%
(PG2-TSL + Humanalbumin) beobachtet werden (siche Abbildung 5.9, Seite 79).

Fir Albumin ist ein Einfluss auf die temperaturabhidngige TSL-Freisetzungsrate flir
cholesterinfreie DPPG>-TSL bekannt (41). So wurde gezeigt, dass Albumin die
Membranpermeabilitit insbesondere bei Temperaturen unter Tm senkt und erst bei
Temperaturen um T, durch gesteigerte Interaktion mit der Lipidmembran steigert (39). Durch
die in der kristallinen Phase vorliegende schwache Protein-Doppelmembran-Bindung scheint
ein umfassender Oberflichenkontakt verhindert zu werden, so dass dieser Effekt bei 37°C
moglicherweise reduziert wird (87). Die beobachtete Reduktion der CF-Freisetzungsrate fiir
PG-TSL + HA in FCS bei Temperaturen unterhalb von Tn bestitigt einen
membranstabilisierenden Effekt fiir DPPGz-haltige Doppellipidmembran in der gelférmigen
Phase (T < Tn).

Zur Evaluation des Einflusses von cholesterinreichen Vesikeln auf TSL, wurde der LAV
DPPC/Cholesterin 60:40 (mol/mol) hergestellt und zusammen mit den TSL bei 37°C inkubiert.
In Anwesenheit des LAV konnte bis ca. 6 h nach Beginn der Inkubation eine
deutliche Steigerung der CF-Freisetzung (6 h: PG»-TSL 11,8+0,2%, PG,-TSL + LAV

46,1+£1,6%) mit anschlieBender Abflachung der Freisetzungskurve beobachtet werden.
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Da Liposomen im Blut mit einer Vielzahl von anderen Doppellipidmembranen interagieren,
Cholesterin als Membranbestandteil ab 10-15 mol% zu einer zunehmenden Stabilisierung der
Kohlenwasserstoftketten fiihrt (35) und fiir Membranbestandteile ein intermembrandser
Ubertritt beschrieben ist (28), verwundert die im Rahmen der Stabilititsmessungen von DPPG>-
haltigen TSL nachgewiesene und mit mutmaBlich steigendem Cholesteringehalt abnehmende
CF-Freisetzung nicht (siche Kapitel 4.3.1, Abbildung 4.10). So kann die Abflachung der
Freisetzungskurve ab 6 h nach Inkubation mit einem intermembrandsen Cholesteriniibertritt
begriindet werden, wobei ein entsprechender Beweis noch erbracht werden muss. Die CF-

Freisetzung in Anwesenheit von LAV kann nach folgender Formel bestimmt werden.

0 bis 6 h: CF-Freisetzung [%] = 7,6167 x t[h] + 2,8829

6 bis 24 h: CF-Freisetzung [%] = 1,542 x t[h] + 39,466

Formel 1 Berechnung der zeitabhiingigen CF-Freisetzung von PG,-TSL in Anwesenheit von LAV bei 37°C

100
T 75 y =1,542x + 39,466 —e— PG-TSL
g’ PG-TSL + Humanalbumin
R —#&— PG-TSL + LAV
@ =7,6167x + 28829 i
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Abbildung 5.9 CF-Freisetzung von PG,-TSL bei Inkubation in Anwesenheit von LAV (DPPC/Cholesterin 60:40
(mol/mol)) bzw. Humanalbumin (40g/L) in FCS bei 37°C, Grafische Darstellung der Formel zur Berechnung der CF-
Freisetzung von PG,-TSL+LAV

Die durchgefiihrte Inkubationsexperimente belegen den Einfluss von Cholesterin und
Humanalbumin auf die zeitabhéngige CF-Freisetzung von PG2-TSL in FCS bei 37°C. Die
Abflachung der CF-Freisetzungskurve in Anwesenheit von LAV kann durch einen erfolgten

intermembrandsen Cholesteriniibertritt begriindet werden, wobei weitere Versuche (z.B. eine
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Phospholipidanalyse mittels Diinnschichtchromatographie der PG2-TSL nach LAV-

Exposition) dies noch zu beweisen haben.

80



Zusammenfassung und Ausblick

6 Zusammenfassung und Ausblick

Regionale Hyperthermie in Kombination mit Zytostatika-beladenen, thermosensitiven
Liposomen (TSL) stellt in der onkologischen Therapie von soliden Tumoren ein

vielversprechendes Therapiekonzept dar (2, 3, 6, 55, 48, 49, 51, 50, 52-54, 74, 96).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur DLS-Messung von TSL unter
Druck entwickelt (Kapitel 4.1, Seite 31). Zur Evaluation der in-vitro-Auswirkungen von
hydrostatischem Druck und Temperatur auf insbesondere DPPG»-haltige Liposomen wurden
mehrere TSL aus unterschiedlichen Formulierungen hergestellt und anschlieend hinsichtlich
ihrer VesikelgroBe, ihres C-Potential, CF zu Lipid Verhéltnis, Polydispersionsindex (PDI) und
der Einschlusseffizienz vollstindig charakterisiert (Kapitel 4.3.1, Seite 37).

Das synthetische Phospholipid DPPG; wurde eingesetzt, da es je nach molarem Verhéltnis in
der Doppellipidmembran von TSL zu einer idealen temperaturselektiven Wirkstoftfreisetzung
fiihrt (75). DPPG; zeichnet sich durch weitere niitzliche Eigenschaften wie eine Verldngerung
der wvaskuldren Zirkulationszeit von TSL und eine signifikant beschleunigte

Freisetzungsgeschwindigkeit um T aus (44, 43, 77).

Als Formulierungen wurden drei Liposomenchargen (DPPC/DSPC/DPPG,/Chol) die sich
hinsichtlich ihres Cholesteringehaltes unterschieden (10% -, 20% -, 30%-Cholesterin), ein TSL-
Standard (DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 mol/mol), eine mit Doxorubicin beladene Charge des
TSL-Standards und eine PEG2000-haltige TSL-Charge (DPPC/P-Lyso-PC/DSPE-PEG2000)
gewihlt. Alle Liposomenchargen besalen unabhidngig von der Lipidzusammensetzung die
notwendige Qualitét flir DLS-Messungen (Tabelle 5, Seite 37). Die biophysikalischen Daten
der TSL sind analog zu bereits publizierten DPPG»-TSL (44, 43), so dass ein Vergleich mdglich
ist.

Die unterschiedlichen TSL-Formulierungen wurden bei 25 °C, 37 °C und 41 °C einem
hydrostatischen Druck von bis zu 140 mmHg ausgesetzt, wobei mit steigender Temperatur und
gleichem Druck der Einfluss auf die TSL-Groe zunahm. Dies kann durch die Fluiditit der
Lipid-Doppelmembran begriindet werden, die bei T < Tw noch rigide ist (kristalline bzw.
gelformige Phase) und erst mit Ubergang in die fliissig-kristalline Phase eine zunehmende
Fluiditit aufweist (104). Ab einem hydrostatischen Druck von > 30 mmHg stellte sich ein sog.
Steady State (StSt) ein, wobei mit steigendem Druck bei stabiler Temperatur keine weitere,

relevante Groendanderung der TSL beobachtet werden konnte (Kapitel 4.3.2, Seite 42). Neben
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den physikalischen Bedingungen hat auch die Komposition der Lipidmembran, sowie die

Beladung der TSL einen Einfluss auf das Membranverhalten (35, 44).

Von besonderem Interesse war das ubiquitir vorkommende Cholesterin, welches ein wichtiger
u.a. stabilisierender Bestandteil von Zellmembranen ist. Fiir die cholesterinhaltigen TSL konnte
bei 37 °C eine mit steigendem Cholesteringehalt abnehmende relative Grdéfenreduktion
nachgewiesen werden, welche durch die cholesterinbedingte Stabilisierung der
Kohlenwasserstoffketten in der fliissig-kristallinen Phase begriindet werden kann. Bei sich
weiter T anndhernden Bedingungen (41°C) zeigten alle Cholesterin-TSL eine Reduktion des
TSL-Durchmessers (Atmosphire vs. StSt bei 100 mmHg) um durchschnittlich ~ 4% (Kapitel
4.3.2). Die geringste druckinduzierte GroBenédnderung unter allen Formulierungen konnte in
den PEG2000-haltigen TSL beobachtet werden, welche durch die Fahigkeit von PEG2000 eine
sterische Barriere auszubilden (26) bzw. die Oberflachenstruktur von PEG2000 bedingt sein
kann (27) (Kapitel 4.3.2, Seite 42).

Fiir die mit Doxorubicin beladenen PG>-TSL ergab sich ein gegeniiber unbeladenen PG>-TSL
abweichendes druckinduziertes Groflenverhalten (Atmosphére vs. StSt). Unbeladen zeigten die
PG,-TSL insgesamt eine ausgeprigtere und mit zunehmender Temperatur weiter ansteigende
relative Grolenabnahme (2,3+0,8% bei 37°C; 6,3+0,4% bei 41°C). Die mit Doxorubicin
beladenen PG>-TSL reagierten bereits bei einem geringen Temperaturanstieg von 25°C auf
37°C auf den hydrostatischen Druck (4,7+0,6% bei 37°C), wobei eine weitere Anndhrung der
Temperaturen an Ty zu keiner weiteren GroBenreduktion fiihrte (4,2+0,6% bei 41°C). Der
starre Doxorubicin-Kristall verhindert mutmaBlich sterisch eine weitere Verkleinerung (z.B. als

Stiitzgeriist) der TSL (97).

Zur Evaluation der Relevanz von subatmosphdrischen Bedingungen auf DPPGo»-haltige
Doppelmembranen erfolgte erstmalig ein passiver Carboxyfluorescein-Einschluss bei
Unterdruck. Es entsprach der Hypothese, dass ein geringer hydrostatischer Druck zu
Anderungen der Membraneigenschaften (z.B. Erhdhung der Permeabilitit durch geringe
Packung der Lipide bzw. Erniedrigung von Tm) und somit zu einem schnelleren und
effizienteren Einschluss von CF in PG»-TSL fiihrt. Gegeniiber dem Einsatz der Mikropipetten-
Manipulationstechnik (37), welche nur einen partiellen Membranbestandteil erfasst, konnte
durch das entwickelte Verfahren die vollstdndige Lipid-Doppelmembran einem Unterdruck

ausgesetzt werden (Kapitel 4.4, Seite 47).
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Es wurden zwei TSL-Formulierungen DPPC/DSPC/DPPG; 50:20:30 (mol/mol) hergestellt, die
iiber 10 Minuten (PG-TSL-V1) bzw. iiber 60 Minuten (PG-TSL-V2) mit CF inkubiert wurden.
Nach erfolgtem passivem CF-Einschluss wurde der Unterdruck aufrechterhalten, bis die
hergestellten TSL wieder eine Temperatur von 25°C erreicht hatten und die Lipid-

Doppelschichten in der sog. gelformigen, nahezu CF-undurchlissigen Phase (Lg:) vorlagen.

Da Fliissigkeiten praktisch inkompressibel sind und ausschlieBlich der Einschluss von CF bei
Unterdruck stattfand, sind die gemessenen GroBenidnderung der TSL malgeblich auf eine
Anderung der Dicke der Lipid-Doppelschicht bzw. einen vollzogenen Fliissigkeitstransfer iiber

die Membran zuriickzufithren.

Nach Inkubation bei 900 mbar konnte eine Gréenzunahme von 1,1 nm abs. (= + 0,8%) fiir
PG-TSL-V1 bzw. 6 nm abs. (= + 3,9%) fiir PG-TSL-V2 nachgewiesen werden (Abbildung
4.17, Seite 51). Da der absolute Fluoreszenzmarker-Einschluss bei PG-TSL-V2 jedoch nicht
zunahm, musste die vollzogene GréBeninderung bei erfolgtem CF-Ubertritt auf eine Anderung
der Membrankonfiguration zuriickgefiihrt werden. Fiir einen sehr hohen hydrostatischen Druck
(> 500 bar) wurde bereits eine Zunahme der Dichte der Kohlenwasserstoffketten beschrieben
(36, 112), Verdnderungen an DPPG:-haltigen Doppellipidmembranen bei Unterdruck sind
bisher noch nicht bekannt. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass der CF-Einschluss bei

Unterdruck mit steigender Inkubationsdauer zunahm.

Fiir PG-TSL-V1 konnte ein gesteigerter Einschluss von CF (Atmosphire 0,28 mM vs. 900 mbar
0,31 mM) nachgewiesen werden. Die erhobenen Daten konnen als Indiz gewertet werden, dass
ein geringer Unterdruck (900 mbar) zumindest bei kurzer Inkubation die Permeabilitdt der

Membran steigert und so einen verbesserten Stofftransport ermdglicht.

Sowohl PG-TSL-V1 wie auch PG-TSL-V2 mit erfolgtem CF-Einschluss bei 900 mmHg nach
60-miniitiger Inkubation in FCS zeigten bei 37 °C keine relevante CF-Freisetzung (Abbildung
4.20, Seite 53; Abbildung 4.23, Seite 55). Die unter atmosphérischem Druck (mittlerer
Luftdruck auf Meereshohe p = 1013,2 hPa = 760,0 mmHg = 1 ,,Atmosphére* (atm) = 1 bar;
mittlerer Luftdruck auf 515 m (Miinchen) 952,3 hPa (80)) hergestellten TSL wiesen unter
gleichen Bedingungen eine CF-Freisetzung von 6,0+0,1% (PG-TSL-V1), sowie 10,5+0,2%
(PG-TSL-V2) auf. Dies zeigt, dass es keinen Hinweis auf einen fortbestehenden
Membranschaden nach erfolgter Unterdruckexposition gibt. Ergidnzend konnen die Daten

darauf hinweisen, dass die Doppellipidmembran von bei geringem Unterdruck (900 mmHg)
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beladenen DPPG2-TSL in der gelformigen Phase eine gesteigerte Stabilitét aufweist, was sich
hinsichtlich des Wirkstofftransports positiv auf die Einschlussstabilitit der TSL und

hochstmogliche Freisetzung im Hyperthermie-Gebiet auswirkt.

Die fehlende CF-Freisetzung aller TSL-Chargen nach 60 Min. Inkubation in NaCl bei 37°C
bestdtigt Ergebnisse vorangegangener Verdffentlichungen (44, 43, 76) fiir TSL mit erfolgtem
CF-Einschluss bei Unterdruck, welche nachweisen konnten, dass DPPG»-TSL bei T < Tp, keine

relevante CF-Freisetzung besitzen.

Nach erfolgtem CF-Einschluss bei < 700 mbar konnte fiir PG-TSL-V1 eine Abnahme der
Vesikel-Groe und des CF-Lipid-Verhiltnis nachgewiesen werden (Abbildung 5.6 und
Abbildung 5.7, Seite 73). Die Reduktion der Einschlusseffizienz kann durch einen (zumindest
partiellen) Kollaps der Doppellipidmembran bedingt sein, welcher sich auch in dem
nachgewiesenen GroBenverlust der TSL bemerkbar macht. In-vitro-Versuche an Phospholipid-
Doppelmembranen konnten zeigen, dass mechanischer Stress zur Bildung von Poren in der
Doppellipidmembran mit plotzlicher Membranruptur bei anhaltender Dehnung fiihrt (64). Fiir
PG-TSL-V2 lésst sich dieser Effekt nicht mehr nachweisen, so dass fiir den Zeitpunkt der
Membranruptur, der Wechsel von fliissig-kristalliner - zu gelférmiger Phase durch das aktive
Herunterkiihlen und Uberwinden von Tn, bei nach unvollstéindiger Inkubation (fortbestehender
intraliposomaler Volumenstrom) noch bestehendem Unterdruck-assoziiertem Stress in der
Lipidmembran in Frage kommt. Weiterfithrende Experimente bspw. mittels Small-angle X-ray
scattering (SAXS) wiren zur Evaluation der Unterdruck-assoziierten Anderungen der

Membranstruktur sinnvoll.

Da zirkulierende TSL im vaskuldren System mit unterschiedlichen Molekiilen in Kontakt
kommen und Protein-Interaktionen (42) beschrieben sind, wurde sich zu einer Inkubation der
hergestellten TSL mit Lipidakzeptorvesikeln (LAV) bzw. Humanalbumin (HA) entschieden.
Es sollte evaluiert werden, ob durch Anwesenheit von LAV oder HA die zeitabhingige CF-

Freisetzung beeinflusst wird.

Wie bereits zuvor berichtet, konnte fiir DPPGo-haltige TSL eine mit steigendem
Cholesteringehalt zunehmende Stabilisierung der Doppellipidmembran mit erschwertem
Ubertritt von Fluoreszenzfarbstoffen aus der wiissrigen inneren Phase nachgewiesen werden
(Abbildung 4.10, Seite 41). In Anwesenheit der Serumkomponente HA konnte nach 24 h
Inkubation bei 37°C in FCS eine Reduktion der CF-Freisetzung von 48,5+1,9% (PG,-TSL) auf
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7,3+£0,9% (PG»2-TSL + Humanalbumin) beobachtet werden (siche Abbildung 5.9, Seite 79). Fiir
Albumin ist eine Reduktion der Membranpermeabilitit bei Temperaturen unterhalb von Tn, fiir
cholesterinfreie DPPG,-TSL bekannt (41), so dass diese Erkenntnisse fiir die hergestellten TSL

bestdtigt werden konnten.

In Anwesenheit von LAV bis ca. 6 h nach Beginn der Inkubation konnte eine deutliche
Steigerung der CF-Freisetzung (6 h: PG>-TSL 11,8+0,2%, PG>-TSL + LAV 46,1+1,6%) mit
anschlieBender Abflachung der Freisetzungskurve beobachtet werden. Da TSL im Blut mit
einer Vielzahl von anderen Doppellipidmembranen interagieren und Cholesterin ab 10-15
mol% zu einer zunehmenden Stabilisierung der Kohlenwasserstoffketten fiihrt (35), sowie fiir
Membranbestandteile ein intermembrandser Ubertritt beschrieben ist (28), konnte die
Abflachung der Freisetzungskurve ab 6 h nach Inkubation mit einem intermembrandsen
Cholesteriniibertritt begriindet werden. Weitere Versuche (z.B. eine Phospholipidanalyse
mittels Diinnschichtchromatographie der PG2-TSL nach LAV-Exposition) miissen dies jedoch
noch beweisen. Die CF-Freisetzung in Anwesenheit von LAV kann nach der verdffentlichen

Formel 1 (S. 79) berechnet werden.

Die vorliegende Arbeit kann nicht alle Fragen zur Auswirkung von physiologischen Faktoren
wie dem hydrostatischen Druck und der Temperatur auf DPPGz-haltige-Doppelmembranen
beantworten, soll jedoch behilflich sein neue Forschungsansitze zu schaffen und das Interesse

an weiterfithrender, zwingend notwendiger Grundlagenforschung zu ermdglichen.
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Abbildung 1.5 Struktur von DPPC und DSPC; Avanti Polar Lipids, Alabaster, Alabama, USA
https://avantilipids.com/images/structures/850355s.gif

https://avantilipids.com/images/structures/850365s.gif (Stand: 04.06.2017)
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